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Résumé 

Les érythrocytes (globules rouges, GR) transportent le dioxygène (via l’hémoglobine) des 

poumons aux tissus de l’organisme. Leur production est assurée par des cellules souches 

hématopoïétiques (CSH), garantes des cellules constituants le sang. Chez l’adulte, l’érythropoïèse 

(processus qui aboutit à la production d’érythrocytes) a lieu en continu dans la moelle osseuse pour 

produire au quotidien environ 1011 érythrocytes. C’est de loin le plus haut rendement de production 

cellulaire du corps humain. Ce processus est finement régulé par une balance prolifération versus 

différenciation et peut s’adapter aux besoins de l’organisme. Cependant, le moindre défaut de 

régulation peut aboutir progressivement à des désordres érythroïdes (anémies, polyglobulies, voire 

à des transformations leucémiques).  

Le gène CXXC5 (alias RINF, Retinoid-Inducible Nuclear Factor), a été découvert en 2009 

comme une cible directe des rétinoïdes nécessaire à la granulopoïèse. En effet, des expériences 

d’invalidation par ARN interférence ont démontré que l’expression de ce facteur était essentielle à 

la différenciation granulocytaire terminale des cellules hématopoïétiques aussi bien normales 

(progéniteurs hématopoïétiques humains CD34+ cultivés en présence de G-CSF) que leucémiques 

(lignée NB4 traitée par l’ATRA, Acide Rétinoïque tout-trans). Ce gène est localisé en 5q31, une 

région fréquemment sujette à des délétions chromosomiques dans des hémopathies malignes. Il 

code un facteur chromatinien possédant un motif à doigt de Zinc de type CXXC, retrouvé conservé 

avec plusieurs modulateurs épigénétiques importants. Toutefois, la contribution fonctionnelle de 

RINF sur la maturation ou l’engagement des progéniteurs vers d’autres lignages hématopoïétiques, 

n’avait pas été déterminée. 

Mes travaux de thèse ont démontré l’implication de RINF dans l’érythropoïèse humaine par 

l’intermédiaire d’expériences de pertes et gains de fonction dans des progéniteurs hématopoïétiques 

CD34+ (de sang de cordon ombilical ou de moelle osseuse) cultivés en présence d’EPO. Nous avons 

identifié le mécanisme d’action moléculaire et démontré que SMAD7 (un gène codant un inhibiteur 

de la voie de signalisation du TGF-) était une cible transcriptionnelle directe de RINF (mis en 

évidence par des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine, cette cible a été validée sur 

des cellules primaires et dans deux lignées érythroleucémiques K562 et UT7). Nous avons 

également montré que ce mécanisme d’action est dépendant du TGF- (par l’utilisation d’un 

inhibiteur du TGF-RI sur des cellules primaires en culture). Ainsi, la perte d’expression du gène 

RINF/CXXC5 au cours de l’érythropoïèse sensibilise les érythroblastes au TGF- et conduit à une 

production d’érythrocytes plus restreinte (et contribuerait ainsi in vivo à la cytopénie du lignage 

érythroïde).  

Enfin, la caractérisation phénotypique du modèle murin génétiquement invalidé pour le gène 

Rinf a été initiée. Mes travaux ont notamment mis en évidence une perte importante de viabilité et 

de fertilité des souris Rinf-/-. L’hématopoïèse murine a aussi été explorée. Les résultats préliminaires 

nous laissent penser que la régulation de Smad7 par le facteur RINF (mise en évidence dans 

l’érythropoïèse humaine) s’exerce aussi dans le tissu hématopoïétique murin. 

Ce facteur épigénétique pourrait jouer un rôle important en modulant (1) les capacités 

d’expansion et d’auto-renouvellement des progéniteurs hématopoïétiques, (2) leur sensibilité au 

TGF- (via Smad7) et/ou (3) les processus d’hydroxyméthylation de l’ADN génomique.  
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Introduction 

1. L’hématopoïèse 

1.1. La cellule souche hématopoïétique (CSH) 
1.1.1. Généralités sur l’hématopoïèse 

 

Chez les mammifères adultes, les cellules du sang sont générées en permanence dans la 

moelle osseuse (MO). Cette production assure le maintien quotidien et tout au long de la vie, 

du très grand nombre de cellules dont l’organisme a besoin. Ce processus constant de 

production est assuré par une rare population de cellules immatures, les cellules souches et 

progéniteurs hématopoïétiques (CSPH). Parmi celles-ci, les CSH (cellules souches 

hématopoïétiques) se définissent comme des progéniteurs multipotents (c’est-à-dire, capables 

de produire plusieurs types de cellules sanguines) qui, au cours des étapes de prolifération et de 

différenciation successives perdent progressivement leur potentiel à générer plusieurs lignages 

jusqu’à devenir unipotents. Cette différenciation progressive, appelée hématopoïèse, aboutit à 

l’obtention de tous les constituants cellulaires du sang comprenant les érythrocytes (globules 

rouges ou GR), les mégacaryocytes, les cellules myéloïdes (monocytes/macrophages et 

granulocytes), les cellules dendritiques (CD), les lymphocytes B et T et les Natural Killer (NK) 

(Orkin 2000) (Weissman 2000).  

 Des expériences in vivo de régénération du système hématopoïétique ont montré que 

seules les CSH étaient capables, sur le long terme, de générer tous les éléments figurés du sang. 

De ces expériences en sont ressorties deux propriétés fondamentales de ces CSH: 

L’autorenouvellement et la multipotence  (Osawa et al. 1996) (Wagers et al. 2002) (Ema et al. 

2005) (Hock 2010).  

La capacité d’autorenouvellement se définit par la capacité de ces cellules à maintenir 

un pool de CSH indifférenciées via une division symétrique de ces cellules (qui conserve les 

propriétés initiales de la CSH mère). La CSH peut également effectuer une division 

asymétrique pour s’engager dans un lignage hématopoïétique. Une des deux cellules filles perd 

alors sa capacité d’autorenouvellement. Ainsi, les transplantations de CSH d’un individu à un 

hôte préalablement irradié ont montré qu’une seule CSH était capable de régénérer le système 

hématopoïétique d’un individu (Smith, Weissman, et Heimfeld 1991) (Osawa et al. 1996).  
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La multipotence est, quant à elle, décrite comme la capacité à produire plusieurs types de 

cellules (sanguines). En somme, tous les lignages hématopoïétiques du sang proviennent d’une 

CSH commune. C’est la raison pour laquelle l’hématopoïèse est souvent représentée en une 

structure hiérarchique pyramidale au sommet duquel trône la CSH (Figure 1).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Une représentation schématique l’hématopoïèse humaine de l’adulte. 
Abréviations: Cellule souche hématopoïétique à long-terme (LT-CSH), Cellule souche 

hématopoïétique à court-terme (ST-CSH), Progéniteur Multipotent (MPP), Progéniteur Myéloïde 

Commun (CMP), Progéniteur Erythro-Mégakaryocytaire (EMP), Progéniteur Granulo-Monocytaire 

(GMP), Progéniteur Lymphoïde Commun (CLP). Adapté de Larsson et al. 2005, Notta et al. 2016, Tusi 

2018, Blank et Karlsson 2015. 
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Lors de divisions asymétriques, la CSH perd petit à petit sa capacité 

d’autorenouellement, c’est-à-dire sa capacité de maintien du nombre de CSH. Il est ainsi 

possible de discriminer les CSH à court terme, ST-CSH (short-term hematopoietic stem cell) 

des CSH à long terme (LT-CSH), capables de se greffer et de maintenir une hématopoïèse 

humaine chez la souris plus de 12 semaines après transplantation (Benveniste et al. 2010). 

 

1.1.2. Méthodes d’étude de la CSH humaine et murine 

 

Les progrès dans l’étude de la caractérisation phénotypique et fonctionnelle des CSH et 

autres précurseurs ont fait du système hématopoïétique un paradigme de la biologie des cellules 

souches (Orkin et Zon 2008) (Rowe et al. 2016). Ces avancées ont essentiellement débuté par 

l’étude du modèle murin (Till et McCulloch 1961) dont l’hématopoïèse s’est avérée très proche 

de l’hématopoïèse humaine bien que les marqueurs de surface utilisés pour la caractérisation 

des progéniteurs soient sensiblement différents. 

La CSH étant assez rare, 50.000 à 200.000 CSH chez l’homme (Lee-Six et al. 2018) 

contre 17.000 chez la souris (LT-CSH) (Busch et al. 2015). La cytométrie en flux (Fluorescent 

Activated Cell Sorting), une technique basée sur la reconnaissance de marqueurs de surface 

membranaire propres à ces cellules permet d’isoler des populations enrichies en CSH. Il faut 

cependant garder à l’esprit que seule une expérience fonctionnelle permet de caractériser une 

CSH, où l’on peut mettre en évidence ses propriétés qui la définisse ; sa capacité 

d’autorenouvellement et de multipotence. Ainsi, les véritables CSH sont capables de 

proliférer en culture en absence de facteur de croissance sur une couche de cellules stromales, 

ou de reconstituer une hématopoïèse humaine chez la souris irradiée. Cette dernière 

propriété est appelée la méthode LTR (long-term reconstitution). De nos jours cette technique 

est la plus fiable et permet d’identifier une CSH ainsi que d’étudier sa capacité de multipotence 

et d’autorenouvellement.  

 

Historiquement, les marqueurs de surface utilisés pour l’étude de la CSH humaine 

étaient le CD34 (CD pour cluster de différenciation) (Bhatia et al. 1997) et l’absence de 

marqueur de surface CD38 (exprimé chez certaines cellules immunitaires) ainsi que l’absence 

de marqueur de surface d’engagement hématopoïétique (appelé lin- pour lineage negative) tel 

que le CD235A (appelé aussi GPA pour glycophorine A) et le CD233 (appelé aussi band3), 
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caractéristiques des cellules érythroïdes, le CD3, CD19, CD8 pour les cellules lymphoïdes et le 

CD14, CD15 et le CD33 pour le lignage myéloïde. Toutefois, les cellules triées de la sorte sont 

encore hétérogènes et partagent des mêmes marqueurs de surface avec d’autres progéniteurs 

hématopoïétiques et les prises de greffe ne dépassent pas 1% chez la souris. Plus récemment, 

l’identification d’autres marqueurs tels que l’exclusion du CD45RA, la présence du CD49f et 

du CD90 ont permis de mieux distinguer ces CSH (Notta et al. 2011) permettant leur étude in 

vivo et in vitro.  

Les cellules souches hématopoïétiques murines sont appelées LSK (Lin-, Sca-1+, c-

Kit+), Lin pour Lineage negative (même principe de discrimination des lignages 

hématopoïétiques humains dont les marqueurs sont par exemple le Gr1, marqueur des 

granulocytes, CD19 et B220 marqueur des cellules lymphocytes B, CD3 marqueurs des 

lymphocytes T ou le ter119 marqueur des cellules érythroïdes) (Adolfsson et al. 2001) (Kiel et 

al. 2005). Les études fonctionnelles des LSK ont été plus facilement réalisées chez la souris du 

fait que la capacité de reconstitution du système hématopoïétique après greffe de CSH entre 

souris (allogreffe) est plus persistante qu’avec un greffon humain transplanté chez une souris 

préalablement irradiée (xénogreffe).  

La distinction LT-CSH/ST-CSH murines peut se faire en ajoutant le marqueur CD150 

(marqueur SLAM) (Tornack et al. 2017), le marqueur CD34 (Osawa et al. 1996), les marqueurs 

Flk-2/Flt3/CD135 (Christensen et Weissman 2001) (Yang et al. 2005). Ainsi, les LT-CSH 

murines sont capables de se maintenir et de renouveler le système hématopoïétique tout au long 

de la vie de la souris greffée et peuvent même être regreffées successivement dans une autre 

souris receveuse. Les différents marqueurs de surface des progéniteurs hématopoïétiques 

murins sont regroupés dans le tableau 1 ci-dessous. 

 

 

 

 

 

Tableau 1: Différents marqueurs de l’étude de la LT-CSH murine 
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1.1.3. Hiérarchie de différenciation des CSH 

 

Les ST-CSH progressent en progéniteurs multipotents appelés MPP (Multipotent 

Progenitor), qui ont un haut potentiel de prolifération mais qui n’ont plus la capacité de 

s’autorenouveler à l’identique comme les CSH. De récentes preuves expérimentales ont montré 

que la population de MPP est une population encore hétérogène: bien que multipotente, une 

fraction de ces MPP serait déjà engagée vers une voie de différenciation préétablie (myéloïde 

ou lymphoïde). Il est suggéré que les différents MPP sont produits par différenciation des ST-

CSH suivant le besoin hématopoïétique (Pietras et al. 2015). Le MPP peut ensuite s’engager 

dans le lignage myéloïde en générant un Progéniteur Myéloïde Commun (CMP) ou dans le 

lignage Lymphoïde en générant un Progéniteur Lymphoïde Commun (CLP). Ensemble, ces 

deux progéniteurs peuvent générer toutes les cellules matures du système hématopoïétique. Le 

CMP engendre des progéniteurs érythro-mégakaryocytaire (EMP) capables de s’orienter dans 

le lignage érythroïde ou mégacaryocytaire, les progéniteurs Granulo-monocytaires (GMP) sont 

capables de s’orienter dans le lignage granulocytaire et/ou monocytaire. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Exemple de panels de marqueurs de surface utilisés pour l’analyse des 
HSPC humain et murin.  
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1.1.4. Vers une redéfinition du modèle de l’hématopoïèse 
 

Des découvertes récentes suggèrent que la représentation conventionnelle exposée en 

Figure 1 serait moins strictement compartimentée qu’on ne le pensait. Ainsi, et de manière 

intéressante, on observe que les cellules dendritiques peuvent dériver aussi bien d’un GMP que 

d’un CLP (Geissmann et al. 2010). Tout comme les mégacaryocytes qui pourraient également 

dériver directement d’un progéniteur mégakaryoblastique unipotent dont le profil d’expression 

génique serait semblable à celui des CSH (Yamamoto et al. 2013) (Haas et al. 2015) (Notta et 

al. 2016).  

 

Le seul traitement efficace à l’heure actuelle pour de nombreuses maladies congénitales 

et acquises liées au sang est la greffe de cellules souches hématopoïétiques. Ce besoin a 

poussé la recherche à étudier la CSH dans le but de déterminer si des facteurs clés de régulation 

de ces cellules permettraient de les reprogrammer et ainsi agir sur les propriétés de la cellule 

souche (multipotence et autorenouvellement). Les travaux de Takahashi sur les IPSC (Induced 

Pluripotent Stem Cells) (K. Takahashi et Yamanaka 2006) puis notamment ceux de Kim (Kim 

et al. 2011) sur la reprogrammation des progéniteurs ont ouvert de nouveaux champs d’actions 

et de connaissances sur la plasticité cellulaire. Il semblerait que le schéma de hiérarchie de 

l’hématopoïèse le plus proche de la réalité serait davantage ressemblant à un modèle où de la 

CSH à la cellule hématopoïétique mature, les progéniteurs seraient dans un état transitoire, non 

stable, acquérant graduellement le phénotype d’engagement hématopoïétique d’un lignage 

donné. De ces observations, le modèle de Waddington (Figure 3) propose une représentation 

de cette hiérarchie via une représentation d’un paysage dynamique dans lequel la différenciation 

hématopoïétique serait favorisée vers un lignage donné pour subvenir à des besoins spécifiques 

de l’organisme selon le besoin (stress cellulaire, infections, anémie…). (Pina et al. 2012) 

(Macaulay et al. 2016) (Pour revue (Haas, Trumpp, et Milsom 2018)) (Tusi et al. 2018). 

 

 

 

 

 



20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Un modèle alternatif de l’hématopoïèse. Représentation schématique d'un 

modèle d'hématopoïèse continu, dérivé du modèle de Waddington. Les CSH ne passeraient pas par des 

états intermédiaires stables (MPP, CMP, CLP…) mais acquerriraient des caractéristiques spécifiques 

des lignages de façon continue. Dans un tel modèle, les stades de développement en aval des CSH, tels 

que les MPP ou les CMP, ne représentent pas des types de cellules distincts, mais devraient plutôt être 

considérés comme des états transitoires dans le continuum des CSPH. adapté de (Haas, Trumpp, et 

Milsom 2018) 
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1.2. Développement du système hématopoïétique 
1.2.1. Les étapes principales de l’hématopoïèse et ses 

différents sites de développement 
 

Aussi bien chez la souris que chez l’homme, l’hématopoïèse se déroule en trois vagues  

successives au cours desquelles, le foie fœtal (FF), le thymus et enfin la moelle osseuse (MO) 

sont séquentiellement colonisés par la mise en place du système vasculaire (Cumano et Godin 

2007).  Les deux premières vagues génèrent des progéniteurs aux capacités de différenciation 

et de maintien limité, permettant dans un premier temps de fournir rapidement des cellules 

matures pour subvenir aux besoins immédiats de l’embryon. C’est lors de la dernière vague 

d’hématopoïèse qu’apparaissent les premières CSH capables de maintenir une hématopoïèse 

soutenue sur le long terme. 

La première vague d’hématopoïèse est appelée hématopoïèse « primitive », elle est 

générée dans le sac vitellin (SV) sous forme d’îlots sanguins à partir d’un tissu partageant des 

caractéristiques communes entre les cellules hématopoïétiques et des cellules endothéliales. Ces 

premières cellules hématopoïétiques sont essentiellement des progéniteurs à potentiel 

érythroïde, myéloïde et mégacaryocytaire et ne produisent pas de cellules lymphoïdes ni de 

cellules partageant des caractéristiques communes aux CSH (James Palis 2014). La seconde 

vague d’hématopoïèse possède un potentiel intermédiaire et est composée de EMP (McGrath, 

Frame, et Palis 2015). 

C’est au niveau de l’AGM (organe en développement composé de l’association de 

l’aorte, des gonades et du mésonéphros) que la dernière vague d’hématopoïèse a lieu. Elle est 

appelée hématopoïèse définitive, car c’est le siège d’apparition des CSH. Celles-ci sont formées 

au niveau du plancher aortique (Cumano et Godin 2007) et au niveau d’autres vaisseaux 

artériels embryonnaires. Cette formation longtemps sujette à débat a été démontrée par les 

travaux de Jaffredo et al. qui mettent en évidence dans l’embryon de poulet que la CSH est 

produite par transition d’une cellule endothéliale du plancher aortique en cellule 

hématopoïétique (Jaffredo et al. 1998). Cette transition est appelée Transition Endothélio-

Hématopoïétique (TEH). 

La mise en place de la circulation sanguine libère une pression telle que ces CSH 

bourgeonnantes sont décollées du plancher aortique, propulsées dans la circulation vasculaire 

et vont coloniser d’autres organes tels que le FF ou le thymus. C’est dans le FF (ainsi que le 
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placenta humain) qu’a lieu l’expansion des CSH permettant d’assurer l’hématopoïèse définitive 

(après colonisation de la MO) (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Emergence et capacité des trois vagues d’hématopoïèse et les sites 

successivement colonisés au cours du développement embryonnaire de la souris 

(D’après (Yoder 2014)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: Les différents sites d’hématopoïèse au cours du développement 
embryonnaire et au long de la vie de l’homme. 

D’après Michal Komorniczak, medical illustrations 
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1.3. Niche hématopoïétique et mécanismes de 
régulation par des facteurs extrinsèques (du 
microenvironnement) 

 

La MO est le siège de l’hématopoïèse adulte et est considérée comme la « niche » des 

CSH. Ce terme a été décrit en 1978 comme un microenvironnement spécialisé permettant de 

préserver les propriétés de la CSH (propriété de maintien seulement) (Schofield 1978). Depuis, 

les recherches sur l’environnement médullaire ont montré que les CSH étaient régulées 

notamment par des chimioquines, cytokines, hormones, vitamines et interactions cellulaires 

présentes dans la cavité osseuse.  

Ces CSH sont régulées par nombre de cellules coexistantes dans la niche 

hématopoïétique, telles que les Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM), progéniteurs 

capables de se différencier en ostéoblastes, chondrocytes, adipocytes et cellules stromales 

(Frenette et al. 2013). Ces cellules apportent de nombreux facteurs indispensables à la survie, 

prolifération, maintien, rétention et différenciation des CSH tels que le Stem Cell Factor (SCF) 

et le chimio-attractant CXCL12 (Calvi et al. 2003) (Sugiyama et al. 2006) (Ding et al. 2012) 

(Greenbaum et al. 2013). 

Au sein de cette niche, des cellules hématopoïétiques prennent également en charge la 

régulation des CSH comme les mégacaryocytes, macrophages et lymphocytes T cytotoxiques. 

Par exemple, les mégacaryocytes seraient en partie responsables du contrôle de la quiescence 

des CSH via la sécrétion de CXCL4 (Bruns et al. 2014) et la production de TGF- (Meng Z 

et al, 2014) (détaillé dans la partie TGF- et CSH). 

Les LT cytotoxiques peuvent produire de l’interféron gamma (IFN) en cas d’attaque 

du système immunitaire, permettant aux CSM de sécréter à leur tour de l’IL6 induisant les CSH 

dans la différenciation myéloïde par répression de RUNX1 et de CEBP (Schürch, Riether, et 

Ochsenbein ).  

Les macrophages (CD169+) ont aussi un rôle vital au sein de la niche. En plus de 

participer à la différenciation érythroïde terminale (voir partie îlot érythroblastique, page 27) 

ils  participent aux capacités de maintien des CSH à long terme (Kaur et al. 2018). 

En plus de la coopération des cellules du système hématopoïétique et des CSM, le 

système nerveux central (CNS) a aussi un rôle dans le maintien de la niche hématopoïétique. 
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Les nerfs synaptiques établissent des connexions avec les CSM et secrètent avec un rythme 

circadien (dépendant du cycle de la journée) de la noradrénaline et de la norépinéphrine 

permettant de contrôler la production de CXCL12 et ainsi participer au maintien des CSH 

(Méndez-Ferrer et al. 2008) (Méndez-Ferrer et al. 2010). 

Les hormones telles que les œstrogènes peuvent également affecter la CSH. La CSH 

exprime le Récepteur aux Estrogènes (ER), ayant un impact positif sur l’auto-renouvellement 

des CSH et l’érythropoïèse notamment pendant la période de grossesse (Nakada et al. 2014) 

(pour revue (Heo et al. 2015)). 

Pour finir, des vitamines ou dérivés des vitamines tels que l’acide rétinoïque (dérivé 

actif de la vitamine A) ont également un rôle sur la CSH. Dans une étude récente, l’acide 

rétinoïque a un effet de maintien du pool de CSH, en induisant leur quiescence (Cabezas-

Wallscheid et al. 2017). De même, la vitamine C régulerait la capacité des HSC/MPP par un 

effet similaire (Agathocleous et al. 2017) (Cimmino et al. 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6: Schéma des interactions avec les CSH dans la niche hématopoïétique.  
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1.4. Régulation de l’hématopoïèse par des facteurs 
de transcriptions 

 

Le maintien du pool de CSH, est finement régulé par un subtil équilibre entre 

prolifération, quiescence et différenciation. Il est orchestré par un réseau de facteurs de 

transcription comprenant des gènes essentiels au développement du système hématopoïétique. 

Les facteurs de transcription les plus importants permettant l’hématopoïèse primitive (mais 

aussi le développement du mésoderme et des cellules endothéliales) sont Stem Cell 

Leukemia/T-ALL 1 (SCL/TAL-1), LIM domain only 2 (LMO2) et Friend leukemia integration 

1 (FLI1/ERG). Les souris génétiquement invalidées pour ces gènes provoquent une létalité 

embryonnaire due à une absence complète de cellule hématopoïétique et également des défauts 

de formation de cellules endothéliales montrant ainsi une connexion proche entre ces deux 

tissus (Shivdasani, Mayer, et Orkin 1995) (N. K. Wilson et al. 2009) (Landry et al. 2009). 

Deux facteurs de transcription responsables de la génération et du maintien de 

l’hématopoïèse définitive sont les deux facteurs de transcription Runt-Related Transcription 

Factor 1 (RUNX1), et GATA2. Chez la souris, la délétion d’un de ces deux gènes entraine une 

mort embryonnaire, sans apparition de CSH et avec un FF sévèrement anémique à E12.5 et 

E10.5 respectivement, alors que la biopsie de ces souris révèle que la vasculogenèse et 

l’hématopoïèse primitive s’établissent normalement (Tsai et al. 1994) (Q. Wang et al. 1996).  

GATA2 semble un facteur primordial à la CSH puisque son invalidation conditionnelle, 

tissu spécifique chez la souris (grâce à un promoteur Vav exprimé dans les cellules 

hématopoïétiques et un autre promoteur Vec pour Vascular Endothelial Cadherin, exprimé 

uniquement dans les cellules endothéliales) a montré que GATA2 n’était pas seulement 

nécessaire pour la TEH et la génération de CSH mais aussi indispensable pour le maintien de 

la CSH elle-même, au cours de la vie d’un être vivant (de Pater et al. 2013). D’autres travaux 

ont également souligné l’importance cette fois de l’expression de GATA2, dont l’haplo-

insuffisance et la surexpression abrogeaient les principales fonctions de la CSH (Ling et al. 

2004) (Guiu et al. 2013). 

 La combinaison des analyses fonctionnelles de ces facteurs de transcription et certaines 

technologies telles que l’immunoprécipitation de la chromatine ChIP combinée au whole-

genome sequencing (ChIP-seq), ont montré une interaction entre l’heptade de facteur de 

transcription:SCL, Lymphoblastic leukemia-1 (LYL1), LMO2, GATA2, RUNX1, ERG et FLI1 



26 

 

ainsi que la mise en évidence d’un complexe protéique entre 4 facteurs clés GATA2, RUNX1, 

SCL et ERG capables de se lier à l’ADN (Nicola K. Wilson et al. 2010) (Figure 7).  

Les travaux de Wilson et les techniques modernes de ChIP-seq ont apporté de nouvelles 

connaissances sur la régulation de l’hématopoïèse par les facteurs de transcription, comme leur 

régulation par les enhancers (régions régulatrices de la transcription qui peuvent être situées à 

distance des promoteurs des gènes et du site d’initiation de la transcription), mais également 

par l’intervention d’enzymes et protéines de modulation de la chromatine (Goode et al. 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Schéma des facteurs de transcription de l’heptade lié à l’ADN 

Le schéma représentatif de l’héptade Runx1, Scl, Lyl1, Lmo2, Gata2, Fli1, Erg. D’après (Wilson et al. 

2010) 

 

D’autres facteurs de transcription ne faisant pas partie de l’heptade ont aussi paru comme 

nécessaire à l’hématopoïèse, tout comme HOXB4 (Antonchuk, et Humphries 2002) et BMI1 

(Rizo et al. 2008). Les études portées sur ces protéines ont révélé leur importance en tant que 

régulateurs positifs de l’autorenouvellement des CSH.   
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2. L’érythropoïèse 

2.1. Préambule et définition 
 

L’érythropoïèse est finement régulée par un processus de prolifération et celui de la 

différenciation (deux processus conjoints). Elle débute au stade du progéniteur érythroïde le 

plus immature (le EMP) et aboutit à la production d’érythrocytes (globules rouges, GR). Le 

rôle principal des érythrocytes est le transport du dioxygène (via l’hémoglobine) des poumons 

aux tissus de l’organisme. Le globule rouge constitue 99% des cellules des vaisseaux sanguins 

et 80% des cellules totales de l’organisme. Environ, 2,5.1013 globules rouges sont nécessaires 

pour assurer l’oxygénation constante des tissus. Malgré une longue demi-vie (100 à 120 jours), 

1% de GR ont besoin d’être renouvelés chaque jour. Ainsi, l’érythropoïèse a lieu en continu 

pour produire au quotidien environ 1011 érythrocytes. C’est de loin le plus haut rendement de 

production cellulaire du corps humain. Il peut s’adapter en fonction des besoins de l’organisme, 

cependant le moindre défaut de régulation ou blocage peut aboutir progressivement à une 

anémie, à des syndromes myéloprolifératifs ou à une transformation leucémique.  

 

L’érythropoïèse est schématiquement divisée en deux phases: une phase de prolifération 

des progéniteurs érythroïdes, appelée érythropoïèse précoce, et une phase de différenciation 

des précurseurs érythroïdes, appelée érythropoïèse tardive. 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Schéma de la différenciation érythroïde. Une CFU-E (colony forming-unit 

erythroid) donne deux proérythroblastes (Pro-E), donnant deux érythroblastes basophiles I (appelés 

baso I), qui donnent à leur tour deux érythroblastes basophiles II (baso II), qui donnent deux 

érythroblastes polychromatophiles (Poly-E) suivit de deux érythroblastes acidophiles (Acido-E). 

Chacun de ces deux érythroblastes acidophiles deviennent ainsi un réticulocyte (par expulsion du noyau 

condensé) et est ensuite libéré dans la circulation sanguine. Ainsi, chez l’homme, une CFU-E donne 

environ 64 érythrocytes. 
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2.2. L’érythropoïèse précoce, du stade BFU-E au 
stade de CFU-E  

 

Le premier progéniteur érythroïde identifié ex vivo est la BFU-E pour Burst Forming 

Unit-Erythroid. Ce progéniteur différencie progressivement en CFU-E (Colony Forming 

Unit-Erythroid). Ces deux progéniteurs ont été initialement décrits comme étant capables de 

donner des colonies exclusivement érythroïdes en méthylcellulose (milieu semi-solide 

supplémenté en facteurs de croissance). La BFU-E est composée d’amas « explosés » (Burst) 

de colonies généralement concentriques appelées CFU-E. La Figure 9 montre une photo 

macroscopique d’une BFU-E et d’une CFU-E. 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Photo macroscopique d’une BFU-E et d’une CFU-E observée en milieu 

semi-solide. Les BFU-E (Burst forming Unit-Erythrod) sont composées d’amas de CFU-E 

(Colony Forming Unit-Erythroid) ressemblant à de petites grappes de raisin, composées de 8 à 

64 érythrocytes (moins de 100 érythrocytes). D’après (J. Palis et al. 1999) 

 

 Bien que ces deux progéniteurs ne soient pas distinguables morphologiquement, 

l’observation en milieu semi solide a d’abord permis de les identifier chez la souris (Heath et 

al. 1976) (C. J. Gregory 1976) puis chez l’humain (Gregory et Eaves, 1977). Chez l’humain, 

les BFU-E terminent leur différenciation et sont observables en méthylcellulose après 12 à 20 

jours (6 à 12 jours chez la souris) contre 7 à 9 jours (1 à 3 jours chez la souris) pour les CFU-

E.  Il est important de noter qu’une colonie CFU-E, lors de son observation est composée de la 

progénie mature d’une CFU-E, c’est à dire uniquement d’érythrocytes. La colonie dite CFU-E 

contient environ 64 érythrocytes. Les analyses par comptage de colonies en milieu semi-

solide sont des analyses rétrospectives, où le contenu observé à un instant t est le résultat 

de différenciation d’un nombre de progéniteurs plantés à un instant x. Il est possible 

aujourd’hui d’analyser ces progéniteurs en temps réel via la cytométrie en flux par distinction 

de leurs marqueurs de surface cellulaire. 
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En se différenciant, la BFU-E gagne progressivement des marqueurs de surface de 

maturation érythroïde comme le CD36 puis le CD71 (récepteur de la transferrine), tout en 

perdant des marqueurs de surface et récepteurs propres aux progéniteurs tels que le récepteur à 

l’interleukine 3 (IL3R) ou encore le CD34. Ainsi, chez l’humain, une BFU-E est caractérisée 

comme étant CD45+ (marqueur pan leucocytaire), GPA- (glycophorine A), IL3R-, CD34+, 

CD36-, CD71Low, tandis que les CFU-E sont CD45+, GPA-, IL3R-, CD34-, CD36+, CD71High. 

Ainsi, ces deux précurseurs se distinguent principalement par l’expression du CD34, du CD36 

et du CD71 (J. Li et al. 2014). La caractérisation des marqueurs de surface de ces progéniteurs 

a été dans un premier temps établi chez la souris (Terszowski 2005), où certains marqueurs de 

surface divergent quelque peu de l’humain. Ainsi, les CFU-E sont caractérisées comme étant 

Lin-, c-Kit+, Sca-1-, CD45-, IL-7R-, ter119-, CD41-, CD71+. La BFU-E se distinguant ici de la 

CFU-E par le CD45 qui est positif pour la BFU-E. 

Dès 1977, Gregory et Eaves ont confirmé qu’il existait deux types de BFU-E donnant 

des burst en méthylcellulose de taille plus ou moins large (dépassant même le centimètre) et 

ayant donc un potentiel de prolifération différent (J. Wang et al. 2018) (Connie J Gregory et 

Eaves, s. d.). Ainsi, ces BFU-E sont appelées BFU-E Early pour les BFU-E les plus immatures 

(à plus grand potentiel de prolifération) et BFU-E Late pour les BFU-E les plus matures. Bien 

que certains travaux aient cherché à mieux caractériser ces deux types de BFU-E (Gao et al. 

2016) sur la base de la distinction d’un récepteur de surface TGF-RIII, d’autres travaux sont 

encore nécessaires pour parfaire cette identification. 

 

Si la BFU-E est considérée comme un précurseur capable de se maintenir et de proliférer 

sous l’influence de facteurs extérieurs (TGF-, Glucocortidoïdes, …) (Flygare et al. 2011) 

avant de donner une CFU-E, la CFU-E et sa progénie effectuent des divisions très restreintes et 

déterminées, moins dépendantes des facteurs extérieurs. 

  



30 

 

2.3. L’Erythropoïèse tardive: du stade CFU-E à 
l’érythrocyte, et l’îlot érythroblastique 

 

Le facteur clé permettant la différenciation, l’expansion et l’apoptose des CFU-E est 

l’érythropoïétine (EPO) (Agoram et al. 2009). Les autres stades de différenciation ne sont plus 

dépendants de l’EPO, compte-tenu de la perte de l’expression du récepteur à l’EPO lors des 

stades de différenciation terminale (H. Wu, Liu, et al. 1995) (Kieran et al. 1996) (Lin et al. 

1996). 

 

L’érythropoïèse tardive (c’est-à-dire, la maturation terminale de l’érythropoïèse) est 

assurée dans le foie fœtal et dans la moelle osseuse (également dans la rate en cas 

d’érythropoïèse de stress chez la souris). Elle est assurée par des unités appelées îlots 

érythroblastiques constitués de macrophages entourés d’érythroblastes à différents stades de 

maturation. Ces macrophages sont nécessaires à la maturation terminale des érythroblastes 

comme pour le processus d’énucléation des érythroblastes acidophiles afin de devenir des 

réticulocytes ou encore « hématies » (Chasis 2006). La suppression des macrophages 

1provoque une anémie embryonnaire létale chez la souris (Iavarone et al. 2004). De plus, la 

découverte de molécules d’adhérences communes à la surface des macrophages et des cellules 

érythroblastiques telles que Emp souligne leur interaction. Des expériences de transfection 

permettant l’expression de Emp à la surface de cellules d’une lignée HeLa induisent une 

adhérence des érythroblastes à ces cellules. Ces travaux ont aussi montré que cette interaction 

avec les macrophages empêche l’apoptose des érythroblastes (Hanspal, Smockova, et Uong 

1998), démontrant ainsi le rôle primordial du macrophage dans la maturation érythroïde. La 

figure 10 représente le schéma ainsi que la photo d’un îlot érythroblastique. 

 

  

 

 

                                                 

1par la perte de Rb (rétinoblastome), un facteur dépendant de Id2 et empêchant alors l’activité transcriptionnelle 
de PU-1, un gène majeur de la maturation et de l’engagement des macrophages, 
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La Figure 10: Schéma (gauche) et image (droite) d’un îlot érythroblastique. 
Tous les stades de maturation des cellules érythroïdes sont visualisés autour d’un macrophage 

qui accompagne et assure la différenciation des érythroblastes dans la MO. 

 

La CFU-E se différencie en deux Proérythroblastes (ProE), les premiers précurseurs 

distincts morphologiquement de la BFU-E, de la CFU-E et des progéniteurs hématopoïétiques. 

A la suite de 4 mitoses, le proérythroblaste humain générera 16 réticulocytes. Au cours de ces 

dernières étapes de maturation, les érythroblastes subissent une réorganisation du noyau, la 

condensation de la chromatine, la disparition des nucléoles, l’arrêt du cycle cellulaire et donc 

une diminution de la taille des cellules. Ces étapes étant caractérisées aussi bien 

morphologiquement que moléculairement, quatre stades sont distingués lors de cette maturation 

terminale: le proérythroblaste donnant deux érythroblastes basophiles I (appelés baso I), 

qui donnent à leur tour deux érythroblastes basophiles II (baso II), qui donnent deux 

érythroblastes polychromatophiles (Poly-E) suivis de deux érythroblastes acidophiles 

(Acido-E). Chacun de ces deux érythroblastes acidophiles deviennent ainsi un réticulocyte (par 

expulsion du noyau condensé) et est ensuite libéré dans la circulation sanguine. Le noyau 

expulsé, appelé pirénocyte est phagocyté par le macrophage de l’îlot érythroblastique.  
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2.3.1. Caractérisation de l’érythropoïèse tardive humaine 
 

Ces derniers stades de maturation sont ainsi observables au microscope à partir de lames 

de frottis (ou cytospin) et colorées au May-Grünwald-Giemsa (MGG), un mélange de trois 

colorants contenant de l’éosine (colorant acide), du bleu de méthylène et de l’azur de méthylène 

(colorants basiques). Cette coloration permet d’apprécier la condensation du noyau au cours 

des différents stades de maturation, ainsi que l’acidification du cytoplasme au cours de la 

synthèse de l’hème et de l’hémoglobine. Ainsi, de la BFU-E à l’érythroblaste basophile, le 

cytoplasme est davantage basique, donc bleuté, possédant quelques vacuoles. Le 

polychromatophile comme son nom l’indique commence à s’acidifier (début de la production 

d’hémoglobine) donnant une teinte rose progressive dans le cytoplasme, le noyau étant de plus 

en plus condensé et petit. Quant à l’érythroblaste acidophile, sa chromatine est très condensée 

(petit noyau) et son cytoplasme rosé. Enfin, l’érythrocyte ne possédant plus de noyau, son 

cytoplasme reste rosé.  

On peut également analyser et comparer la maturation terminale en cytométrie en flux 

via l’analyse des marqueurs de surface présents lors des différents stades de la maturation 

érythroïde. Les marqueurs de surface CD34 et CD36 ont déjà été décrits lors de la maturation 

progressive de la BFU-E en CFU-E (page 25). Le CD71 est faiblement exprimé à la surface 

des BFU-E, puis très fortement (nombre de récepteurs) sur la CFU-E et jusqu’au stade E-Poly 

et diminue par la suite (Nakahata et Okumura 1994). La glycophorine A (GPA) est exprimée 

progressivement du stade Pro-E jusqu’à la fin de la différenciation en réticulocyte. La BAND3 

(protéine membranaire échangeuse d’anions) augmente progressivement à partir du stade Baso-

E et l’intégrine-4 est fortement exprimée au stade Pro-E et diminue progressivement jusqu’à 

la fin de la différenciation (Hu et al. 2013). 

 

2.3.2. Caractérisation de l’érythropoïèse murine 
 

Chez la souris, les stades de différenciation sont conservés, mais les cycles cellulaires étant plus 

rapides, la différenciation à partir de la BFU-E s’effectue sur 7 jours contre 20 chez l’homme. 

Pour l’analyse par cytométrie en flux, seule la GPA est remplacée par le Ter119 qui est une 

protéine homologue. D’autres marqueurs sont utilisés tels que le CD44 (protéine d’adhésion) 
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dont l’expression diminue au cours de la différenciation érythroïde à partir de la CFU-E (K. 

Chen et al. 2009) (J. Liu, Mohandas, et An 2011).  

 

La cytométrie en flux permettant d’analyser une répartition cellulaire sur au moins deux 

axes (abscisse et ordonnée), on peut ainsi suivre une différenciation érythroïde avec précision 

via l’utilisation de couples de marqueurs de surface tels que le CD34 et le CD36 aux stades 

CSPH/BFU-E/CFU-E. On ajoute ensuite le CD71 pour distinguer la BFU-E de la CFU-E, puis 

la GPA et enfin l’intégrine-4 et la band 3 jusqu’à la fin de la différenciation. La figure 11 

présente les morphologies des érythroblastes et récapitule l’expression des principaux 

marqueurs de surface analysés au cours de la différenciation érythroïde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 11: Distinctions morphologiques et expression de différents marqueurs de 

surface au cours de la différenciation érythroïde. Le CD34 diminue conjointement à 

l’augmentation de l’expression du CD36, entre la transition de la BFU-E à la CFU-E. Le CD71 est 

faiblement exprimé à la surface des BFU-E, puis très fortement (nombre de récepteurs) sur la CFU-E et 

jusqu’au stade E-Poly et diminue par la suite. La glycophorine A (GPA) est exprimée progressivement 

du stade Pro-E jusqu’à la fin de la différenciation en réticulocyte. La band3 (protéine membranaire 

échangeuse d’anions) augmente progressivement à partir du stade Baso-E et l’intégrine-4 est fortement 

exprimée au stade Pro-E et diminue progressivement jusqu’à la fin de la différenciation. 
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2.4. Régulation de l’érythropoïèse au niveau 
moléculaire  

 

L’érythropoïèse est finement régulée par de nombreux facteurs de croissance assurant 

aussi bien le maintien, l’expansion, la maturation et la survie des progéniteurs et précurseurs 

érythroïdes. Une cytokine majeure de cette régulation est l’EPO, une protéine qui est parfois 

considérée comme une hormone du fait qu’elle est secrétée par un organe situé à distance (le 

rein ou le foie) et régulée suivant le besoin en O2 (via HIF) (Semenza et Wang 1992).  

Les cytokines initialement nécessaires au maintien de la CSH sont indispensables pour 

l’érythropoïèse, comme c’est le cas du Stem Cell Factor (SCF). D’autres cytokines telles que 

la thrombopoïétine (TPO), le Granulocyte-Macrophage Colony-Stimuling Factor (GM-CSF) 

et le FLT3L (FLT3 Ligand) ont un rôle dans l’érythropoïèse. Leur action a un double enjeu, 

permettant d’une part l’amplification et le maintien des CSH mais aussi l’orientation de ces 

CSH vers la différenciation mégakaryoblastique (médiée par la TPO) et granulo-

macrophagique (grâce au GM-SF et au FLT3L) (Birkmann et al. 1997) (M. Gabbianelli et al. 

1995). GMP et EMP ayant un progéniteur commun (CMP), favoriser la différenciation de la 

CSH en CMP au détriment du CLP encourage ainsi l’érythropoïèse. 

Il en va de même pour des cytokines permettant d’orienter les progéniteurs 

hématopoïétiques vers le EMP, comme c’est le cas de l’interleukine-3 (IL-3), de l’IL-6 et de 

l’IL-11 qui, de concert avec le SCF et l’EPO, permettent d’induire une érythropoïèse soutenue 

à partir de la CSH. 

Le stade BFU-E possède nombre de récepteurs à cytokines ou hormonaux initialement 

non hématopoïétiques permettant d’agir sur sa prolifération et sa différenciation. C’est le cas 

de l’insuline (Miyagawa et al. 2000). Il a été démontré que l’insuline et l’IGF-1 (Insulin-like 

growth factor) ont une action pro-différenciatrice sur les BFU-E et CFU-E avec une 

augmentation du nombre de colonies obtenues en méthylcellulose mais cette fois de plus petite 

taille. 

La BFU-E a également des récepteurs aux glucocorticoïdes, (Hattangadi et al. 2011) (L. 

Zhang et al. 2013) (H.-Y. Lee et al. 2015). Les glucocorticoïdes sont des corticostéroïdes 

largement utilisés pour leurs propriétés anti-inflammatoires. Ces récepteurs ont une capacité 

d’action en synergie avec l’EPO-R et c-Kit, permettant d’encourager une érythropoïèse durable 

en maintenant les BFU-E en prolifération (von Lindern et al. 1999). D’autres articles mettent 
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également en évidence une synergie d’action entre HIF1 et les glucocorticoïdes, allant de pair 

avec l’hypothèse précédente (Flygare et al. 2011). 

 

La BFU-E est également sensible aux œstrogènes. Ces hormones sexuelles, en réprimant 

l’activité transcriptionnelle de GATA-1, induisent l’apoptose des BFU-E ce qui conduit à une 

érythropoïèse moins efficace (Blobel, Sieff, et Orkin 1995) (Blobel et Orkin 1996). Chez la 

souris, des expériences préceptes suggéraient que les œstrogènes induisaient une anémie. (Fried 

et al. 1974). Des études beaucoup plus récentes, indiquent au contraire que des concentrations 

physiologiques de cette hormone favoriserait l’érythropoïèse murine (Nakada et al. 2014) et 

humaine (H.-R. Kim et al. 2016). 

 

Il a également été montré que certaines cytokines inflammatoires agissent négativement 

sur l’érythropoïèse comme c’est le cas du Tumor Necrosis Factor- (TNF) (Johnson et al. 

1989), le TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) (Sing et al. 1989) ou bien l’IFN 

(Interferon ) qui déclenchent l’apoptose des CFU-E via une interaction avec la voie Fas/FasL 

(Dai et al., 1998) empêchant la synthèse d’EPO et sa signalisation anti-apoptotique (Vannucchi 

et al. 1994). 

 D’autres cytokines telles que le TGF- ainsi que d’autres membres de la 

superfamille du TGF- ont également un rôle important dans l’érythropoïèse (Zermati et al. 

2000) en agissant en tant qu’agents pro-différenciants et antiprolifératifs. Le TGF-1 en 

traitement chronique, même à très faible dose, provoque des anémies sévères chez la souris (K. 

L. Miller et al. 1992). 

Dans la partie suivante, nous aborderons dans un premier temps le rôle du SCF, de l'EPO 

et de leurs voies de signalisation mises en jeu. 
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2.5. La régulation de l’érythropoïèse par des 
cytokines 

2.5.1. Cas du Stem Cell Factor et de l’Erythropoïétine 

 

Le Stem Cell Factor  

Le Stem Cell Factor (SCF) est une cytokine majeure de maintien des CSH, des BFU-E 

et des CFU-E. Il est également produit par des cellules hématopoïétiques matures telles que les 

mastocytes et NK, rendant plus difficile certains traitements ou greffes de CSH conférant ainsi 

une réponse pro-inflammatoire non désirable (Uoshima et al. 1995). Il est produit par les 

cellules stromales de la niche hématopoïétique et son récepteur est le récepteur c-Kit. Le SCF 

existe sous deux isoformes produites par épissage alternatif de son ARNm, une forme soluble 

clivée lors de la maturation traductionnelle de la protéine, ainsi qu’une forme insoluble 

possédant un site transmembranaire. La forme insoluble est la forme la plus importante (Hsu et 

al. 1997), la forme insoluble ne se fixant au récepteur c-Kit que transitoirement, amenant même 

à la dégradation de ce dernier (Langley et al. 1993). 

C-Kit est un récepteur à cytokines de classe 3, possédant une double activité tyrosine 

kinase dans ces domaines transmembranaires. La liaison du SCF à c-Kit entraine la dimérisation 

du récepteur ainsi qu’un changement conformationnel permettant une autophosphorylation de 

son récepteur. Cette activité permet l’activation de voies de signalisation telles que la voie 

Ras/ERK, PI3K/AKT, la voie JAK/STAT ou l’intermédiaire PLC (phospholypase-

C) (Rönnstrand 2004) que nous détaillerons dans la suite de cette partie. Ces voies de 

signalisation confèrent aux cellules un avantage prolifératif (via JAK/STAT), de survie (via 

PI3K/AKT et PLC) et de migration (via les MAP Kinases et PLC). La perte d’expression de 

c-Kit entraine dans le modèle murin, une létalité embryonnaire due à une anémie sévère (Nocka 

et al. 1989) ce qui montre l’importance de cette cytokine dans la différenciation érythroïde. Le 

SCF étant un facteur de prolifération et de maintien des cellules souches hématopoïétiques, il 

ralentit cependant la différenciation érythroïde (Koichiro Muta et al.,1995) (K Muta et al. 1994) 

(Endo et al. 2001). Le c-Kit étant de moins en moins exprimé au fur et à mesure de l’engagement 

d’un progéniteur dans la voie érythroïde, nous verrons qu’au stade CFU-E une expression 

conjointe de c-Kit et de l’EPO procure un effet de coopération synergique (H. Wu, Klingmüller, 

et al. 1995) potentialisant l’érythropoïèse (McNiece, Langley, et Zsebo 1991) (K Muta et al. 

1994). 
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L’érythropoïétine: EPO 

L’EPO est un facteur de croissance majeur de l’érythropoïèse. Sa découverte a été un 

grand pas en avant pour les traitements de l’anémie. Il est aussi administré aux insuffisants 

rénaux (dialyses) et aux patients traités aux chimiothérapies en vue d’améliorer leur 

hématocrite. La déprivation en EPO entraine la mort par apoptose des progéniteurs érythroïdes 

(Kelley et al. 1994) (M. J. Koury et Bondurant 1988). Il a été démontré que cette apoptose 

cellulaire touchait exclusivement la CFU-E dépendante de l’EPO (H. Wu, Liu, et al. 1995), 

contrairement aux autres stades de différenciation, n’exprimant d’ailleurs plus le récepteur EPO 

(EPO-R) (J. Zhang et al. 2003). Ainsi, l’EPO est un facteur de survie des CFU-E (Sawada et al. 

1987) (Broudy et al. 1991). 

 L’EPO est généralement secrétée par le rein mais d’autres organes peuvent aussi 

l’exprimer tels que le foie ou le cerveau. Les fibroblastes interstitiels du rein (Lacombe et al. 

1988) et les hépatocytes du foie sont les cellules sécrétrices d’EPO (S. T. Koury et al. 1991) 

(Ostrowski et Heinrich 2018). 

 L’EPO est régulée au niveau transcriptionnel par le taux d’oxygène fourni aux organes. 

En effet HIF1 (Hypoxia-inducible factor 1), le facteur de l’hypoxie est le seul régulateur 

physiologique de l’EPO. En condition d’hypoxie, la sous-unité HIF normalement sensible à 

l’oxygène n’est plus dégradée par le protéasome, est transloquée dans le noyau et dimérisée à 

HIF et se lie à une région consensus HRE (Hypoxia Responsive Element) en amont de gènes 

cibles tels que celui de l’EPO (Jewell et al. 2001). 

 

Le récepteur à l’érythropoïétine: EPO-R 

L’expression de l’EPO-R est contrôlée par un gène clé de l’engagement érythroïde: 

GATA-1 (Zon et al. 1991). EPO-R est une glycoprotéine transmembranaire appartenant à la 

famille des récepteurs de cytokines de type 1, ne possédant pas de tyrosine kinase (pas d’activité 

enzymatique endogène). Elle a besoin d’une kinase, un facteur supplémentaire tel que JAK2, 

(Janus Kinase 2) permettant le transport de EPO-R à sa surface et la signalisation en aval de 

EPO-R (Constantinescu, Ghaffari, et Lodish 1999) (Huang, Constantinescu, et Lodish 2001). 

La liaison de l’EPO à son récepteur induit un changement conformationnel de la partie 

cytoplasmique de l’EPO-R permettant le recrutement de JAK2. Par phosphorylation croisée de 

EPO-R et de JAK2, il en résulte l’activation de trois voies de signalisation par le recrutement 
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de trois protéines: STAT5 (signal transducer and activator of transcription 5) relatif à la voie 

des STAT, ERK (extracellular-signal regulated kinase) relative à la voie des MAP Kinases 

et/ou la voie PI3K/AKT (phosphatidylinositol-3 kinase/Protein Kinase B) (Jelkmann et al. 

2008). 

 

2.5.2. La voie des STATs 
 

Les STATs sont des facteurs de transcription qui, sous leur forme inactive, véhiculent 

de façon latente entre le cytoplasme et le noyau. La phosphorylation de JAK2 entraine un 

changement de conformation des récepteurs cytoplasmiques permettant l’ancrage de STAT5, 

sa phosphorylation et une homodimérisation entre STAT5 A et STAT5 B. Le dimère STAT5 

A/B ainsi activé est transloqué dans le noyau pour activer des gènes cibles connus pour être 

anti-apoptotiques comme Bcl-x(L) (M. Socolovsky et al. 1999). Des travaux de Socolovsky et 

al, utilisant une souris invalidée pour STAT5 (STAT5a-/-, STAT5b-/-) ont mis en évidence que 

les érythroblastes de ces souris présentaient un fort taux d’apoptose, une prolifération réduite 

et une plus faible sensibilité à l’EPO. Malgré un hématocrite normal, ces souris ont un déficit 

de réponse lors d’une hématopoïèse de stress (érythropoïèse extra-médullaire chez la souris) 

ainsi qu’un fort taux d’EPO circulant. Certaines de ces souris ont une anémie persistante, dont 

l’érythropoïèse de stress permanente fait de la rate un organe d’érythropoïèse à part entière. 

Enfin, l’analyse cytologique de l’hématopoïèse de ces souris montre un accroissement du 

compartiment érythroïde immature du fait d’un défaut de maturation accompagné de l’apoptose 

de nombre de CFU-E (Lodish, Flygare, et Chou 2010). Ces expériences ont été confirmées en 

2006 chez l’homme via notamment des expériences de surexpression d’une forme active de 

STAT5 et de Bcl-xL permettant ainsi d’obtenir en méthylcellulose des colonies CFU-E non 

dépendantes de l’EPO (Garcon et al, 2006). 

 

2.5.3. La voie PI3K/AKT 
 

La voie de signalisation PI3K/AKT est décrite comme mettant en œuvre divers 

mécanismes de survie cellulaire via phosphorylation et inhibition de nombreuses protéines pro-

apoptotiques telles que la caspase 9, Bad les facteurs de transcription FoxO et la machinerie 

d’ubiquitination de P53 via phosphorylation de Mdm2 (Bouscary et al. 2003) (Verdier et al. 
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1997) (Haseyama et al. 1999) (Bruce E, Erythropoiesis: an overview, 2009).  AKT module 

également la prolifération cellulaire via la régulation de la voie de signalisation 

mTOR/P70S6kinase (D.-H. Kim et al. 2002). PI3K est composée de deux sous-unités, la sous-

unité régulatrice P85 et la sous-unité P110. L’hétérodimère P85/P110 induit PIP2 en PIP3 

(Phosphatidyl Inositol Phosphate) qui permet le recrutement de AKT. AKT est ensuite 

phosphorylé par la PDK-1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) et par mTORC2 

(Mammalian target of rapamycin TOR complex 2) (Hresko et Mueckler 2005). 

 

2.5.4. La voie des MAP Kinases 
 

La voie de signalisation des MAP Kinases confère un avantage prolifératif aux 

érythroblastes (Dazy et al. 2003).  La reconformation du récepteur cytoplasmique de l’EPO 

activé permet de créer des sites d’ancrages aux protéines adaptatrices SHC et GRB2. Ces 

protéines recrutent SOS permettant d’activer par cascade de phosphorylation, RAS, RAF puis 

les protéines MEK (MEK 1 et MEK 2). Les MEK phosphorylent et activent MAPK (mitogen-

activated protein kinase), également appelé ERK (extracellular signal-related kinases). RAF 

et ERK sont des serines/sélective-thréonine protéine kinases (sélective) et MEK est une 

serine/tyrosine/thréonine kinase. La propriété de ces kinases leur permet d’agir en rétroaction 

ou d’amplifier le signal de phosphorylation (Avruch et al. 2001). Les MAPK régulent l’activité 

de nombreux facteurs de transcription tels que c-MYC, connu pour activer de nombreux gènes 

régulant la prolifération cellulaire. Ils participent également à l’activation de nombreuses 

cyclines telles que Cdk4 et Cdk6 permettant le passage de la cellule en phase S (pour revue 

(Meloche et Pouysségur 2007)). Ainsi, le récepteur à l’EPO permet par ces voies de 

signalisation de réguler conjointement la prolifération, la différenciation et la survie des 

progéniteurs érythroïdes (Figure 12). 

 

Certaines mutations ont permis d’étudier en profondeur la physiopathologie des kinases 

JAK telles que la mutation JAK2V617F conférant une hypersensibilité voire même une 

indépendance à l’EPO ou à d’autres facteurs reconnaissant les récepteurs à cytokines de type 1 

(et ayant besoin de kinase tels que les récepteurs au TPO, au GM-CSF, à l’IFN gamma, …). 

Cette mutation de JAK2 vis-à-vis de l’EPO-R est responsable de certaines pathologies comme 

la polyglobulie de Vaquez (appelé aussi polyglobulie essentielle ou polycythemia vera) 
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caractérisée par une polyglobulie (augmentation importante du nombre d’érythrocytes) et une 

augmentation du volume globulaire total (James et al. 2005). Les voies STAT5, PI3K/AKT et 

MAPK sont suractivées dans cette pathologie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Schéma et rôle de la signalisation du récepteur à l’EPO. Après fixation 

de l’EPO à son récepteur, plusieurs voies de signalisation intracellulaires sont déclenchées, 

telles que STAT5, AKT et ERK (d’Après (Elliott et al. 2014)).  

 

 

2.5.5. Coopération et synergie des récepteurs EPO-R et c-Kit-
R 

 

Une expérience permettant de mettre en évidence l’effet synergique de ces deux 

récepteurs est de mettre des HSPC dans de la méthylcellulose et de comparer trois conditions: 

avec supplémentation d’EPO, une de SCF ainsi qu’une dernière contenant ces deux cytokines.  

Le nombre de BFU-E et de CFU-E est décuplé en présence de ces deux facteurs comparés à la 

condition EPO seule qui contient peu de BFU-E/CFU-E et la condition SCF qui ne contient pas 

de BFU-E/CFU-E.  
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 D’autres cytokines et hormones de croissance ont mis en évidence des effets de 

synergiques tels que l’IL3 (McNiece, Langley, et Zsebo 1991), des inhibiteurs du TGF-l (Akel 

et al. 2003) que les glucocorticoïdes où l'utilisation de dexaméthasone, une hormone de 

synthèse, supplémenté avec l'EPO et du SCF augmente la prolifération des BFU-E au détriment 

de la différenciation BFU-E/CFU-E. Il semble cependant que les glucocorticoïdes soient 

secrétés dans des conditions d'érythropoïèse de stress comme l'ont montré les travaux de Bauer 

réalisés chez la souris (Bauer et al. 1999). 

En somme, il faut retenir que ce qui a un effet positif sur l’érythropoïèse agit en synergie 

avec l’EPO. Un effet additif ne prend part que lorsque les effets s’additionnent, or sans EPO il 

n’y pas d’érythropoïèse (car blocage de maturation au stade CFU-E, avant hémoglobinisation). 

D’autres régulateurs ont cependant un effet négatif sur l’érythropoïèse en ayant pour 

action soit de l’empêcher (mécanismes d’apoptose via les cytokines pro-inflammatoires telles 

que l’IFN, le TNF (Sing et al. 1989), soit de l’accélérer au détriment de sa prolifération, amenant 

un épuisement des progéniteurs érythroïdes (conduisant aux anémies). On pourrait aussi citer 

le TGF-, un régulateur négatif majeur de l’érythropoïèse, mais nous l’aborderons dans le 

chapitre suivant.  
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2.6. Régulation transcriptionnelle de l’érythropoïèse 
2.6.1. GATA1 et ses partenaires 

 

L’engagement de la CSH dans l’hématopoïèse est finement régulé par des facteurs de 

transcription propres à la voie de différenciation choisie. Ainsi, le facteur de transcription jouant 

un rôle central dans l’engagement de l’érythropoïèse est GATA1, une protéine possédant un 

doigt de zinc pouvant se lier à l’ADN sur les motifs « G-A-T-A ». 

La suppression de Gata1 provoque un arrêt de maturation érythroïde au stade Pro-E 

ainsi qu’à une mort embryonnaire, causée par une anémie chez la souris (Pevny et al. 1995) (Y. 

Fujiwara et al. 1996). Son rôle est essentiel à l’érythropoïèse car même une expression de 

l’ARNm de GATA1 atténuée de 5% entraine une mort embryonnaire à E11.5 à cause d’une 

érythropoïèse primitive inefficace (S. Takahashi et al. 1997). 

 GATA1 est vu comme une plateforme possédant de nombreux domaines fonctionnels 

permettant une interaction avec des facteurs transcriptionnels essentiels à la maturation et à 

l’engagement érythroïde tel que LMO2 (Warren et al. 1994), FOG1 (Tsang et al. 1998), 

SCL/TAL1 (Bockamp et al. 1995) (Shivdasani, Mayer, et Orkin 1995) et LDB1 (L. Li et al. 

2010). L’invalidation de chacun de ces membres entraine un défaut d’hématopoïèse, voire une 

mort embryonnaire. La figure 13 représente les facteurs minimum dont l’expression est 

nécessaire afin d’induire une cellule en progéniteurs érythroïdes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Schéma des partenaires de GATA1 minimum pour induire un 

fibroblaste en progéniteur érythroïdes. Adapté de (Capellera-Garcia et al. 2016) 
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Un autre facteur important de la régulation de l’érythropoïèse est le Kruppel-like factor 

(KLF1/EKLF) (I. J. Miller et Bieker 1993). KLF1 régule l’expression de nombreux gènes tels 

que l’expression du gène de la -globine, des enzymes de biosynthèse de l’hème, des protéines 

de structure du cytosquelette du globule rouge, ou encore les antigènes des groupes sanguins 

(Hodge et al. 2006) (Nilson et al. 2006) (Basu et al. 2007). 

 Des travaux ont également montré que l’expression du gène MYB était nécessaire à 

l’érythropoïèse (Mucenski et al. 1991) (Tober, McGrath, et Palis 2008). Bien que ce gène ne 

soit pas nécessaire lors de l’érythropoïèse primitive, les souris invalidées pour ce gène meurent 

d’une anémie progressive à E15. D’autres observations ont également rapporté que les 

personnes atteintes de trisomie 21 ont une hémoglobine fœtale (et non adulte) causée par la 

dérégulation de MYB (Sankaran et al. 2011). 

Pour corroborer les résultats de ces travaux, des chercheurs ont mis en évidence les 

facteurs de transcription minimum requis pour reprogrammer et convertir un fibroblaste en 

précurseurs érythroïdes (induced erythroid progenitors/precursors, iEPs). Les gènes 

primordiaux pour obtenir un progéniteur synthétisant de la globine adulte sont GATA-1, TAL-

1, LMO2, c-MYC et KLF1 ou MYB (Capellera-Garcia et al. 2016). Les facteurs KLF1 ou MYB 

n’étaient pas requis pour convertir le fibroblaste en progéniteurs érythroïdes ayant l’aspect d’un 

progéniteur érythroïde fœtal. Le rôle de c-Myc dans la participation à l’érythropoïèse est 

cependant ambigu car ce gène n’est pas connu pour interagir avec GATA1, TAL1 ou LMO2, 

mais pour être l’un des quatre gènes nécessaires à la génération en induced Pluripotent Stem 

Cell (iPSC) à partir de fibroblastes (K. Takahashi et Yamanaka 2006). 

Un autre gène impliqué dans la régulation de l’érythropoïèse est Nuclear Factor-

Erythroid 2 (NF-E2) (Andrews et al. 1993). Sa protéine est impliquée dans la maturation 

érythroïde. Elle est notamment responsable du recrutement de l’ARN polymérase de type II 

(Pol II) au niveau du gène de la -globine, permettant son expression (Z. Zhou et al. 2010). Elle 

permet également, de concert avec GATA-1, de contrôler l’expression de l’-spectrine, 

protéine responsable de la structure du globule rouge, de sa forme et de sa déformabilité 

(Boulanger et al. 2002). 
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Au cours de l’engagement dans la différenciation érythroïde, GATA1 inhibe 

l’expression de GATA2 (Suzuki et al. 2013) ainsi que d’autres facteurs d’engagement tels que 

PU-1, impliqué dans la différenciation myéloïde (Chou et al. 2009). 

 

Aux cours de ces dernières décennies, il a été démontré que GATA2 active directement 

GATA1 pour s’engager dans la différenciation érythroïde, tandis que GATA1 induit sa propre 

expression (Grass et al. 2003). D’autres expériences ont aussi démontré que GATA2 était une 

cible de lui-même (Pal et al. 2004), montrant ainsi un beau modèle d’expression biphasique de 

ces facteurs ayant la capacité de s’auto-activer mais dans lequel GATA1 réprimerait également 

GATA2 après son activation par ce dernier. La figure 14 est une représentation de l’activité de 

GATA1 et de GATA2 au cours de l’érythropoïèse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Profils d’expression des facteurs de transcription GATA1 et GATA2 au 

cours de l’érythropoïèse. L’expression de GATA2 précède celle de GATA1. Des 

régulations complexes entre ces deux facteurs de transcription aboutissent au remplacement 

progressif de GATA2 par GATA1, au cours de la maturation érythoïde. Adapté de (Ferreira et 

al. 2005) 

 

Des expériences de ChIP ont révélé que 65% des sites de régulation de GATA2 sont 

identiques aux sites de fixation de GATA1, mettant en avant un mécanisme de switch entre ces 

deux partenaires (Fujiwara 2017). 
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GATA1 interagit également avec RUNX1 (Elagib et al. 2003) un régulateur majeur de 

l’hématopoïèse.  

 Au cours de la maturation érythroïde, deux autres gènes se sont révélés importants: il 

s’agit de Sox6 et de Bcl11A. Ceux-ci contrôlent l’expression du gène des globines. En effet, 

elles ne sont pas exprimées au cours de l’érythropoïèse primitive car elles répriment justement 

l’expression de l’hémoglobine embryonnaire  (pour Sox6) et fœtale  au profit de 

l’hémoglobine adulte  (Yi et al. 2006) (Sankaran et al. 2009). 

 

2.7. Les étapes de la différenciation érythroïde 
terminale 

 

La différenciation érythroïde terminale débute au stade de la CFU-E jusqu’à 

l’énucléation de l’érythrocyte acidophile pour devenir un réticulocyte. Lors de cette maturation, 

le volume du noyau est divisé par 10 (Ji, Jayapal, et Lodish 2008). Les mécanismes mis en jeu 

font essentiellement appel à des processus de compaction de la chromatine associés 

irrémédiablement à la répression de la plupart des gènes. Des travaux de recherche ont montré 

(par des expériences de ChIP-seq) que ces mécanismes faisaient en grande partie appel à des 

modifications des histones (Ji 2015), via notamment les histones désacétylases (HDAC). 

 

La réduction de la taille du noyau mais aussi les changements de morphologie comme 

la diminution du volume du cytoplasme et la perte des organites lors des dernières étapes de 

maturation érythroïde s’apparentent également à un mécanisme d’apoptose. Des travaux 

comme ceux de Zermati et al ont suggéré qu’un mécanisme d’apoptose pouvait également 

rentrer en jeu (Zermati et al. 2001).   

 

2.8. Les microARN au contrôle de l’érythropoïèse 
 

Les microARN (miRs) sont de petits ARN non codants de 19 à 24 nucléotides, connus 

pour réguler l’expression post-transcriptionnel le de gènes via inhibition de la traduction de la 

protéine ou la déstabilisation d’un ARN cible avant sa traduction. Le premier miR (lin-4) a été 

identifié en 1993 dans le nématode caenohabitidis elegans (R. C. Lee, Feinbaum, et Ambros 
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1993). Depuis, leur rôle est bien mieux connu, ils interviennent dans la régulation de nombreux 

processus tels que la différenciation, la prolifération et l’apoptose. Dans l’hématopoïèse, les 

miRs jouent un rôle tout aussi souligné au sein de chaque lignage hématopoïétique ainsi que 

chez la CSH (Song et al. 2013). Leurs expressions aberrantes ont également été associées à de 

nombreuses maladies et cancers (LAM, SMD, …). (Pour revue, (Vasilatou et al. 2010) 

(Hattangadi et al. 2011) (Bianchi et al. 2012)). 

Ainsi, des équipes ont montré le rôle des miRs au cours de l’érythropoïèse, tels que mir-

221 et mir-222 qui bloquent l’expression du récepteur c-Kit impactant la cellule souche et la 

forçant à se différencier dans le lignage érythroïde (Felli et al. 2005) (Marco Gabbianelli et al. 

2010). 

Par contraste avec ces résultats, d’autres miRs se sont révélé avoir un rôle négatif sur 

l’érythropoïèse tel que mir-150 (Lu et al. 2008), mir-155 (Georgantas et al. 2007) et mir-223 

(Felli et al. 2009). Mir-150 est un régulateur négatif de MYB agissant sur le EMP favorisant 

une différenciation mégakaryoblastique aux dépens de l’érythropoïèse (Ebert et al. 2008). De 

récentes études ont également suggéré que mir-150 régulait négativement des protéines de 

membrane de l’érythroblaste telles que 4.1.R soulignant également son rôle dans la maturation 

érythroïde terminale (Z. Sun et al. 2015). Mir-155 est connu comme un régulateur négatif de 

l’érythropoïèse et de la myélopoïèse et semble favoriser la lymphopoïèse (Tam W et al, 1997). 

Quant à mir-223 il a été démontré comme régulateur négatif de LMO2 impactant ainsi sur la 

différenciation érythroïde (Felli et al. 2009). La figure 15 est un schéma récapitulatif de l’action 

de ces miRs sur l’hématopoïèse. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 15: Schéma récapitulatif de l’action de certains miRs dans la régulation 
de l’érythropoïèse. 
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2.8.1. Rôle de la régulation des caspases au cours de 
l’érythropoïèse terminale 

 

La régulation des caspases au cours de la différenciation érythroïde permet de contrôler 

le volume de production de réticulocytes et répondre au besoin en O2 de l’organisme. Les 

mécanismes en jeu se font par l’intermédiaire d’une régulation positive pour favoriser 

l’érythropoïèse ou alors par l’intermédiaire d’une régulation négative dans le but de diminuer 

la production de réticulocytes. (Pour revue (Hermine et al. 2013)). 

 

2.8.2. Régulation positive de l’érythropoïèse 
 

Pour rappel, la voie STAT5 (activée via EPO-R) et GATA-1 contrôlent l’expression de 

Bcl-xL, lui-même étant une protéine anti-apoptotique. La signalisation EPO induit également 

la prolifération et la survie des érythroblastes via la voie PI3K/AKT et la voie des MAPK. La 

phosphorylation d’AKT peut également agir sur Bcl-xL via l’activation de protéines telles que 

BAD, permettant ainsi de se protéger de l’apoptose. 

La régulation positive de l’érythropoïèse se fait ainsi principalement par l’inhibition de 

l’apoptose des érythroblastes par la présence de Bcl-xL. Ainsi, il va de soi que l’expression de 

l’EPO et de sa signalisation via EPO-R préserve les cellules érythroïdes de l’apoptose. Allant 

aussi dans ce sens, il a également été montré que l’EPO inhibait l’expression du récepteur de 

mort FasL dans les progéniteurs et précurseurs érythroïdes en favorisant ainsi l’expansion et la 

maturation érythroïde (Y. Liu et al. 2006). 

 

2.8.3. Régulation négative de l’érythropoïèse 
 

La régulation négative de l’érythropoïèse peut se faire par une régulation de la 

production d’EPO. Une diminution de l’EPO empêche l’expression de BCL-xL et ainsi expose 

ces cellules aux mécanismes d’apoptose. Cette régulation peut également se faire par un 

mécanisme paracrine via l’intermédiaire de récepteurs Fas.  

 Fas-L (Ligand), par interaction avec un récepteur Fas induit le recrutement de la caspase-

8 activant à son tour la caspase-3 qui a pour effet le clivage d’un certain nombre de cibles telles 

que GATA1, en amenant à un arrêt de l’expression des facteurs de transcription érythroïde, et 
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ainsi à un blocage de la différenciation avec un arrêt d’expression de BCL-xL (De Maria, 

Zeuner, et al. 1999a). La caspase-8 peut également activer Bid ce qui a pour conséquence la 

dépolarisation de la membrane mitochondriale et libère le cytochrome C en aboutissant à la 

formation d’un apoptosome. Maria et al., dans leurs travaux de recherche, ont également montré 

la même année que le mécanisme d’apoptose Fas-L/Fas avait lieu entre les érythroblastes 

matures (polychromatophile et acidophile) et les précurseurs érythroïdes immatures exprimant 

Fas-L et Fas respectivement, régulant négativement l’érythropoïèse via ce mécanisme (De 

Maria, Testa, et al. 1999b). 

 

Ces travaux essentiels au fonctionnement de régulation de l’apoptose au cours de la 

différenciation érythroïde n’expliquent pas entièrement les mécanismes de réduction du noyau 

et de compaction de la chromatine au cours des étapes de maturation terminale. Même si la 

caspase-3 est connue pour activer des endonucléases au cours des mécanismes d’apoptose, son 

mécanisme d’action sur la compaction de la chromatine, la diminution graduelle du cytoplasme 

et de la chromatine n’ont pas encore été mis à jour. (Pour revue (Ji 2015a)). 

 

2.8.4. Régulation de l’érythropoïèse par le métabolisme du Fer 
 

Les érythroblastes ont un besoin important en Fer pour produire l’hémoglobine. La 

carence martiale est une cause majeure d’anémie. La régulation du taux plasmatique de ce métal 

est donc très importante. Elle fait intervenir des hormones comme l'hepcidine (synthétisée au 

niveau du foie) qui permet de réguler l’absorption de fer dans les tissus. L’hepcidine bloque 

l’entrée du fer dans les tissus en agissant sur la ferroportine, enzyme transportant le Fe2+), et 

permet ainsi la séquestration et le stockage du fer intracellulaire (dans les entérocytes de 

l’intestin, mais aussi dans les hépatocytes, et les macrophages (Díaz et al. 2013). En 2014, 

l’hormone érythroferrone (ERFE) a été identifiée. Elle est synthétisée par les érythroblastes et 

permet de bloquer la synthèse d’hepcidine pour ainsi augmenter la disponibilité du fer et 

permettre la production d’érythrocytes (Kautz et al. 2014) (Ganz 2018).  
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2.9. L’érythropoïèse de stress 
 

Lorsque la MO ne peut soutenir l’érythropoïèse basale à elle seule, une seconde forme 

d’érythropoïèse a lieu, elle est appelée « érythropoïèse de stress ». Cette érythropoïèse prend 

souvent place pour compenser un stress anémique dû à une hypoxie des tissus et lors du 

développement embryonnaire. Ce stress anémique causant une hypoxie des tissus peut être lié 

à des syndromes d’insuffisances cardiaques, pulmonaires, à des anémies d’étiologie variées 

(que nous décrirons page 49): perte de sang, interventions thérapeutiques telles que les 

chimiothérapies et la greffe de cellules souches hématopoïétiques. 

 Ce processus résulte de l’activation d’un stress physiologique dans le but d’augmenter 

la distribution de l’oxygène aux tissus. En retour, la réponse principale de cette érythropoïèse 

de stress est essentiellement de fournir un nombre accru d’érythrocytes (Merav Socolovsky 

2007). Ce stress physiologique a pour effet, par l’intermédiaire de HIF1, induit par l’hypoxie, 

d’activer drastiquement une sécrétion d’EPO par le rein (pour revue, (G. L. Wang et Semenza 

1996)) permettant une érythropoïèse accrue (et une régulation positive de celle-ci, via les 

mécanismes de résistance à l’apoptose de ces cellules par l’EPO). 

 A la différence de l’homme, le modèle murin a une érythropoïèse extra-médullaire. Cette 

érythropoïèse se fait au niveau de la rate, un organe dont la plasticité permet de changer de taille 

en cas d’érythropoïèse accrue et où l’érythropoïèse de stress est facilement mise en évidence 

via l’observation d’une splénomégalie. En 2005, Lenox E et al ont mis en évidence dans la rate 

de souris un progéniteur érythroïde répondant spécifiquement à l’érythropoïèse de stress. Il 

s’agit d’une BFU-E sensible à une cytokine de la famille du TGF-, la bone morphogenic 

protein (BMP4). Ces BFU-E (spécifiques à la souris), à la différence des autres BFU-E, n’ont 

besoin que d’EPO pour produire des Burst en méthylcellulose (ils croissent indépendamment 

du SCF et de l’IL-3) (Lenox, Perry, et Paulson 2005). Des travaux de transplantation ont montré 

que la greffe de progéniteurs hématopoïétiques de MO dans des rates arborait les mêmes 

propriétés que ces BFU-E de stress, montrant ainsi une signalisation propre à l’environnement 

splénique et dépendant de la voie de signalisation Hedgehog (Murtaugh, Chyung, et Lassar 

1999) (Perry et al. 2009). 

 Bien que ces travaux soient intéressants, une telle voie de signalisation dépendante du 

BMP4 et de Hedgehog n’a pas été mise en évidence chez l’homme. Il a cependant été observé 

que les patients en récupération de greffe de CSH avaient une érythropoïèse ressemblant à 
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l’érythropoïèse fœtale, c’est-à-dire exprimant de l’hémoglobine fœtale (HbF) ainsi que ses 

antigènes de surface (Galanello et al. 1989) (Xiang et al. 2015). Des études ont également 

conforté ces observations dans d’autres contextes d’érythropoïèse de stress provoqués par des 

anémies telles que les -thalassémies ou la drépanocytose abordées dans la partie suivante 

(Bank 2006). 

 

2.10. Erythropoïèse fœtale et érythropoïèse adulte 
 

 Une question sous-jacente intéressante pour aller plus loin dans l’étude de 

l’érythropoïèse de stress chez l’homme est de comparer l’érythropoïèse adulte et 

l’érythropoïèse fœtale. De récents travaux de Yan H (H. Yan et al. 2018) ont consisté à la 

comparaison de ces deux types d’érythropoïèse réalisées à partir de HSPC de sang périphérique 

d’adulte (PB pour peripheral blood) ou de cordons ombilicaux de nouveau-nés (CB pour cord 

blood) induites en différenciation érythroïde in vitro. Hormis les différences d’expression 

d’hémoglobine fœtale et adulte, l’érythropoïèse dérivée de HSPC de CB aboutit à la 

production de 4 fois plus d’érythrocytes.  Ils ont également montré que la cinétique 

d’induction de la différenciation était plus lente lors de l’érythropoïèse de HSPC dérivée de CB 

bien que le marqueur de surface CD34 disparaisse plus rapidement au cours de cette 

différenciation érythroïde (montrant un engagement plus rapide dans la différenciation 

érythroïde). Ne connaissant pas encore le processus, on peut suggérer que l’érythropoïèse de 

stress humaine peut s’attribuer certaines caractéristiques de l’érythropoïèse fœtale pour 

produire plus rapidement une forte quantité d’érythrocytes et pallier à un besoin accru.  

 

2.11. Composition membranaire et du cytosquelette 
de l’érythrocyte au cours de la maturation terminale 

 

L’érythrocyte mature est composé de trois éléments majeurs composant sa membrane 

et son cytosquelette: les filaments d’actine, les microtubules et des filaments intermédiaires. 

Ainsi, le cytosquelette est formé par un tétramère de deux hétérodimères d’-spectrine et de 

−spectrine (22 tétramères). Ces filaments sont entremêlés par des oligomères d’actine pour 

former un réseau dans le cytoplasme. Ce réseau de spectrine est associé à la membrane 
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plasmique principalement par des complexes de protéines tels que celui de l’ankyrine ou celui 

du complexe 4.1 relié, entre autres, à la glycophorine C (GPC), à GLUT1 et Band-3 (Byers et 

Branton 1985). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Représentation schématique des deux complexes protéiques 

membranaires principaux de l’érythrocyte. (J. Liu, Mohandas, et An 2011) 

 

Les travaux de Reid et de Mohandas en 2004 ont montré qu’il existe plus de 50 protéines 

transmembranaires dont la moitié contient des antigènes responsables du groupe sanguin (Reid 

M et Mohandas N, 2004). Ces dernières protéines ont déjà été largement étudiées telles que 

band-3, GPA, GPC, Rh, RhAG, XK, Kell, Duffy, CD44, CD47, l’aquaporine 1 (AQP1), 

Lutheran (Lu) et les molécules d’adhésion intercellulaire-4 (ICAM-4). Comme band-3 servant 

de transporteur d’anion, Rh/RhAG servant de transporteur gazeux, Duffy servant de récepteur 

à chimiokine, Lu, CD44, ICAM-4 et les intégrines 41 51 médient les interactions 

cellulaires et extracellulaires. D’autres protéines servent de transporteur ou de pompes telles 

que AQP1 sert de transporteur d’eau, GLUT1 et GLUT4 sont des transporteurs de glucose, 

NHE1 et Na/K-ATPase sont des échangeurs de sodium/hydrogène (Pour revue (J. Liu, 

Mohandas, et An 2011)) (Figure 16). 
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Au cours des étapes terminales de la différenciation érythroïde, les changements 

majeurs opérés dans les érythrocytes sont l’augmentation des protéines spécifiques au globule 

rouge (comme les antigènes de groupes sanguins) et la diminution des protéines d’adhésion 

telles que 4 et 1 intégrines et le CD44, afin de permettre au réticulocyte de sortir de la moelle 

osseuse et de rejoindre la circulation sanguine (Eshghi et al. 2007) (K. Chen et al. 2009), pour 

revue (Ji 2015a, 2015). 

 

Un grand « fantasme » du XXIème siècle est l’élucidation du processus d’énucléation de 

l’érythrocyte acidophile. Ce besoin vient en particulier du fait que la différenciation érythroïde 

in vitro n’aboutit pas à 100% d’érythrocyte anucléé, laissant penser que ce processus pourrait 

dépendre de facteurs extrinsèques à la cellule érythroïde.  

Les mécanismes mis au jour dans le processus d’énucléation montrent une participation 

du cytosquelette d’actine. Un inhibiteur de l’actine, la cytochalasine D empêche la 

polymérisation des chaines d’actine, rendant impossible l’énucléation des érythrocytes (Koury 

et al. Bondurant 1989). Des remodeleurs d’actine tels que la tropomoduline 3 (Tmod3) sont 

également importants pour ce mécanisme (Z. Sui et al. 2014). Après la dernière mitose 

cellulaire amenant l’érythrocyte polychromatophile en acidophile, il se produit une polarisation 

de l’érythrocyte acidophile via une action de microtubules régulés par Trim 58 et des dynéines, 

afin de retenir le noyau contre la membrane plasmique d’une extrémité de la cellule (Wang et 

al, 2012). D’autres études ont mis en évidence une action de protéines du cytosquelette telles 

que Tmod3 et les myosines afin de former un anneau d’actine au contact du noyau et de la 

membrane plasmique (Sui et al. 2014), permettant via la formation de vacuoles cytoplasmiques 

composées de survivine et de clathrine, d’éjecter le noyau (pyrénocyte), hors du réticulocyte 

(Keerthivasan et al. 2010, 2012). 

 

En plus du rôle des macrophages CD169+ de l’îlot érythroblastique dans la régulation 

de la maturation terminale des érythroblastes, de nombreuses évidences ont récemment 

souligné l’action de ce macrophage dans d’autres processus tel que l’érythropoïèse de stress 

(Socolovsky 2013) (Chow et al. 2013). 
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2.12. Les hémopathies 
 

La production altérée d’érythrocytes peut être causée par un impact de l’érythropoïèse 

médullaire. Les hémopathies regroupent un vaste groupe de pathologies du sang, souvent 

caractérisées par des anémies. Les principaux groupes sont les hémoglobinopathies 

héréditaires2, composées des syndromes thalassémiques, la drépanocytose et la polycythemia 

vera. Un autre groupe est celui des anémies inflammatoires (ACD pour anemia of chronic 

disease)3. Puis celui des syndromes héréditaires d’insuffisance de moelle osseuse (IBMFS). 

 

Les syndromes héréditaires d’insuffisance de moelle osseuse (inherited bone marrow 

failure syndromes, IBMFS) (pour revue (Dokal et Vulliamy 2010)) sont des pathologies qui 

regroupent une classe très hétérogène de pathologies de la MO dans laquelle un, plusieurs ou 

tous les lignages hématopoïétiques peuvent être affectés. Les syndromes principaux de la 

                                                 

2
La -Thalassémie: L’hémoglobine est contrôlée par des groupes de gènes comprenant les -like globines et les 

-like globines. Ces groupes sont responsables de la formation de Hb A (22), la forme majeure de l’hémoglobine 

adulte. L’hémoglobine fœtale, est composée de gènes -globines combinée à de la -globine pour former Hb F 

(22). La -thalassémie est caractérisée par une mutation au niveau du gène des -globines résultant d’une 

production inéquitable de chaine  et  amenant à des assemblages de tétramères de chaine  instable 

compromettant la stabilité et la longévité de l’érythroblaste. Ces érythroblastes ont des déformabilités 

membranaires et des défauts de maturation aux stades tardifs de la différenciation (polychromatophile) (Centis et 

al, 2000). Ces dérégulations causent une anémie stimulant une tentative de compensation en augmentant cette 

érythropoïèse ineffective, responsable d’hépatosplénomégalie ainsi qu’une surcharge en fer due à la suppression 

de l’hepcidine (pour revue (Zivot et al. 2018)). 

l’-Thalassémie: Celle-ci est due à la présence d’une mutation au niveau du gène des globines  résultant d’un 

défaut de production de chaîne , amenant à un excès de chaîne  formées. Les tétramères de chaine  précipitent 

et conduisent à la lyse des globules rouges néoformés. Il s’ensuit une anémie hémolytique et une érythropoïèse 

inefficace. Ces patients sont sujets à des transfusions sanguines fréquentes pour compenser au mieux cette 

érythropoïèse inefficace. 

La Drépanocytose: Cette maladie est un désordre autosomal récessif causé par une mutation ponctuelle causant 

une substitution d’un acide aminé au niveau de la chaine de la -globine. La chaine de -globine modifiée et 

assemblée en tétramère peut agir sur la forme du globule rouge qui le contient, en formant une forme plus étirée 

et rigide (Acquaye et al, 1988). Ces érythrocytes ainsi formés sont la cause de vaso-occlusions au niveau des 

capillaires et artérioles. Ces érythrocytes sont plus facilement sujet à hémolyse. Ces formes résultent ainsi 

d’anémie dues à l’hypoxie des tissus mais sont également accompagnés de nombreuses complications telles que 

des crises intenses de douleurs et des accidents vasculaires cérébraux (AVC).  

Polycythemia vera (PV) ou maladie de Vaquez: C’est une maladie clonale myéloproliférative dans la MO. Elle est 

le plus souvent due à la mutation JAK2V617F rendant la voie JAK/STAT constitutivement active et indépendante 

à l’EPO. La PV est responsable d’une multitude de complications telles que les thromboses et les myélofibroses 

(Tefferi et al, 2013). 

 
3
Cette anémie est due à un taux élevé de cytokines inflammatoires circulantes telles que le TGF-, l’IL-6, le TNF 

ou encore IFN ACD est la seconde forme d’anémie la plus présente au monde, elle est souvent associée à une 

mauvaise qualité de vie (Locatelli et al, 2004). 
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IBMFS sont l’anémie de Fanconi (AF) 4, l’anémie de Blackfan-Diamond (ABD), le syndrome 

de Shwachman-Diamond (SDS) et la thrombocytopénie Amégacaryocytaire (Amega). Les 

patients souffrant de ces pathologies IBMFS présentent un risque accru de se transformer 

en syndrome myélodysplasiques (SMD) ou en leucémies aiguës myéloïdes (LAM). 

 

2.12.1. Exemple de la SMD 5q- 
 

Les SMD regroupent des maladies hétérogènes de la CSH. Son incidence, en europe est 

d’environ 4 nouveaux cas pour 100.000 habitants chaque année, et augmente considérablement 

avec l’âge (Fenaux et al. 2014). Souvent caractérisée par des défauts de maturation et une mort 

cellulaire importante des précurseurs myéloïdes, les SMD présentent des cytopénies pouvant 

impacter un ou plusieurs lignages hématopoïétiques (érythroïde, granuleux et/ou plaquettaire). 

Elles sont considérées comme un état pré-leucémique pouvant évoluer en LAM (dans environ 

30% des cas).  

La SMD avec délétion 5q isolée représente environ 5-10% des SMD, mais évolue plus 

rarement en LAM. Elle est le plus souvent mise en évidence par l’analyse du caryotype par la 

présence d’une large délétion interstitielle du bras long du chromosome 5 (SMD 5q-). Les 

patients présentent aussi une hypoplasie érythroïde (Arber DA et al, 2016 WHO). Les 

érythroblastes aberrants, deviennent apoptotiques au stade basophile par l’inactivation de 

GATA1 déclenché par les caspases en absence de HSP70 (Frisan et al. 2012). Au niveau 

cytologique le nombre de mégacaryocytes peut être augmenté et présente souvent des défauts 

de fragmentation du noyau (les mégacaryocytes ont un noyau plurilobé sur les frottis).  

                                                 

4 Anémie de Fanconie (AF): C’est une maladie héréditaire autosomale récessive (AR) mais peut également être 

liée à l’X (XLR). Elle se caractérise par des mutations de gènes qui codent pour des protéines responsables de la 

réparation de l’ADN tels que les 8 gènes de la famille des FANC (FANCA, FANCB, FANCC, FANCF, FANCG, 

FANCL et FANCM) codant pour 16 protéines FA, qui par interaction entre elles activeront le complexe FANCI-

FANCD2 capable de se lier aux protéines de réparation de l’ADN (de Winter et Joenje 2009). Les défauts de 

réparations de l’ADN peuvent entrainer des délétions ou réarrangements chromosomiques conférant 

progressivement un syndrome d’insuffisance d’un lignage hématopoïétique (ou de plusieurs), des anomalies 

congénitales comme une malformation du crane ainsi qu’une susceptibilité à des transformations en pathologies 

variées (LAM, SMD, cancer ORL, cancer du foie, tumeur cérébrale, …). 

Anémie de Blackfan Diamond (ABD): C’est une maladie pédiatrique se caractérisant par une anémie (aplasie des 

globules rouges) ainsi que des malformations urogénitales ou cardiaques. Cette anémie est la conséquence d’une 

ribosomopathie causée par la mutation de protéines ribosomales de la petite sous-unité (essentielles à la 

transcription des gènes) RPS: tels que RPS24, RPS17, RPS7, RPS10, RPS26, RPS19 ou de la grande sous-unité, 

RPL:  comme RPL5, RPL11 ou encore RPL35 (Yu, Wang, et Wu 2014). 

 



55 

 

Il est couramment entendu que la région communément « délétée » du chromosome 5 

responsable de cette hémopathie, serait située en 5q32-5q33. Elle comprendrait une quarantaine 

de gènes dont, RPS14. La perte d’expression de ce gène codant une protéine ribosomique 

récapitule à elle seule le phénotype de dysérythropoïèse de la SMD 5q (Ebert et al. 2008) (Dutt 

et al. 2011).  Depuis cette découverte, la SMD 5q- est considérée comme une ribosomopathie. 

Les modèles murins indiquent que l’haploinsuffisance de RPS14 induirait l’apoptose des 

érythroblastes de façon P53-dépendante (Schneider et al. 2016). Cependant d’autres gènes 

situés dans la région de 1.5 Mb communément délétée (en 5q32-5q33) pourraient contribuer à 

cette pathologie. Il a récemment été montré que l’invalidation de mir143 et mir145 (tous deux 

situés en 5q32), conduisait à une perte de fonctionnalité des HSC et un phénotype 

myélodysplasique par un processus TGF- dépendant (Lam et al. 2018).  
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3. La voie de signalisation du TGF- 

 

Le TGF- est connu pour son rôle bipartite sur l’accélération de la différenciation 

érythroïde ainsi que son rôle sur la quiescence des CSH. 

Cette voie de signalisation fait partie d’une grande famille d’effecteurs aux multiples 

facettes comprenant 42 membres (protéines) regroupés sous le nom de superfamille du TGF-. 

Cette superfamille comprend également la famille Nodal, les Activines, les bone morphogenetic 

proteins (BMPs), et d’autres tels que les myostatines. Elles agissent sur la division cellulaire, 

la différenciation et les processus d’apoptose. Certains membres peuvent aussi agir sur 

l’adhésion, l’organisation et la migration cellulaire. 

 

Les signalisations du TGF- sont impliquées dans de nombreux types cellulaires et 

organes. Certains, comme les BMP, ont un rôle très fondamental pendant le développement 

embryonnaire et la formation de nombreux tissus ; leur rôle à initialement été découvert pour 

leur capacité à induire la formation d’os et de cartilage (chez les ostéoblastes et chondroblastes) 

(Nishimura et al. 2012). 

Les Activines ont principalement un rôle dans la régulation du cycle ovarien (Lengil, 

Gancz, et Gilboa 2015), la spermatogenèse (Young, Wakitani, et Loveland 2015), la 

cicatrisation des épithéliums (Bamberger et al. 2005) et le développement de certains organes 

comme la prostate (Cancilla et al. 2001), les poumons et le rein (Maeshima et al. 2008). 

Nodal a un rôle essentiel pendant l’embryogenèse lors de la formation du mésoderme et 

de l’endoderme ainsi que dans les mécanismes de maintenance des cellules ES (Shen 2007). 

 

Nous verrons dans cette partie que les cytokines de la famille du TGF- ont un rôle 

pléiotrope, ne nécessitant pas uniquement l’intervention de SMAD4 pour agir sur la 

transcription. Ils peuvent également recourir à l’action d’autres intermédiaires pour agir 

notamment sur la chromatine ou encore sur la biogénèse des miRs. Ainsi, cette famille est 

essentielle à l’autorenouvellement et à la différenciation des cellules souches ES et iPS, dans la 

transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), dans la différenciation de nombreux types 

cellulaires y compris érythroïde, dans la régulation de l’homéostasie des cellules différenciées, 

et également dans les contextes de progression/suppression tumorales. 
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3.1. Description du mécanisme d’action via les 

récepteurs au TGF- (TGF-R) 
 

 Le TGF- est un ligand reconnu par deux récepteurs TGF-RI dimérisés. Cette liaison 

au TGF-RI entraine une tétramérisation de récepteurs avec un dimère TGF-RII. Le complexe 

formé permet la transduction d’un signal intracellulaire via phosphorylation de TGF-RII sur 

TGF-RI pouvant ensuite déclencher la signalisation des SMAD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17: Schéma des différentes signalisations du TGF- médiée par les 

SMADs.  

 

Chez l’humain, il a été mis en évidence 7 récepteurs de type I et 5 récepteurs de type II. Ces 

récepteurs sont classés suivant leur affinité avec leurs ligands, ainsi TGF- se lie aux TGF-RI 

(également appelé ALK5) et TGF-RII. Nodal et les BMPs partagent le récepteur activine de 

type 2A (ACVR2A) et 2B (ACVR2B). Les activines et Nodal ont en commun le récepteur 

activine de type I (ACVR1, également appelé ALK2), ACVR1B (également appelé ALK4) et 
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ACVR1C (également appelé ALK7). Les BMPs agissent également avec BMPR1A (également 

appelé ALK3), BMPR1B (également appelé LK6) et BMPR2 qui est un récepteur de type II.  

 

3.2. Les protéines SMADs 
 

Les effecteurs intracellulaires principaux de ces familles sont les protéines SMAD 

(Small Mothers Against Decapentaplegic) regroupées en trois catégories: 

 

-  Les R-SMAD agissant en tant que substrats des récepteurs membranaires de la famille 

du TGF- et comprenant SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD5 et SMAD8. 

- Le CO-SMAD, comprenant SMAD4, et agissant en tant que partenaire des R-SMAD et 

pouvant se transloquer dans le noyau pour activer des gènes cibles une fois en complexe 

avec des R-SMAD phosphorylés. 

- Les I-SMAD, pour Inhibitory-SMADs comprennent SMAD7 et SMAD6. Ils agissent 

par divers mécanismes dans le but soit d’empêcher l’association des R-SMAD entre 

eux, entre les CO-SMAD, soit d’empêcher leur phosphorylation au niveau des 

récepteurs. Dans certains cas les I-SMAD peuvent induire la dégradation des R-SMAD 

par le protéasome via le recrutement d’une ubiquitine ligase (X. Yan et al. 2016). 

 

Les protéines SMAD sont des protéines comprenant 400 à 500 acides aminés et composées 

de deux régions globulaires au niveau N et C- terminales, reliées par une région de liaison 

(linker region). Ces régions sont très conservées entre les R-SMAD et CO-SMAD et sont 

appelées Mad homology 1 (MH1) au N-terminal et Mad homology 2 (MH2) à la partie C-

terminale. Le domaine MH1 permet la liaison à l’ADN via un motif défini. Le motif MH1 est 

retrouvé conservé parmi les R-SMAD et CO-SMAD mais pas avec les I-SMAD qui n’en 

disposent pas. Le domaine MH2 permet l’interaction avec les autres R-SMAD, CO-SMAD 

ainsi que les I-SMAD (Shi et Massagué 2003) (Macias, Martin-Malpartida, et Massagué 2015) 

et est conservé parmi tous les SMADs. 

 

Les SMADs sont normalement séquestrés à la membrane plasmique via des protéines 

d’ancrage SARA (Smad Anchor for Receptor activation) (Tsukazaki et al. 1998) proches des 
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tyrosines kinases des TGF-R. Après phosphorylation du R-SMAD par le TGF-R, SARA 

libère son étreinte. Le R-SMAD phosphorylé va se lier à un CO-SMAD au niveau de leur région 

de liaison (entre MH1 et MH2) et le complexe ainsi formé va être transloqué dans le noyau 

pour activer la transcription de leurs gènes cibles (Massagué, Seoane, et Wotton 2005). 

 

Les R-SMAD SMAD2 et SMAD3 sont les substrats communs des récepteurs au TGF-

, Activines et Nodals, tandis alors que les SMAD1, 5 et 8 sont principalement des substrats 

des récepteurs aux BMPs. 

 

 

3.2.1. Rôle du TGF- dans la biogenèse des miRs 
 

Il a été montré en 2010 que les R-SMADs, SMAD3 (via activation par le TGF-) et 

SMAD1 (via activation par les BMPs), peuvent stimuler la maturation de certains miRs en 

coopération avec Drosha, le complexe de maturation de miR, une ribonucléase III. Par exemple, 

les R-SMAD sont essentiels à l’initiation de la maturation de certains miRs tels que miR-21. 

Les R-SMADs associés au complexe Drosha régulent le messager primaire pri-miR-21 en 

précurseur pré-miR-21 résultant de l’augmentation de l’expression de miR-21 (Davis et al. 

2010). MiR-21 a pour rôle de cibler une région en 3’UTR (Untranslated Terminal Region) du 

I-SMAD SMAD7, permettant de réduire sa traduction et son expression protéique dans des 

cellules hématopoïétiques, favorisant ainsi la voie du TGF-, amplifiant la maturation des miRs 

activés par cette voie de signalisation (Bhagat et al. 2013). 

 

 

3.2.2. Rôle du TGF- sur la chromatine 
 

Il a été démontré que les R-SMADs pouvaient recruter les histones acétyltransférases 

(HATs) p300 et CBP pour stimuler la transcription en interagissant à leur tour avec les histones 

déacétylases (HDACs). De ces interactions possibles, les R-SMADs peuvent recruter TGIF1 et 

TGIF2 (5’-TG-3’-interacting factor 1) qui sont des partenaires d’interaction avec le 
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corépresseur CTBP (C-Terminal-binding protein) réprimant la signalisation TGF- et Nodal 

par l’action de HDAC1 (Bannister et Kouzarides 1996).  

 

3.2.3. Exemple de TIF1 

 

Il a également été démontré que l’ histone binding protein TRIM33 (tripartite motif 

containing 33), également appelée TIF1 (Xi et al. 2011), interagissait avec SMAD2 et 

SMAD3. TIF1 possède de nombreux domaines d’interactions avec les histones et l’action du 

complexe TIF1-SMAD2/3 est concomitante à celle du complexe SMAD4-SMAD2/3. 

Cependant, leurs cibles génomiques sont distinctes. Le complexe TIF1-SMAD2/3 serait 

responsable du programme de différenciation érythroïde (transcription des gènes de -

globines…) alors que le complexe SMAD4-SMAD2/3 provoquerait l’arrêt du cycle et donc de 

la prolifération cellulaire (He et al. 2006). Ainsi, en condition de stimulation via le TGF- ou 

Nodal, les signalisations SMAD4-SMAD2/3 s’exercent de concert avec la signalisation TIF1-

SMAD2/3. De plus, la fixation à la chromatine du complexe TIF1-SMAD2/3 (sans SMAD4) 

permettrait un changement transitoire de conformation chromatinienne favorisant la fixation du 

complexe SMAD4-SMAD2/3 au niveau de ses gènes cibles (Quere et al. 2014). 

 

 

3.2.4. Rôle de TGF- dans l’autorenouvellement et la 
différenciation des cellules ES 

 

La triade OCT4, SOX2 et NANOG est un complexe majeur responsable de la 

pluripotence des cellules ES (L. A. Boyer et al. 2005). Il a été montré que les BMPs stimulent 

l’autorenouvellement des cellules ES (de concert avec LIF (leukemia inhibitory factor), un 

activateur de STAT3) (Ying et al. 2003).  Cette signalisation BMP active l’effecteur SMAD1 

et l’expression des protéines Id, des inhibiteurs de la différenciation neurectodermique dans ces 

cellules, et favorisant la transcription des facteurs OCT4 et NANOG. 
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3.2.5. Rôle de TGF- dans l’EMT et dans la reprogrammation 
des iPS 

 

La transition épithélio-mésenchymateuse est un mécanisme crucial lors de la formation 

des tissus épithéliaux embryonnaires (somites, pancréas, foie, cœur…) (pour revue (Thiery et 

al. 2009)). Une des étapes importantes de l’EMT de la cellule épithéliale est la perte 

d’expression de ses marqueurs d’adhésion cellulaires, tels que l’E-cadhérine, empêchant ainsi 

les contacts avec les cellules environnantes. Ce processus est médié par un groupe de facteurs 

de transcription tels que SNAIL1, SNAIL2, ZEB1 (zinc-finger E-box-binding homebox 1), 

ZEB2, KLF4 (Krueppel-like factor 4), TCF3 (également appelé E47) et TWIST. Il a été 

démontré que SNAIL1 est induit par les TGF-2 et 3 pour induire par exemple le développement 

des ventricules du cœur (A. S. Boyer et al. 1999).  

 

 Le processus d’EMT étant décrit comme un processus physiologique ayant un rôle 

essentiel au développement embryonnaire, il est également impliqué dans le développement 

tumoral, à l’origine notamment de la transformation de la cellule et ses capacités tumorigènes 

(Peinado, Olmeda, et Cano 2007) (pour revue, (Bierie et Moses 2006)). Ainsi, l’expression 

anormalement soutenue de ces facteurs clés de l’EMT peut transformer une cellule épithéliale 

mammaire en cellule souche mammaire, lui donnant ainsi un phénotype de cellule onco-

initiatrice (Scheel et Weinberg 2011). 

 Compte-tenu du rôle du TGF- dans l’EMT, un processus de reprogrammation 

cellulaire, on comprend son rôle dans la reprogrammation des iPS. Les iPS, des cellules 

pluripotentes, sont obtenues à partir de la coexpression de 4 facteurs clés (OCT4, KLF4, SOX2 

et MYC) dans un fibroblaste ou une autre cellule différenciée (K. Takahashi et Yamanaka 

2006). Il a été suggéré que OCT4 et SOX2 interfèreraient avec SNAIL1 alors que KLF4 

favoriserait l’expression de l’E-cadhérine, permettant davantage un processus de MET 

(mesenchymal to epithelial transition) (Li R et al, 2010). Ainsi, l’ajout d’inhibiteur du TGF- 

ou du récepteur au TGF- empêcherait l’action ectopique de ces gènes et favoriserait ainsi la 

génération d’iPS (Maherali et Hochedlinger 2009). 
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3.2.6. Rôle du TGF- dans la réponse immunitaire 

 

Le TGF- a également un rôle important dans la réponse immunitaire ainsi que dans le 

maintien de l’immunité. Notamment, il régule la sélection et le maintien de l’homéostasie des 

lymphocytes T, en inhibant les LT cytotoxiques (CTL), Th1 et Th2 tout en activant les LT-reg, 

Th17 et les Th9. Il est aussi le garant de la prolifération de la survie et de l’activation des LB 

tout comme le développement et l’activation des NK, macrophages, DC et des granulocytes. 

(Pour revue (David et Massagué 2018) (Sanjabi, Oh, et Li 2017)) 
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3.3.  Rôle du TGF- dans l’hématopoïèse 
 

3.3.1. Rôle du TGF- dans la balance quiescence versus 
autorenouvellement des CSH 

 

Dans des conditions physiologiques, la majeure partie des CSH sont en quiescence, une 

propriété responsable de leur maintien dans le temps (Cheshier et al. 1999) (A. Wilson et al. 

2008) (D. Sun et al. 2014). Le TGF- joue un rôle antiprolifératif sur les CSH. La suppression 

de cette quiescence a pour conséquence de réduire cette capacité de maintien jusqu’à même 

aboutir à un épuisement des capacités intrinsèques de ces cellules (multipotence et capacité de 

reconstitution à long terme) (Soma, Yu, et Dunbar 1996) (Batard et al. 2000). Il a été démontré 

dans les HSPC que le TGF- intervient dans l’arrêt du cycle cellulaire et la quiescence de ces 

cellules via p57, un inhibiteur de CDK (cyclin-dependent kinase) (Scandura et al. 2004). 

Il a été démontré que la suppression de la signalisation des R-SMADs, médiée par une 

surexpression de SMAD7, augmente les capacités d’autorenouvellement des CSH. Une 

expérience semblable, mais avec cette fois-ci une délétion de Smad4, amène un phénotype 

similaire montrant ainsi que la signalisation TGF- empêche l’autorenouvellement des CSH 

(Karlsson et al. 2007).  Pour étoffer ces résultats, de récents travaux de Wang Xiaofang et al, 

2018 (X. Wang et al. 2018) ont montré dans la souris que l’ajout du TGF-1 supprime 

l’autorenouvellement des CSH, les empêchant d’entrer en quiescence ce qui impacte également 

leur capacité de reconstitution à long terme. 

 

3.3.2. Rôle de TGF- dans l’engagement des progéniteurs 
hématopoïétiques 

 

Les gènes clés de l’engagement mésenchymateux, ou lymphoïde, myéloïde et érythroïde 

sont respectivement myogenic identity factor myoblast determination protein-1 (MYOD1), 

PU.1, CCAAT/enhancer-binding protein- (C/EBP) et GATA1. Des travaux ont montré le 

rôle de TGF- dans la spécification de ces lignages hématopoïétiques et mésenchymateux 

(Mullen et al. 2011) (Trompouki et al. 2011). Ainsi, via la signalisation du TGF-, le complexe 

SMAD3-SMAD4 co-occupe le génome avec en partenaire MYOD1 ou PU.1. La signalisation 

BMP, semble quant à elle contrôler la régulation de gènes d’engagement via le complexe 
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SMAD1-SMAD4 en collaboration avec C/EBP ou GATA1 et GATA2 dans les progéniteurs 

myéloïdes et érythroïdes respectivement (Mullen et al. 2011) (Trompouki et al. 2011). L’action 

de R-SMAD-SMAD4 dans le maintien des cellules ES ainsi que son apport dans l’engagement 

hématopoïétique, démontrent le rôle prédominant du TGF- dans l’orchestration de cette 

régulation.  

Bien que le mécanisme ne soit pas encore démontré, on sait également maintenant que 

le TGF- stimule à faible dose la prolifération de HSPC à caractère myéloïde, au détriment de 

HSPC à caractère lymphoïde (Challen et al. 2010). Ce dernier résultat conforte l’hypothèse que 

les HSPC sont un pool hétérogène de progéniteurs, comprenant des progéniteurs déjà engagés 

dans le lignage myéloïde ou lymphoïde bien que non distinct phénotypiquement.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18: Effets du TGF- sur la régulation de la croissance/prolifération et la 

maturation/différenciation lors du développement des cellules hématopoïétiques  

D’après (Fortunel, Hatzfeld, et Hatzfeld 2000) 
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Les rôles du TGF- sur l’hématopoïèse sont résumés dans la figure 18. Le TGF- a été 

reporté comme ayant un rôle négatif (c’est-à-dire anti-prolifératif) et anti-différenciant dans 

le lignage mégacaryocytaire (Jackson et al. 1994) (Berthier et al. 1993). Un anticorps anti-

TGF- (déplétant) ajouté en culture liquide augmente la prolifération des progéniteurs 

mégakaryocytaires chez le rat (Kuter DJ et al, 1992), bien que les mégakaryocytes produisent 

du TGF-1 qu’ils stockent dans des vésicules et les libèrent notamment en présence d’IL-3 ou 

d’IL-1 (Wickenhauser et al. 1995). 

 Il a également été démontré un rôle du TGF- sur le développement des cellules 

dendritiques à partir de la différenciation de précurseurs myéloïdes ou monocytaire en DC (Y. 

Zhang et al. 1999) (Jaksits et al. 1999). 

 

3.4. Rôle du TGF- dans la différenciation 
érythroïde 

 

La voie du TGF- est un des facteurs clés de la différenciation érythroïde. Elle est retrouvée 

non seulement dans la différenciation des progéniteurs mais aussi des BFU-E et CFU-E 

(Hatzfeld et al. 1991) (Del Rizzo, Eskinazi, et Axelrad 1990) (Cardoso et al. 1993). 

Historiquement, Krystal (Krystal et al. 1994) fut le premier à démontrer dans des cellules 

humaines primaires, que le TGF-1 permet et accélère la transition des BFU-E early en BFU-

late et des BFU-E late en CFU-E, de façon concomitante à une accélération d’expression de 

marqueur de surface de maturation érythroïde GPA ainsi qu’une hémoglobinisation plus rapide 

de ces cellules (Dubois et al. 1993). Au début du XXIe siècle, les travaux de Zermati et al. ont 

mis à jour le mécanisme d’action du TGF- dans l’inhibition de l’érythropoïèse. Ses travaux 

ont montré que le TGF-, même à une faible concentration (de 2ng/mL) inhibe la prolifération 

et donc l’expansion des progéniteurs érythroïdes CD36+ d’un facteur 15 (Figure 19, A), ces 

cellules CD36+ étant apparentées à un mélange hétérogène de BFU-E et de CFU-E 

principalement. Cette chute de prolifération est accompagnée d’une forte accélération de 

maturation érythroïde (visualisée en cytométrie en flux, test d’hémoglobinisation, examen 

histologique et microscopie électronique) causée par une diminution du cycle cellulaire des 

progéniteurs érythroïdes (davantage de progéniteurs en G0/G1). Cette accélération de 



66 

 

maturation ne change pas pour autant le motif d’expression des chaînes de globines adultes et 

fœtales. Les érythrocytes ainsi formés sont normalement énucléés bien qu’il soit connu que la 

culture in vitro de précurseurs érythroïdes, en l’absence de macrophage CD169+, n’aboutit pas 

à 100% d’énucléation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19: Mise en évidence de l’effet du TGF- au cours de l’érythropoïèse. L’ajout 

de TGF- au cours de la différenciation érythroïde impacte grandement le nombre de cellules 

produites (A), en accélérant la maturation des érythroblastes (B). Travaux de (Zermati et al. 

2000). 

 

Depuis ces articles fondateurs, de nouveaux travaux sont venus agrémenter nos 

connaissances quant à l’action du TGF-1 dans la différenciation érythroïde. En 2003, les 

travaux de Akel et al. ont montré chez l’humain que le TGF-1 était sécrété de manière 

autocrine en culture in vitro par les progéniteurs et précurseurs érythroïdes. Il a utilisé un 

A 

B 
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anticorps anti-TGF-1 qui supprime l’effet autocrine, ce qui ralentit l’érythropoïèse et 

augmente le nombre total d’érythrocytes générés, bien que le nombre de colonies en 

méthylcellulose reste apparemment le même (Akel et al., 2003). Concernant le mécanisme 

d’action emprunté dans la voie du TGF- on sait également que le complexe SMAD2/3-

SMAD4 permet d’arrêter le cycle cellulaire et la prolifération érythroïde, tandis que SMAD2/3-

TIF1 permet l’expression des gènes importants de la différenciation érythroïde, ces deux 

phénomènes étant conjoints (Bai et al. 2010) (He et al. 2006).  

 

 

3.5. Rôle des autres cytokines appartenant à la 

superfamille du TGF- au cours de la différenciation 
érythroïde 

 

3.5.1. Cas de l’activine A, du BMP2 et du BMP4 
 

Bien que sur l’érythropoïèse, TGF-1 soit le principal effecteur dans la voie de 

signalisation du TGF-, d’autres effecteurs ont été recensés tels que l’activine A ou encore des 

BMP tels que BMP2 et BMP4. Tout comme il avait été démontré que l’érythropoïèse de stress 

chez la souris était médiée par BMP4, les travaux de Perry et al. ont montré que BMP4 accélère 

la maturation des progéniteurs érythroïdes en bloquant la prolifération (Perry et al. 2009). Les 

travaux de Maguer-Satta et al. ont également porté sur l’étude de ces trois effecteurs. Ce groupe 

a rapporté que dans les HSPC dérivées de PBMC ou de MO, la différenciation érythroïde en 

présence d’activine A aboutit à la formation de davantage de late BFU-E et de CFU-E et que le 

BMP2 favorise la manifestation de early BFU-E (Maguer-Satta et al. 2003). 

 

3.5.2. Cas de GDF11 et de GDF15 
 

D’autres facteurs appartenant à la famille du TGF- ont un rôle dans l’érythropoïèse tels 

que les GDF, comme GDF11 et GDF15 (Suragani et al. 2014),  dont le mécanisme d’action 

n’est pas encore connu exactement. Il existe cependant déjà des inhibiteurs de ces GDF tels que 

ACE-011, ACE-536, des inhibiteurs Ligand-Trap de GDF11, constitués du domaine 
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extracellulaire du récepteur ActRIIA lié à un fragment constant (Fc) IgG1 humain (Ruckle et 

al. 2009). Il a été rapporté que le ligand trap de GDF11 pouvait corriger le défaut 

d’érythropoïèse dans des souris considérées comme des modèles de -thalassémie (Dussiot et 

al. 2014) ou de SMD (Suragani et al. 2014). Cependant, la plupart de ces expériences ont été 

réalisées in vivo, les effets observés sur l’érythropoïèse seraient à confirmer au cours de 

l’érythropoïèse in vitro, en absence d’autres cellules du microenvironnement. En effet, les GDF 

pourraient exercer leur effet de façon indirecte en agissant sur les macrophages, et les 

ostéoblastes. 

 

Dans la suite de cette partie nous allons traiter brièvement la question des inhibiteurs de 

la voie de signalisation du TGF- ainsi que de certaines pathologies dans lesquelles l’utilisation 

de ces inhibiteurs ont, ou pourraient, avoir une utilité thérapeutique.  

 

 

3.5.3. Inhibiteurs des TGF-R 
 

L’intérêt de cibler la voie de signalisation du TGF- offre une portée thérapeutique 

attrayante. Bien que dépassant son rôle dans l’érythropoïèse et sa responsabilité dans certaines 

anémies, le TGF- est impliqué dans de nombreux processus tumoraux comme jouant un rôle 

important aussi bien dans l’angiogenèse, l’inflammation, l’invasion/métastase ou encore le 

processus d’échappement au système immunitaire (Pour revue (Lahn et al. 2015)). Ainsi, 

nombre d’inhibiteurs ont été créés, certains sont en phase d’essai clinique tels que le 

Galunisertib (également appelé LY2157299) (Xie et al. 2015), le LDN-193189 un inhibiteur 

spécifique des BMPs, qui inhibe transcriptionnellement ACVR1 et BMPR1A (Boergermann et 

al. 2010). Ou encore le SB-431542 (Laping et al. 2002), un inhibiteur du TGF-RI. 
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4. Etude du gène CXXC5, alias RINF  

 

Ce n’est qu’en 2009 qu’ont été réalisées les premières études fonctionnelles sur CXXC5, 

lui attribuant alors un rôle dans trois voies de signalisation: la voie Wnt/-caténine (Andersson 

et al. 2009), la signalisation des rétinoïdes (Pendino et al. 2009) et la régulation de l’apoptose 

(M. Zhang et al. 2009a). Depuis, une quarantaine d’articles sont venus étoffer les connaissances 

sur ce gène, que ce soit par des études cliniques, analytiques ou fonctionnelles, réalisées aussi 

bien chez l’homme que dans des modèles animaux (souris, rat, poisson zèbre, chèvre). 

De ces études, il apparait que ce gène interviendrait dans la différenciation et le 

développement de nombreux tissus. Il interviendrait également dans le processus de 

tumorigénèse ayant un rôle ambivalent, pouvant être oncogène ou suppresseur de tumeur selon 

le contexte cellulaire. Son expression est étroitement corrélée au pronostic dans certains cancers 

solides (comme le cancer du sein ou de la prostate) et les leucémies. Son expression presque 

ubiquitaire suggère que CXXC5 aurait un mode d’action moléculaire multiple, entre partenaire 

protéique et cofacteur de la régulation génique (voire même épigénétique). 

 

Je me propose de détailler dans cette partie, avec un regard critique, les différents 

processus et modes d’action dans lequel CXXC5 serait impliqué. 

 

4.1. Localisation chromosomique et structure du 
gène CXXC5  

 

Le gène CXXC5 est situé sur le bras long du chromosome 5 (5q31) (Figure 20 A), dans 

une micro-région fréquemment perdue par délétion chromosomique dans certaines hémopathies 

malignes (SMD et LAM). Le gène codant la protéine RINF est composé de quatre exons 

(Figure 20 B), avec un site d’initiation de la transcription sur chacun des deux premiers exons. 

Ainsi, un épissage est possible et aboutit à deux ARNm RINF avec un 5’-UTR différent mais 

une séquence codante inchangée (le codon d’initiation de la traduction ATG est situé dans 

l’exon 3 et le codon stop est situé dans l’exon 4). 
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Figure 20: Représentation schématique de la localisation (A) et de la structure 

(B) du gène CXXC5, codant le facteur nucléaire RINF. Composé de 4 exons, ce gène 

possède deux sites d’initiation de la transcription. L’analyse de son promoteur révèle de nombreux sites 

de fixation potentiels, mais peu ont été validés par l’expérimentation, comme c’est par exemple le cas 

pour l’élément de réponse aux rétinoïdes (RARE). La séquence codante est située majoritairement sur 

l’exon 3 et en partie sur l’exon 4 (d’après Pendino et al. 2009).  

 

4.2. Analyse de sa structure protéique primaire 
 

CXXC5 code pour une protéine de 322 acides aminés (33kDa). L’étude de la séquence 

de la protéine a permis d’identifier que CXXC5 possédait une séquence NLS (Signal de 

Localisation dans le Noyau). Ces travaux de Pendino et al. ont démontré sa localisation 

nucléaire de cette protéine (du moins dans les cellules NB4 et MCF7). Des études de 

mutagénèse dirigée ont montré que la mutation de cette séquence empêchait effectivement la 

translocation au noyau. (M. Zhang et al. 2009b). Bien que cette protéine possède ce NLS, nous 

verrons par la suite que sa localisation semble dépendre du contexte cellulaire, étant très bien 

décrite dans la littérature comme partenaire de DVL (Dishevelled) lui conférant une 

localisation plutôt cytoplasmique, permettant d’inhiber la voie Wnt/-caténine.  

 

B A 
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4.3. RINF, un probable régulateur épigénétique 
Un doigt de zinc pour les gouverner tous 

 

La séquence du gène CXXC5 a initialement été découverte en 2004 par Katoh et al. lors 

d’une étude in silico (Katoh et Katoh 2004) mettant pour la première fois en évidence les gènes 

codant pour des protéines de la famille CXXC. Cette famille a été définie comme contenant un 

motif à doigt de Zinc de type CXXC. Il s’agit d’une séquence particulière de 8 cystéines. La 

plupart de ces cystéines sont séparées par deux acides aminées « xx » au sein du motif. Ces 

protéines sont également appelées zinc finger protein (ZF-CXXC), du fait que les groupements 

Cystéines du motif CXXC comprennent deux ions zinc. 

 

Le motif CXXC est un motif en doigt de zinc composé de deux groupements très 

conservés riches en cystéines et renfermant deux ions zinc (Zn2+). Il existe une douzaine de 

protéines possédant des CXXC (revue Long H, 2013) (Katoh 2004) (Xu et al. 2018). 

De par ce motif ces protéines ont la capacité de se lier à l’ADN au niveau des Cytosines 

de la chaine nucléotidique. Il est souvent admis que les cytosines ciblées par ces CXXC sont 

situées sur des CpG5 qui sont simplement une succession nucléotidique d’une cytosine suivie 

                                                 

5 Par convention, il est établi qu’une région de 1kb comprenant au moins 50% de CpG est 

appelée îlot CpG. Du fait que ces îlots CpGs soient retrouvés dans 60 à 80% des régions promotrices 

des gènes, il est suggéré qu’ils jouent un rôle dans la régulation des gènes (Bird 1986). 

Les Cytosines des CpG peuvent subir des modifications post-réplicationnelles telles que le phénomène 

de méthylation (en position 5, appelé 5-méthylcytosine) qui est une modification stable (Coulondre et 

al. 1978). Il a été démontré que cette méthylation des CpG avait le plus souvent pour conséquence 

d’empêcher la fixation de facteurs de transcription au niveau des promoteurs, impactant ainsi la 

transcription. Cette méthylation des CpG sont notamment responsable de l’empreinte parentale et de 

l’inactivation du chromosome X (A. Bird 2002). Ces modifications sont également souvent associées à 

des complexes co-represseurs également un état de répression de la chromatine via l’activité des histones 

déacétylases (HDAC). 

Les Histones permettent le repliement et la compaction de l’ADN. Il est facile de comprendre 

que le degré de compaction de l’ADN est déterminant pour l’accessibilité et donc pour l’expression de 

gènes (permettant ou empêchant la machinerie transcriptionnelle de se fixer aux promoteurs d’un gène). 

Les modifications post-traductionnelles des histones, méthylation, acétylation, ubiquitination 

phosphorylation, et déamination sont déterminants pour la conformation des histones. Ces processus de 

modification d’histones réversibles font appel à des enzymes comme les HDAC, ou encore les histones 

acétyles transférase (HAT) (Kuo et Allis 1998). 

La méthylation de l’ADN est un processus également réversible dans lequel interviennent des 

enzymes comprenant un doigt de zinc comme les protéines de la famille des MBD (methyle binding 

protein), MBD1-2 (Long, Blackledge, et Klose 2013), et DNMT1  ou n’en comprenant pas comme pour 

DNMT3. Ces enzymes ont des rôles spécifiques et permettent d’effectuer des méthylations de novo sur 
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d’une guanine. Il en existe à de multiples endroits à travers le génome que ce soit dans les 

régions géniques ou intergéniques.  

 

Un premier classement de ces enzymes a été proposé en fonction de leur homologie de 

structure, par la présence ou non d’un motif KFGG (succession d’une lysine, phénylalanine et 

de deux glycines) entre deux groupements cystéine impactant ainsi sur la taille et la flexibilité 

des doigts de zinc. CXXC5, CXXC4, TET1 et TET3 font partie des CXXC à « doigt court » 

notamment par l’absence de ce motif KFGG, possédé par CFP1, MLL1, MLL2, KDM2A, 

KDM2B, MBD1, DNMT1 et FBXL19 qui sont des CXXC à « doigt long » (Figure 21). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21: Le motif à doigt de zinc de type CXXC de la protéine RINF. Le doigt de 

Zinc de type CXXC est le seul domaine conservé dans la protéine RINF. Celui-ci est retrouvé dans onze 

autres protéines humaines. L’alignement de la séquence de ce motif entre les différents paralogues de 

RINF est ici représenté. Les acides aminés conservés sont en gris et les résidus cystéine sont en rouge. 

On observe que la majorité des protéines listées ont un rôle épigénétique. Le motif est particulièrement 

conservé avec les protéines impliquées dans le contrôle de l’hydroxyméthylation, en rouge. D’après 

(Pendino et al. 2009).  

 

                                                 

un CpG non méthylé (c’est le cas de DNMT3 et MBD1), ou bien de maintenir une méthylation lors de 

la réplication de l’ADN, permettant ainsi d’apporter une méthylation donnée sur le brin néosynthétisé 

(Rhee et al. 2002). 
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 La famille des CXXC peut aussi être classée en 4 groupes selon leur homologie de 

structure ou par leur affinité de fixation sur les CpG comme présenté en figure 22. La classe I 

contient les doigts de zinc responsables de la méthylation de la lysine 4 de l’histone 3 (appelé 

pour la suite H3K4) et comprenant CFP1 (Thomson et al. 2010), MLL1 (Dou et al. 2006) et 

MLL2 (FitzGerald et Diaz 1999). La classe II contient les enzymes responsables de la 

déméthylation de H3K36 tel que KDM2A (Tanaka et al. 2010) et KDM2B (Farcas et al. 2012). 

La classe III comprend les enzymes responsables de la méthylation de l’ADN telles que 

DNMT1 (Rhee et al. 2002) et la classe IV contient les enzymes responsables de 

l’hydroxyméthylation de l’ADN, comme c’est le cas de TET1 (Tahiliani et al. 2009), TET3 

(Gu et al 2011), CXXC4 et CXXC5 (Ko et al. 2013).  

 

 

 

 

 

 

 
Figure 22: Classement des protéines à doigt de Zinc CXXC par leur motif d’affinité 

de liaison à l’ADN et par leur rôle. On observe une que les CXXC du groupe III sont en 

plus d’être capables de se lier aux CpG, sont également capables de se lier à d’autres motifs tels 

que les CpA, CpT, CpC et CpmC. D’après (Xu et al. 2018)  
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Les TET ont pour rôle la déméthylation de l’ADN dont le schéma mécanistique est détaillé en 

figure 23.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23: Schéma du cycle de déméthylation active de l’ADN. Le processus de 

déméthylation de l’ADN peut être réalisé par déméthylation passive ou active: Elle peut être passive 

lors de la réplication de l’ADN, dans le cas où le brin néosynthétisé n’est pas méthylé par la DNMT1. 

La méthylation n’est pas conservée et entraine une perte de la méthylation au fur et à mesure des 

divisions cellulaires successives. Elle est rendue active par l’intermédiaire des TET (TET1, TET2, 

TET3) qui sont des enzymes tissus spécifiques possédant une activité méthylcytosine-dioxygénase, 

capable de catalyser la réaction de conversion des 5-méthylcytosines (5-mC) en 5-

hydroxyméthylcytosines (5-hmC), puis en 5-formylcytosine (5-fC) et en 5-carboxylcytosine (5caC) 

pour obtenir la cytosine. Ces deux dernières modifications (5-fC et 5caC) sont réalisées par des enzymes 

appelées TDG pour thymine DNA glycosylase et permettent, de concert avec un mécanisme de base 

excision repair (BER), l’excision du 5-fC et 5caC. Ce dernier mécanisme est reconnu par ces enzymes 

comme un défaut de l’ADN (Hao Wu et al. 2014). TDG (thymine DNA glycosylase), BER (base excision 

repair), AM–AR (active modification–active removal), AM–PD (active modification–passive dilution). 

D’après (X. Wu et Zhang 2017) 

 

 

 Ainsi, TET1 est décrit dans la littérature comme très exprimée au cours du 

développement embryonnaire. TET1 est responsable de la déméthylation et du maintien de 

l’empreinte parentale lors du développement de l’embryon (Yamaguchi S 2013). Les Knock 

Out (KO) pour les gènes des TET ont pour effet d’amener un état d’hyperméthylation des 

promoteurs et enhancer de gènes créant ainsi des défauts de développement de l’embryon (chez 

la souris) (Dawlaty et al. 2014). TET3 a également un rôle lors du développement 
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embryonnaire, il est nécessaire au premier stade de la cellule œuf afin de déméthyler les CpGs 

des promoteurs paternels de Oct4 et Nanog (Gu et al. 2011). TET1 et TET3 sont également 

exprimés dans le cerveau et l’invalidation de TET1 mettrait en cause le développement 

neuronal, entrainant des défauts de comportement chez les souris adultes KO TET1 (Andrii 

Rudenko et al. 2013). Des études montrent également le lien entre des maladies 

neurodégénératives et mentales où il est observé un défaut de méthylation/hydroxyméthylation 

des îlots CpG (A. Rudenko et Tsai 2014). Quant à TET2, il présente la particularité d’être 

dépourvu de domaine CXXC. Il est particulièrement exprimé dans les cellules 

hématopoïétiques et sa dérégulation entraine des défauts d’hématopoïèse en favorisant 

l’expansion du compartiment souche. TET2 est notamment retrouvé muté dans nombre de 

cancers du sang, leucémie et myélodysplasies en favorisant le plus souvent une expansion des 

clones leucémiques (Delhommeau et al. 2009).  

Plus récemment, des études ont mis en évidence le rôle des TET lors de l’érythropoïèse 

humaine  (H. Yan et al. 2017). Bien que TET1 ne soit pas exprimé au cours de l’érythropoïèse, 

leur travaux basés sur des expériences de perte d’expression de TET2 et TET3 dans des CSPH 

(CD34+) ont montré que TET3 avait un impact sur l’érythropoïèse terminale, en augmentant le 

taux d’apoptose ainsi que le processus d’énucléation des érythrocytes. La perte de TET2, de 

son côté, a pour effet d’augmenter la prolifération des progéniteurs érythroïdes. De façon plus 

surprenante, la perte de ces TET (TET2 et TET3) n’influerait pas sur le niveau de 5-mC global 

du génome. Un article récent montre également l’importance de Tet2 et Tet3 dans 

l’érythropoïèse murine. Par invalidation de Tet2, Tet3 ou Tet2/Tet3 (dont la délétion est 

inductible) les auteurs démontrent que ces souris ont une anémie dans les premières semaines 

qui est compensée par la suite, hormis pour le double KO Tet2/Tet3 qui souffre d’une anémie 

chronique. Ces trois souris développent des pathologies leucémiques par la suite, lors du 

vieillissement  (Swaminathan et al. 2017, preprint). 

 

Dans l’article de Ko M et al. de 2013, il a été suggéré que CXXC5 et CXXC4 avaient 

un rôle similaire dans les cellules ES, celui d’inhiber TET2, par dégradation via la caspase 3 

(Ko et al. 2013). Les TET ayant pour rôle la déméthylation de l’ADN (en catalysant la 5-mC 

en 5-hmC), CXXC5 aurait donc pour rôle d’empêcher cette déméthylation et donc de maintenir 

la 5-mC. Cependant, ces expériences ont été réalisées à partir de protéines étiquetées en N-ter, 

dont nous ignorons l’effet sur les fonctions endogènes de la protéine. 
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Un article plus récent suggère que CXXC5 recrute TET2 pour déméthyler le promoteur 

de Irf7 dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs) et permet la production de l’IFN 

en réponse à une infection virale. Dans ce contexte cellulaire, CXXC5 et TET2 seraient donc 

des partenaires d’activation de la transcription. Ces deux types d’étude ayant été réalisées chez 

la souris dans des contextes cellulaires différents, dans des cellules souches embryonnaires 

(ESC) et l’autre dans des cellules de l’immunité, il est possible que CXXC5 ait un rôle 

ambivalent même lorsque sa localisation est nucléaire. 
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4.4. Expression du gène CXXC5 
 

Depuis la découverte de CXXC5, les premiers articles de 2009 montrent une expression 

forte de la protéine humaine dans les cellules souches hématopoïétiques (CD34+), mais aussi 

dans le placenta, le rein et le cœur. En revanche, il serait moins exprimé dans le pancréas et les 

ovaires (Pendino et al. 2009). A l’ère du big data, les données de microarray, RNA-seq et 

protéomiques sont des données communes et accessibles permettant d’avoir une idée précise 

des variabilités d’expression entre des tissus spécifiques. D’autres consortiums ont fait vœu de 

conforter ces expressions et de valider les anticorps proposés dans le commerce via des banques 

de tissus sains, malins et lignées cellulaires (double screen entrepris par Proteinatlas)(Uhlén et 

al. 2005; Thul et al. 2017)6. Selon ce site, la location de CXXC5 serait aussi bien nucléaire que 

cytoplasmique, et cette protéine serait exprimée de façon ubiquitaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 

6 https://www.proteinatlas.org/ 

  https://www.proteinatlas.org/ENSG00000171604-CXXC5/cell 

 

A 

B 

https://www.proteinatlas.org/
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000171604-CXXC5/cell
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Figure 24: Expression de RINF dans différents tissus de l’organisme. Il est rapporté 

que RINF semble être présent et détecté aussi bien au niveau de son expression ARN que 

protéique dans la plupart des tissus. Il semblerait que suivant le contexte cellulaire l’expression 

de RINF serait essentiellement nucléaire bien qu’il soit reporté une expression cytoplasmique 

dans certains tissus. D’après proteinatlas.org  

 

 

4.5. CXXC5, également appelé RINF pour retinoid 
inducible nuclear factor 

 

Comme suggéré par le motif RARE (retinoic acid responsive element) en amont du TSS 

de CXXC5, ce gène est directement régulé par les rétinoïdes. Cette protéine, dont le gène a 

d’ailleurs été mis en évidence lors d’un microarray réalisé dans une lignée de Leucémie Aiguë 

Promyélocytaire (LAP), la lignée NB4, est bien induite par l’ATRA dans les cellules primaires 

de patients souffrant de LAP (Pendino et al. 2009). Après ajout de rétinoïdes, CXXC5 est induit 

précocement (dès 1h30) et les cellules NB4 normalement bloquées au stade de promyélocytes 

se différencient en granulocytes neutrophiles. Dans cet article, le mécanisme d’action par lequel 

CXXC5 (RINF) participerait à la différenciation des NB4 n’est pas exploré. Cependant, RINF 

serait nécessaire à la granulopoïèse puisqu’une approche lentivirale ciblant son expression 

montre que sa perte d’expression (via un shARN) empêcherait la différenciation terminale des 

NB4 induite par l’ATRA. De plus, la surexpression de RINF dans ces lignées permettrait 

d’abaisser le seuil des doses requises d’ATRA pour déclencher la différenciation des NB4 

(donnée non publiées). 

 

4.6. RINF, un inhibiteur de la voie Wnt/-caténine 
 

Peu de mécanismes d’action de RINF sont décrits à l’heure actuelle. Depuis 2009, le 

mode d’action de RINF le plus souvent proposé dans la littérature est son premier rôle décrit 

comme inhibiteur de la voie Wnt/-caténine. Cette voie de signalisation est importante 

notamment pendant l’embryogenèse (Steinhart et Angers 2018) et le cancer (Polakis 2000).  

 La voie Wnt est activée par liaison de l’effecteur Wnt au récepteur transmembranaire 

Frizzled (Fz). Ce même récepteur va pouvoir s’associer à une autre protéine transmembranaire 

LRP, (LDL(Low-Density Lipoprotein)-related protein). Ce complexe permet de fixer DVL 
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(Disheveled) qui à son tour va recruter une protéine kinase GSK3 (Glycogensynthetase kinase) 

capable de phosphoryler la partie intracellulaire de LRP et de déphosphoryler la -caténine. 

Cette déphosphorylation de la -caténine empêche l’ubiquitination de celle-ci qui ne peut plus 

être dégradée par le protéasome. La -caténine étant un facteur de transcription, elle peut se 

délocaliser dans le noyau et activer des gènes spécifiques de la transcription. La figure 25 

présente un schéma du mécanisme d’action de la voie Wnt/-caténine.  

 

 Les travaux d’Andersson et al. ont montré que RINF interagit négativement avec cette 

voie de signalisation en se liant à DVL, mettant en avant une interaction protéine/protéine 

(RINF/DVL) dans le cytoplasme, empêchant le recrutement de GSK3, maintenant la 

dégradation de la -caténine par le protéasome dans une lignée humaine HEK293 (pour Human 

embryonnic kidney 293) et dans une lignée de cellule souche neurale. Depuis, principalement 

chez la souris mais aussi chez l’humain (lignées cellulaires), d’autres travaux ont montré une 

interaction entre RINF et DVL dont l’inhibition de la voie Wnt/-caténine impacte la 

différenciation des ostéoblastes, ralentissant le processus d’ossification (Kim HY 2015)(H.-Y. 

Kim et al. 2016). Dans la souris KO Rinf, des travaux ont aussi mis en évidence une diminution 

de la différenciation des oligodendrocytes et du processus de myélinisation des axones dans le 

cerveau. Les souris invalidées pour Rinf souffrent d’un défaut de conduction du fait de la 

structure des gaines de myéline (M.-Y. Kim et al. 2016).  

L’activation de la voie Wnt/-caténine par l’inhibition, le ciblage de RINF ou de son 

complexe RINF/DVL accélérerait des processus de cicatrisation et de régénération de la peau 

(S.-H. Lee et al. 2015) et des cheveux et poils (S.-H. Lee et al. 2017) via l’expansion des 

kératinocytes, l’augmentation de production du collagène 14 des fibroblastes et l’augmentation 

de la division des follicules pileux. 

 

Par l’intérêt évident de cibler RINF pour favoriser des processus de différenciation 

(repousse du cheveu, cicatrisation de la peau, différenciation osseuse), des groupes de recherche 

ont également entrepris de cibler le complexe d’interaction RINF/DVL via la conception d’un 

peptide inhibiteur. Depuis 2016, un peptide est à l’essai dans des thérapies contre l’ostéoporose 

(H.-Y. Kim et al. 2016). La conception de logiciel de prédiction de molécules inhibitrices de ce 

complexe est toujours d’actualité (Songling Ma et al. 2018) et a même amené des équipes à 

faire des étude de cristallographie du complexe RINF/DVL (I. Lee et al. 2017). 
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Figure 25: Schéma proposé du mécanisme d’action de RINF sur la voie Wnt/-

caténine. Il a été mis en évidence une interaction entre RINF et DVL, empêchant la liaison de DVL 

avec GSK3. Cette action entraine la dégradation de la -caténine par le protéasome et empêche ainsi la 

transcription des gènes cibles de la voie Wnt/-caténine. 
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 RINF et voie de signalisation du TGF- 
 

D’autres travaux montrent que RINF serait également impliqué dans la voie de 

signalisation de la superfamille du TGF-, notamment comme cible du BMP4 dans les cellules 

souches neurales (Andersson et al. 2009), ainsi que nécessaire pour le développement cardiaque 

du poisson zèbre (zebrafish) (Peng et al. 2016). Le poisson zèbre étant très différent de 

l’homme, les taux de conservation des protéines sont élevés (95-97%), ils mettent en évidence 

ici une interaction protéique entre le motif en doigt de zinc CXXC et SMAD2/SMAD3 

(confirmée par mutagénèse dirigée sur le motif CXXC). 

RINF a aussi été proposé comme activateur de la voie du TGF- dans les carcinomes 

hépatiques, permettant l’arrêt du cycle cellulaire et l’induction en apoptose (X. Yan et al. 2018). 

Cependant, quelques ambiguïtés persistent dans l’interprétation de leurs résultats, notamment 

le fait que la perte de RINF (via shRINF) sensibilise la lignée Hep3B au TGF-, et qu’ils 

considèrent que RINF soit un activateur du TGF-. Ils montrent ensuite que l’ajout de TGF- 

augmente l’expression d’un vecteur luciférase sur le promoteur de RINF dans la lignée 

cellulaire Hep3B. Bien que ces résultats semblent se contredire, ils pourraient s’expliquer par 

un rôle non intuitif comme une boucle de rétro-contrôle dans laquelle RINF serait activateur et 

se réprimerait pour contrôler sa propre expression. Ils suggèrent également que RINF se lierait 

à HDAC1, faisant l’un et l’autre un partenaire transcriptionnel. 

 

4.7.1. RINF est impliqué dans la reproduction 
 

Les œstrogènes modulent RINF dans des lignées de cancer du sein (Yaşar, Ayaz, et 

Muyan 2016). En effet, en plus de posséder un motif RARE en amont de son site de 

transcription, RINF possède également un motif de réponse aux œstrogènes ERE (Estrogen 

Responsive Element). 

Il a été suggéré que la diminution de l'expression de RINF dans le tissu de la corona 

radiata était associée à une faible réserve ovarienne chez la femme (May-Panloup 2012). RINF 

est retrouvé surexprimé dans les tissus ovariens de chèvre capable de polycoitus (grossesse à 

gestation multiple) (X. P. An et al. 2012). Bien que ce ne soit que des corrélations, les faibles 

expressions de RINF dans le tissu ovarien sont associées à des monocoitus. 
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Il a été suggéré que RINF interagissait avec FOXL2, un gène impliqué dans les 

pathologies liées à des défauts dans la régulation ovarienne ainsi que lors du développement 

embryonnaire (développement crâniofaciale). CXXC4, de par son homologie structurelle, 

semble également avoir un mécanisme d’action en commun avec FOXL2. 

Bien que ce ne sont que des études corrélatives indépendantes, l’ensemble de ces articles 

confortent le fait que RINF ait un rôle dans le processus de reproduction, étant très exprimé 

dans les organes reproducteurs et modulé par les œstrogènes.  

 

4.8. L’ambigüité de RINF avec les mécanismes 
d’apoptose 

 

L'apoptose est un processus d'induction de mort cellulaire. Il est utilisé par la plupart 

des cellules lorsqu'un disfonctionnement "irrémédiable" survient. Il est aussi utilisé lors du 

développement embryonnaire pour la morphogenèse des tissus comme pour façonner les doigts, 

le cerveau, la bouche, les yeux, … (Jacobson, Weil, et Raff 1997). Certains lymphocytes T de 

l'immunité peuvent induire l’apoptose des cellules non reconnues par le système immunitaire 

ou reconnues comme dégénérées (via FasL/Fas). Enfin, les mécanismes de résistance à 

l'apoptose sont très étudiés notamment dans le cancer comme c'est l'une des propriétés 

intrinsèques des cellules cancéreuses (Hanahan et Weinberg 2011). 

Il a été mis en évidence un rôle de RINF dans des mécanismes d'apoptose, suggérant 

que dans certains tissus, il pourrait être pro-apoptotique. Ce mécanisme pourrait être dépendant 

de P53. Il est par exemple suggéré que RINF participe à l’activation transcriptionnelle de P53 

et de la phosphorylation de sa protéine, permettant d'induire l'arrêt du cycle cellulaire après 

ajout d'étoposide (empêche l’entrée en mitose par inhibition de la topo-isomérase chargée de 

ressouder les brins d’ADN). L’absence de RINF et la présence d'étoposide ne permettrait pas 

l'accumulation de P53 dans le cytoplasme ni le recrutement d'ATM (Ataxia Telangiectasia 

Mutated protein-kinase) au niveau de la chromatine endommagée des lignées TK6 

(lymphoblastoïdes cells) (M. Zhang et al. 2009b). Il en serait de même dans les leucémies aiguës 

myéloïdes, dans lesquelles l’absence de RINF empêcherait l’induction de P53 induite par 

l’irradiation et les dommages à l’ADN (Kühnl et al. 2015). 

Comme déjà énoncé, RINF serait un partenaire de FOXL2. Bien qu’agissant comme 

répresseur de l’activité transcriptionnelle de FOXL2 (montré par test luciférase) (L'Hote 2012), 
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sa co-surexpression avec FOXL2 augmenterait l’apoptose induite (et visualisée via marquage 

à l’Iodure de Propidium et Annexine V) dans une lignée cellulaire KGN dérivée d’une tumeur 

de la granulosa (tissu ovarien).  

RINF a également un rôle pro-apoptotique dans des sarcomes, notamment des cancers 

de la gaine des nerfs périphériques (appelés MPNST pour Malignant peripheral nerve sheath 

tumors) (Cui et al. 2017). Il a été ici mis en évidence dans des lignées de fibrome neurales que 

KANK1, un régulateur du cytosquelette, régulait RINF transcriptionnellement. Par des 

expériences de pertes et gains de fonction ils ont ensuite montré que RINF induit l’apoptose 

d’une lignée cellulaire S462 dérivée de MPNST. De même, une approche ARN interférence de 

RINF rétablit la prolifération cellulaire de cette lignée en diminuant l’apoptose. 

 

Son rôle pro-apoptotique est encore suggéré dans des lignées de carcinomes hépatiques 

(Hep3B) (X. Yan et al. 2018), par des expériences de pertes de fonction de RINF, l’apoptose 

est diminuée, ce qui a pour effet de rétablir la prolifération cellulaire de ces lignées. De cette 

dernière expérience RINF est identifié comme une cible du TGF-.  

 

Cependant, RINF aurait clairement une fonction anti-apoptotique et protumorale (dans 

les lignées Hep3b et SMMC-7721) selon une autre étude réalisée la même année et dans une 

même lignée cellulaire (Tan et al. 2018).  

  

Dans ces derniers articles décrivant le mode d’action de RINF dans certains tissus et 

cancers, RINF aurait le plus souvent un rôle pro-apoptotique, faisant de lui un potentiel gène 

suppresseur de tumeur. 

 

4.9. RINF est dérégulé dans de nombreux cancers 
 

Bien que cela puisse paraitre surprenant, la séquence codante du gène CXXC5 est 

rarement mutée dans les cancers. De très rares microdélétions du gène RINF ont été décrites 

dans des cas de SMD (Murati et al. 2009) (Gelsi B 2009).  

Toutefois, CXXC5 est dérégulé dans de nombreux cancers: que ce soit les cancers du 

sein, de la peau (mélanome), de la thyroïde (Knappskog 2010), de la prostate (Bettin A 2015) 
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(Benedetti et al. 2017) (Devaney et al. 2013) et dans les cancers gastriques (W. Sui et al. 2017). 

RINF est également dérégulé dans les cancers hématopoïétiques, LAM (Kuhnl et al. 

2015)(Astori et al. 2013), SMD (Pendino et al. 2009)  (Treppendahl et al. 2013) (Stoddart et al. 

2016) (Rinke et al. 2017) ou encore CMML (Gelsi B 2009).  

Le rôle de RINF étant encore peu connu dans le cancer, sa forte expression s’avère être 

de mauvais pronostic dans les cancers de la prostate (Bettin, Reyes, et Reyes 2016), du sein, 

(Knappskog et al. 2011). Des travaux de l’équipe ont également montré que l’expression de 

RINF corrélait négativement avec la survie dans les LAM (Astori et al. 2013) et, de plus, que 

la perte d’expression de RINF (par stratégie ARN interférence) sensibilisait les cellules d’une 

lignée K562 à la chimiothérapie (doxorubicine et lénalidomide). Les cellules primaires de 

patients LAM présentant une faible expression de RINF mouraient plus rapidement lors de leur 

mise en culture et répondaient différemment à la chimiothérapie (lenalidomide). Appuyant cette 

hypothèse, les travaux de Kuhnl et al. ont montré que les blastes des patients LAM exprimant 

faiblement RINF sont de meilleur pronostic, et moins résistants à l’apoptose induite par la 

chimiothérapie conventionnelle (Kuhnl et al. 2015). 

Son expression est également retrouvée diminuée dans le cancer de la prostate via 

hyperméthylation de son promoteur résultant de l’inactivation de la transcription du gène 

(Devaney et al. 2013). Il est également retrouvé diminué dans les SMD 5q-, pathologie 

caractérisée par une anémie (Stoddart A 2015) (Rinke et al. 2017) (Gelsi-Boyer et al. 2009). 

Il semble difficile de faire la part de la contribution de RINF à ces pathologies, tantôt 

étant identifié comme un gène suppresseur de tumeur, tantôt comme oncogène. L’ensemble de 

ces travaux suggère que RINF serait impliqué dans le processus de cancérogénèse, nous ne 

savons toutefois pas le mécanisme d’action ni le rôle exact de cette protéine dans le cancer.  

 

Pour les tumeurs solides, si la forte expression de RINF est généralement corrélée à un 

mauvais pronostic, nous ne savons toujours pas quelles sont les cellules de l’écosystème 

tumoral qui l’expriment le plus (cellules cancéreuses, stromales, infiltrat immunitaire…). RINF 

étant fortement exprimé dans certaines cellules du système immunitaire (Lympocytes B, NK et 

pDC), et sa fonction ayant récemment été démontrée comme nécessaire à l’immunité anti-

virale, il est possible que RINF participe aussi à la fonctionnalité anti-tumorale de ces cellules.  
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Justification du projet de recherche 

 

Le gène CXXC5 (alias RINF, Retinoid-Inducible Nuclear Factor), a été découvert en 

2009 comme une cible directe des rétinoïdes nécessaire à la granulopoïèse. En effet, des 

expériences d’invalidation par ARN interférence ont démontré que l’expression de ce facteur 

était essentielle à la différenciation granulocytaire terminale des cellules hématopoïétiques 

aussi bien normales (progéniteurs hématopoïétiques humains CD34+ cultivés en présence de G-

CSF) que leucémiques (lignée NB4 traitée par l’ATRA, Acide Rétinoïque tout-trans). 

Toutefois, la contribution fonctionnelle de RINF sur la maturation, voire dans l’engagement 

des cellules souches et des progéniteurs hématopoïétiques humains vers d’autres lignages 

n’avait pas été déterminée. 

Au niveau moléculaire ce gène code pour un facteur nucléaire renommé RINF par 

l’équipe. RINF s’associe à la chromatine de par son motif en doigt de zinc (CXXC), lui 

permettant de se lier aux îlots CpG. Ce motif CXXC est retrouvé très conservé parmi des 

facteurs épigénétiques tels que TET1, TET3 et IDAX (CXXC4, précédemment décrit comme 

inhibiteur de TET2). Ces protéines sont connues comme étant impliquées dans le processus 

d’hydroxyméthylation de l’ADN, une étape intermédiaire et nécessaire à la déméthylation de 

celle-ci. Nos résultats et ceux de la littérature suggèrent que RINF aurait un rôle semblable à 

CXXC4, pouvant ainsi interférer avec l’activité des enzymes TET ou de leur transcription.  

Bien que de nombreuses études ont montré un rôle de RINF en tant qu’inhibiteur de la 

voie Wnt/-caténine avec une localisation cytoplasmique (bien que possédant un motif NLS) ; 

dans l’hématopoïèse et dans d’autres tissus, RINF possède une expression nucléaire mettant en 

avant un mécanisme d’action différent pouvant aussi bien être complémentaire. 

En accord avec la localisation de son gène en 5q31.2, une région retrouvée fréquemment 

délétée (CDR) chez les patients del(5q), il a été suggéré que la perte d’expression de RINF 

pouvait participer au processus de développement (pré)leucémique des SMD (Syndrome 

Myélodysplasique), une pathologie caractérisée par une dysérythropoïèse. 

L’objectif initial de mon projet de thèse était (1) d’évaluer la contribution de RINF in vitro 

au cours de l’érythropoïèse humaine normale, (2), in vivo au cours de l’hématopoïèse murine 

et (3) de définir son mode d’action moléculaire, notamment par la recherche de ses cibles 

transcriptionnelles, suggéré par son motif de liaison à l’ADN. 
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Résumé de l’article 1 

 
Le gène RINF/CXXC5 localisé en 5q31 a été suggéré comme gène suppresseur de tumeur dans 

de nombreux cancers hématopoïétiques. Dans cet article nous avons évalué le rôle de RINF 

dans l’érythropoïèse. 

 

• L’expression de RINF module la cinétique de maturation érythroïde humaine 

Nos recherches ont permis de caractériser le profil d’expression protéique et ARNm de RINF 

au cours de la différenciation érythroïde (à partir de CD34+ normales, de sang de cordon et de 

moelle osseuse issues de donneurs non leucémiques). Ils démontrent que l’expression de RINF 

est forte dans les phases précoces de l’érythropoïèse (stades progéniteurs et proérythroblaste). 

Cette caractérisation, poursuivie ensuite en condition de perte d’expression de RINF (ARN 

interférence par shARN), dans les cellules primaires (CD34+) ont montré que sa perte, 

n’affectait pas la viabilité cellulaire, mais accélérait la cinétique de différenciation érythroïde 

et conduisait également à un nombre plus faible d’érythrocytes générés, impactant la capacité 

des progéniteurs à fournir une érythropoïèse soutenue (voir aussi résultats supplémentaires, 

Figure S2). 

Par la suite, des expériences de perte de fonction couplées à des tests clonogéniques en 

milieu semi-solide, réalisés à partir de cellules CD34+ normales ont mis en évidence que la 

perte d’expression de RINF amenait à la génération d’un plus grand nombre de colonies BFU-

E ainsi qu’une diminution de la taille globale des colonies érythroïdes BFU-E formées, 

suggérant un impact tant sur la prolifération que sur la différenciation. 

En parallèle, des expériences de perte et gain de fonction dans deux lignées 

érythroleucémiques K562 et UT7 ont démontré que l’expression de RINF permettrait de 

moduler la cinétique d’hémoglobinisation de ces cellules.  

 

• Identification du mécanisme d’action moléculaire 

La recherche de gènes cibles de RINF a été entreprise par une approche de puces-à-ADN 

(Puces HTA2.0, Affymetrix) dans les lignées érythroleucémiques K562 et UT75.3 en condition 

de perte de fonction de RINF. Parmi les gènes les plus régulés par l’extinction de la protéine 
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RINF, SMAD7, un régulateur négatif de la voie du TGF- s’est avéré être un excellent gène 

candidat à éprouver fonctionnellement.  

• Validation de SMAD7 comme cible transcriptionnelle de RINF dans les lignées 

érythroleucémiques et les cellules primaires 

Nous avons vérifié que ce gène était régulé par RINF dans les lignées K562 ainsi que dans les 

cellules primaires CD34+ de sang de cordon en montrant que la perte d’expression de RINF, 

toujours médiée par expérience d’ARN interférence, aboutissait à une perte d’expression de 

SMAD7. L’expression ectopique de RINF induit une augmentation de l’expression de SMAD7 

dans les lignées cellulaires K562.  

Afin de déterminer s’il s’agissait d’un mécanisme transcriptionnel, direct ou indirect, de 

RINF sur SMAD7 nous avons entrepris (en collaboration avec une équipe de l’institut Curie) 

une expérience d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) via un anticorps anti-RINF. 

Cette expérience nous a permis de démontrer un enrichissement de la région promotrice de 

SMAD7 dans l’immuno-précipitat, mettant en évidence une liaison de RINF au niveau du 

promoteur de SMAD7. Cette même expérience, renouvelée cette fois avec un anticorps anti-

H3K4me3, a suggéré que le promoteur de SMAD7 présentait une augmentation des marques 

d’activation transcriptionnelles dans les conditions surexprimant RINF. L’ensemble de ces 

données ont démontré que RINF activait SMAD7 de manière transcriptionnelle directe. 

Nous avons par la suite montré que la surexpression de SMAD7 dans les K562 

empêchait l’accélération de l’hémoglobinisation normalement induite par le shARN RINF. 

Ce résultat montre que l’effet de RINF sur la différenciation érythroïde dépend effectivement 

de SMAD7.  

Ces résultats ont également été étoffés par des expériences effectuées sur des cellules 

primaires en culture, où l’utilisation d’un inhibiteur du récepteur au TGF- empêche 

également l’accélération de la maturation érythroïde normalement induite par un shARN 

ciblant RINF. 

L’ensemble de mes résultats mettent en évidence un nouveau mécanisme d’action 

de RINF dont la perte d’expression sensibiliserait les cellules au TGF- ce qui aurait pour 

conséquence de diminuer la capacité des progéniteurs à fournir une érythropoïèse 

soutenue. 
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Données supplémentaires de l’article 1 

 

1. La perte de RINF sensibilise les progéniteurs érythroïdes à 

une sécrétion TGF- autocrine, du moins en partie via la 
phosphorylation de SMAD2/3 

 

Les résultats précédents de l’article ont montré que la perte de RINF par stratégie 

lentivirale induit une maturation plus rapide des érythroblastes primaires via la perte 

d’expression de SMAD7. Les autres membres de la superfamille du TGF-, ainsi que les 

effecteurs principaux de la signalisation TGF méritaient d’être analysés. Nous avons dans un 

premier temps recherché par l’intermédiaire d’une analyse protéomique réalisée au laboratoire 

(Gautier EF et al, 2016) les effecteurs du TGF- exprimé au cours de la différenciation 

érythroïde. Il a ainsi été observé que le TGF-1 et son récepteur étaient les plus présentes au 

cours de la différenciation érythroïde, GDF15 étant exprimé seulement au stade 

orthochromatique (non montré). Nous avons ensuite analysé par immuno-détection 

l’expression des SMAD activés (phosphorylés) de la signalisation du TGF-1 (SMAD2 et 

SMAD3) entre le stade Prog2 (population riche en BFU-E et CFU-E) et ProE (au moment où 

la signalisation TGF-1 semble la plus active en protéomique) et en condition de perte de 

fonction de RINF dans des cellules primaires CD34+ induites en différenciation érythroïde 

(Figure S1, ci-dessous). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S1: Mise en évidence des effecteurs de la voie du TGF- et de la 

phosphorylation de SMAD2 et de SMAD3 au cours de l’érythropoïèse. Les données 

extraites des résultats de protéomiques réalisées par Gautier EF et al, 2016 décrivent l’expression de 

TGF-1, TGFBR1, BMP, Nodal et les activines au cours de la différentiation érythroïde in vitro. Les 

stades Prog1 et Prog2 correspondent respectivement à des populations enrichies en BFU-E et CFU-E. 

Le stade Orthochromatique correspond à l’érythrocyte acidophile. On observe que seul TGF-1 et son 
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récepteur seraient présents dans les érythroblastes, les autres membres de la superfamille (BMP, Nodal 

et activin) n’étaient ici pas détectables hormis GDF15 au stade Ortho (B). Des cellules CD34 primaires 

de sang de cordon ont été transduites par shARN RINF, une expérience d’immunoempreinte a été 

réalisée (après la phase d’amplification des progéniteurs érythroïdes) et montre l’expression de RINF et 

de phospho SMAD2/3 à J7 et J7 +8h EPO. Cette expérience montre une accélération de la p-SMAD2 et 

p-SMAD3 dans les conditions shARN-RINF. 
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2.  La perte de RINF au cours de la différenciation érythroïde 
impacte la production finale d'érythrocytes de façon 

dépendante du TGF-. 
 

Précédemment, les résultats de l’article ont démontré que la perte de RINF sensibilisait 

les cellules érythroïdes à une signalisation TGF- autocrine, conduisant à une maturation plus 

rapide de ces cellules et à une moindre production d’érythrocytes (ce qui pouvait aussi être 

visualisé par des colonies BFU-E plus petites dans la Figure 3 de l’article 1). Nous avons voulu 

caractériser cette sensibilité au TGF- des progéniteurs érythroïdes en condition ou non de perte 

de RINF (médiée par une stratégie lentivirale, shARN). Ainsi, par des doses croissantes de 

TGF-1 (de 0.1ng/mL, 0.5 et 2.5ng/mL) ajouté au début de la phase de différenciation des 

progéniteurs (à J7 d’amplification), nous montrons que la perte de RINF sensibilise grandement 

la différenciation érythroïde (en particulier aux doses les plus faibles) et aboutit à jusqu’à 4 fois 

moins d’érythrocytes (à 0.1ng/mL de TGF-1) (Figure S2, flèche verte).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S2: La perte de RINF sensibilise les progéniteurs érythroïdes au TGF-1 

même à de très faibles doses. Après tri CD34+ de progéniteurs de sang de cordon, transduction 

par un shARN RINF/Scramble puis tri sur la base de l’expression de la GFP, les cellules ont été mises 

en culture liquide, après amplification des progéniteurs la différenciation est déclenchée par l’EPO à J7 

et des doses croissantes de TGF-1 sont ajoutées (de 0.1 à 2.5ng/mL), les cellules sont dénombrées tous 

les deux jours et suivies en cytométrie jusqu’à la fin de la différenciation érythroïde (stade érythroblaste 

acidophile). L’histogramme de gauche (A) représente le nombre total d’érythrocytes générés au cours 

de la différenciation. Le panel de droite (B et C) permet la visualisation en cytométrie en flux de la 

maturation érythroïde via la GPA ou la Band3 additionnée de l’4 intégrine.  
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3.  RINF et SMAD7 corrèlent dans les CD34 de patients sains 
et les patients SMD 5q-. 

 

Nous avions montré dans un résultat précédent (Article 1, Figure 7) que la perte de 

RINF médiée par une approche lentivirale dans les CD34+ de cellules primaires était 

accompagnée d’une diminution d’expression de SMAD7. Nous avons par la suite cherché à 

savoir si dans les CD34+ de moelle osseuse, les expressions de RINF et de SMAD7 étaient 

corrélées. Cela est bien le cas, aussi bien dans les cellules saines (donneurs contrôles) que dans 

les cellules de patients souffrant de pathologies de SMD avec délétion 5q- (isolée ou non), 

malgré une perte d’expression des deux gènes RINF et SMAD7, comme cela est attendu dans 

cette pathologie (Figure S3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S3: Corrélation de RINF et de SMAD7 dans des cellules CD34+ de moelle 
osseuse de contrôles ou bien souffrant de SMD avec délétion 5q- (isolée ou non). 
(A). Les niveaux d’expression des transcrits RINF et de SMAD7 ont été évalués par RT-PCR quantitative 

(en temps réel) à partir d’ARN de cellules triées CD34+ de Moelle osseuse provenant de donneurs sains 

(prothèse totale de hanche). Leur expression relative est normalisée à l’expression de deux gènes de 

référence (les unités relatives sont donc arbitraires sur les deux axes). (B) Des données d’expression 

(unités arbitraires) de l’ARNm de RINF et SMAD7 ont été extraites de microarray accessibles en ligne 

(GSE19429 de Pellagatti et al, 2010, aussi accessibles GDS3795). Pour l’étude de corrélation des deux 

transcrits RINF et SMAD7, le test de Pearson a été réalisé avec le logiciel Graphpad Prism 7.0. Les P-

values se sont avérées significatives pour les trois conditions (de gauche à droite, P=0.020, P=0.0002 et 

P=0.0002).  
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Conclusion 
 

La protéine RINF/CXXC5, initialement mise en évidence comme étant requise pour la 

granulopoïèse, aurait donc un rôle positif sur l’expansion cellulaire au cours de l’érythropoïèse. 

 

Nous avons, (i), caractérisé le profil d’expression ARN et protéique de RINF au cours 

de la différentiation érythroïde de cellules hématopoïétiques primaires CD34+ (de sang de 

cordon et de MO), montré, (ii), par des expériences de perte et gain de fonction (cellules de 

lignées hématopoïétiques) que l’expression de RINF modulait la cinétique d’hémoglobinisation 

de ces cellules, montré, (iii), par des expériences de perte de fonction dans des cellules 

hématopoïétiques primaires CD34+ (de sang de cordon) que l’absence de RINF induisait une 

maturation plus rapide des progéniteurs érythroïdes, aboutissant à une moindre production 

finale d’érythrocytes. Et enfin, nous avons mis à jour, (iv), un mécanisme d’action original 

par lequel SMAD7 serait une cible transcriptionnelle directe de RINF et modulerait la 

cinétique de différenciation érythroïde via une signalisation TGF- autocrine. 
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Partie 2  

Etude phénotypique d’un modèle murin invalidé pour 
Rinf/Cxxc5. 

 

Les travaux antérieurs de l'équipe d'accueil suggéraient une fonction hématopoïétique 

importante du facteur nucléaire RINF (du moins dans la granulopoïèse et la leucémie aiguë 

myéloïde). Afin de mieux appréhender la véritable importance fonctionnelle de ce facteur in 

vivo, et notamment au cours de l'hématopoïèse, deux modèles murins ont été développés dans 

le cadre d'une collaboration avec l'Institut Clinique de la Souris (IGBMC, Illkirch): un KO 

constitutif et un KO conditionnel (souris floxée et croisée avec le système vav-CRE), afin 

d'invalider spécifiquement le gène Rinf dans le tissu hématopoïétique. 

En 2015, une équipe Corréenne a décrit des travaux effectués à partir de souris invalidées 

constitutivement pour Rinf sur un fond génétique C57bl6 similaire. Ces souris ont été décrites 

comme viables et fertiles (H-Y Kim et al. 2015). De ces travaux, les auteurs ont également 

montré que les croisements hétérozygotes de ces souris respectaient un ratio mendélien (dont 

la progénie se compose d’au moins 50% de souris hétérozygote pour 25% de souris Rinf+/+ et 

Rinf-/-). Ils ont mis en évidence, par un mécanisme dépendant de la voie Wnt/-caténine que ces 

souris avaient une ossification plus dense dû à une division accrue des ostéoclastes, sans pour 

autant changer le poids de ces souris. D’autres articles de leur équipe ont également montré que 

ces souris avaient un processus de cicatrisation accélérée par prolifération des myofibroblastes 

et la production de collagène (S.-H. Lee et al. 2015). 

Ces résultats suggéraient une étude normalement aisée de l’hématopoïèse et de 

l’érythropoïèse murine. Dès les premières études nous avons été confrontés à un phénotype 

bien différent de celui décrit dans la littérature, si bien qu’il a été dans un premier temps 

nécessaire d’analyser le phénotype de viabilité et de fertilité de ces souris dans le but de mieux 

caractériser ce modèle d’étude. 

Ainsi, dans cette seconde partie je me suis ainsi intéresser à exposer ces études de viabilité 

puis de fertilité des souris invalidées de façon constitutive pour Rinf avant d’analyser leur 

hématopoïèse. J’ai choisi de garder un fil conducteur avec le mécanisme d’action que j’ai mis 

en évidence (pour lequel RINF induit SMAD7) dans l’optique d’étayer ensuite une discussion 

permettant de mettre en lien ces deux parties.  
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1. Les souris Rinf-/- sont partiellement viables 
 

Afin de mettre en évidence un éventuel phénotype de létalité embryonnaire (ou périnatale), 

nous avons recensé la taille des portées observées à la naissance (A). La figure S4 représente 

le nombre moyen de souris obtenues par portée entre des croisements WT x WT et Het x Het. 

Les souris Rinf+/- ont des portées environ 30% plus petites, passant de 7 à 4,5 souriceaux par 

portée.  

Dans un second temps, nous avons comparé la répartition des génotypes des souriceaux 

obtenus après chaque croisement de souris hétérozygotes (croisement Het x Het). Au sein de 

ces croisements, on observe une diminution du nombre de souris Rinf-/- (7%, n=6) homozygotes 

et Rinf+/- hétérozygotes (54%, n=44), comparativement à ce qui était statistiquement attendu. 

Les souris Rinf -/+ et Rinf -/- présentent ainsi, un défaut de viabilité notable et on estime qu’un 

peu plus d’une souris sur quatre survit jusqu’au sevrage. Toutefois, l’invalidation totale de Rinf 

peut être compatible avec la vie, et le quart des souris suivantes à l’âge adulte nous a permis 

d’étudier son phénotype.  

Nous nous sommes ensuite intéressés à déterminer si le défaut de viabilité était dû à une 

mort embryonnaire ou périnatale des souris Rinf+/- et Rinf-/-. Dans le cadre d’une collaboration 

avec la plateforme d’imagerie du petit animal (PIPA) de notre institut, des accouplements 

contrôlés ont été réalisés afin d’estimer le nombre de résorptions embryonnaires par portée (C, 

D). Dans la littérature il est établi qu’en moyenne, pour des accouplements de souris C57BL6, 

il y a entre 5 et 10% de résorptions embryonnaires, visibles par échographie (Figure 11 D) et à 

un stade de la gestation compris entre 8 et 12 jours après fécondation. Dans notre cas, on observe 

25% de résorptions embryonnaires pour des accouplements de souris Rinf+/-, contre 12.5% 

observé par des accouplements WT. Cette tendance pour l’instant non significative 

statistiquement, a été confirmée par d’autres expériences d’accouplements contrôlés (Het x Het) 

et pour lesquelles les souris hétérozygotes gestantes ont été sacrifiées à un stade de gestation 

plus tardif (E16) (données non montrées). Ainsi, il y a une mort in utero des souris mutantes. 

Nous avons également observé une mort périnatale de souris Rinf+/- et Rinf-/-, avant la 

période de sevrage. Au-delà de cette période, les souris Rinf+/- et Rinf-/- semblent avoir une 

longévité identique aux souris WT même si certaines souris Rinf-/- sont plus chétives. 
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Figure S4: Mise en évidence du défaut de viabilité des souris homozygotes Rinf-/- 

et hétérozygotes Rinf-/+. (A) Sont représentés en le nombre moyen de souris par portée. Pour les 

croisements, le premier génotype est celui du mâle et le second celui de la femelle, ainsi WT x WT 

signifie Mâle WT x Femelle WT (test de student, p < 0.0001, les barres d’erreurs représentent l’intervalle 

de confiance à 95%). On distingue une diminution du nombre de souriceaux obtenus à la naissance par 

portées Het x Het, par rapport aux portées de souris WT. (B) Les génotypes observés des descendances 

de croisements hétérozygotes comptent également moins de souris hétérozygotes et homozygotes que 

normalement attendu (25%, 50% et 25% pour un croisement hétérozygote suivant la loi de Mendel). (C) 

Les échographies effectuées à la plateforme d’imagerie du petit animal de notre institut à partir 

d’accouplements contrôlés révèlent une augmentation du nombre de résorptions embryonnaires ; 25% 

lors des croisements hétérozygotes contre 12,5% en croisement WT. (D) Une résorption embryonnaire 

observée par échographie.  
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2.  Les souris Rinf-/- sont peu fertiles 
 

Des nombreuses tentatives de croisements infructueux ont mis en évidence des 

problèmes de reproduction des souris homozygotes Rinf-/-, aussi bien pour les mâles que pour 

les femelles. 

Les échographies réalisées (à la plateforme d’imagerie du petit animal) sur les souris 

femelles Rinf-/- (pour le suivi des résorptions embryonnaires), ont révélé une dysplasie de leurs 

cornes utérines, comme illustré figure S5 A et B. L’analyse histologique (Figure 12 C) suggère 

une disparition et/ou une élongation de l’endomètre qui pourrait être responsable de cette 

dilatation importante des cornes utérines. En revanche, nous n’avons pas observé de défaut 

notable au niveau de l’ovaire (taille/structure, diversification des follicules atrétiques/à larges 

antrum/primaires/secondaires). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S5: Mise en évidence du défaut de fertilité des souris femelles Rinf-/-, 
homozygotes. A (gauche), image d’échographie de cornes utérines de souris WT gestantes (L = 

0.70mm). A (droite), image d’échographie de corne utérine de souris mutantes (L= 3.50mm). B 

(gauche), corne utérine de souris WT, après dissection. B (droite), cornes utérines de souris KO, après 

dissection. C (gauche), coupe histologique de corne utérine de souris WT femelle. C (droite), coupe 

histologique de corne utérine de souris Rinf-/-. Coloration de type H et E (hématoxyline, éosine). Chez 

les souris KO, on observe une dilatation des cornes utérines, en largeur et en longueur, probablement 

liée au défaut de fertilité soupçonné. 
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Afin de mieux comprendre les problèmes de fertilité, même partielle, des mâles KO 

homozygotes, nous avons effectué des coupes histologiques de leurs testis (Figure S6 A). Un 

défaut au niveau des tubes séminifères, foyer de la gamétogénèse a été observé. On observe une 

désorganisation structurale des tubes séminifères, enchevêtrés de manière anarchique, ainsi 

qu’une spermatogénèse incomplète, représentée ici par un élargissement de la lumière du tube 

séminifère et un arrêt de différenciation des spermatogonies.  

Ces données histologiques expliquent du moins en partie, les problèmes de fertilité 

observés aussi bien pour les mâles que les femelles KO. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S6: Mise en évidence du défaut de fertilité partiel des souris mâles Rinf-/-, 

homozygotes. A (gauche), coupe histologique transversale de tubes séminifères de testis de souris 

WT A (droite), coupe transversale de tubes séminifères de testis de souris mutante. Coloration de type 

H et E (hématoxyline, éosine). B schéma annote d’une coupe de tube séminifère de testis. On observe 

que la lumière des tubes séminifère est beaucoup plus grande au niveau des testis de souris Rinf -/-, les 

tubes séminifères sont désorganisés, la spermatogenèse semble incomplète. 
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3.  Rinf ne semble pas être exprimé dans l’érythropoïèse 
murine 

 

Nous avons cherché à voir si l’expression de Rinf au cours de l’érythropoïèse était 

similaire entre l’homme et la souris. De récents travaux de Socolovsky et Tusi (Tusi et al. 2018), 

ainsi que des données de RNA-seq effectuées par An (X. An et al. 2014) (données non 

montrées) suggèrent des différences d’expression de Rinf dans l’érythropoïèse des deux 

espèces. Ces résultats (Figure S7) suggèrent que Rinf ne serait pas exprimé dans l’érythropoïèse 

mais qu’il serait particulièrement exprimé dans le compartiment souche, LSK, ainsi que dans 

les progéniteurs à potentiel lymphoïdes (CLP). Des premières observations effectuées sur notre 

modèle murin, nous n’avons pas détecté d’érythropoïèse de stress (observable par une 

splénomégalie ou à une augmentation de progéniteurs érythroïdes dans la MO et la rate) des 

souris femelles de 8 à 10 semaines. En revanche, nous avons observé quelques splénomégalies 

et une cellularité plus importante lors du vieillissement de ces souris Rinf homozygotes. Il 

faudrait recueillir davantage de données et mettre en place un suivi via la mise en place de 

cohortes de vieillissement afin de surveiller différents paramètres (variation de l’hématocrite, 

et échographie pour détecter les splénomégalies). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S7: Expression de Rinf/Cxxc5 lors de la myélopoïèse de souris adultes et 
lors du développement embryonnaire (dans le foie fœtal). E = Cellules Erythroïdes, Ba 

= Basophile/Mastocyte, Meg = Mégakaryocyte, Ly = Cellules Lymphoïdes, D = Cellules dendritiques, 

M = Monocytes, GN = Granulocytes neutrophiles, MPP = Progéniteurs Multipotents. D’après (Tusi et 

al. 2018). Lien accessible : https://kleintools.hms.harvard.edu/paper_websites/tusi_et_al/index.html 
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4. Rinf est exprimé dans les progéniteurs les plus immatures 
et son expression corrèle avec Smad7 dans les souris WT. 
 

Dans l’hématopoïèse humaine RINF étant exprimé au sein des progéniteurs les plus 

immatures, nous avons voulu voir ce qu’il en était dans l’hématopoïèse murine, tout comme 

l’expression de SMAD7. Pour ce faire, nous avons procédé à des tris par cytométrie en flux des 

différents progéniteurs hématopoïétiques (CSH, ST-CSH, MPP, EMP, CMP et GMP) et analysé 

l’expression ARN de Rinf et de Smad7 par RT-PCR en temps réel. Nous observons que les 

profils d’expression de Rinf et de Smad7 se ressemblent, hormis éventuellement au niveau du 

CMP. Rinf et Smad7 sont tous les deux exprimés chez la CSH (Figure S8). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S8: Analyse de l’expression de l’ARNm de Rinf et de Smad7 dans les 
progéniteurs hématopoïétiques murin triés par cytométrie en flux. Après un tri basé 

sur l’expression des marqueurs membranaires CD34, FCR, c-kit, Sca-1, CD150 et exclusion des 

populations lin+, les niveaux d’expression de Rinf et de Smad7 ont été établis par RT-PCR en temps réel 

pour trois souris. (Ratio sur les gènes de référence RplP2 et G3pdh). En parallèle, son niveau 

d’expression a aussi été évalué à partir de données de puces-à-ADN/RNA-seq accessibles en ligne 

(bloodspot.eu).  

 

 

 

  



102 

 

5.  L'expression de Smad7 est diminuée dans la moelle 
osseuse totale des souris Rinf+/- et Rinf-/- 

 

Puisque, l’expression de Rinf et de Smad7 suivent le même profil au sein des 

progéniteurs hématopoïétiques les plus immatures, nous avons voulu comparer l’expression de 

Smad7 des MO de souris Rinf+/+, Rinf+/- et Rinf-/-. Après lyse des globules rouges, nous avons 

effectué des RT-PCR en temps réel pour mesurer l’expression de Rinf et de Smad7. Dans la 

moelle totale de souris, nous observons que Smad7 est diminué, aussi bien dans les souris 

homzygotes Rinf-/- (40% de diminution) que dans les souris Rinf hétérozygotes (Figure S9). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S9: Analyses de l’expression ARN de Rinf et de Smad7 dans la MO de souris 

WT, Rinf+/- et Rinf-/-. Les niveaux d’expression ARN de Rinf et de Smad7 ont été établis par RT-

PCR en temps réel à partir de MO de souris d’âges variés (9 à 17 semaines): n=4 WT, n=7 Het, n= 7 

KO. Chaque point correspond à une souris. Les expressions relatives de Rinf et de Smad7 ont été 

normalisées à partir de la G3pdh et de Hprt. L’expression ARN de Rinf et de Smad7 est exprimée en 

pourcentage d’expression ARN respective de la MO WT. La barre d’erreur correspond à la déviation 

standard (s.d.) 
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6. Analyse des progéniteurs hématopoïétiques des souris 
Rinf-/-  

 

 

Par la suite nous avons analysé par cytométrie en flux la répartition des progéniteurs 

hématopoïétiques (via l’utilisation de marqueurs de surfaces Sca, Kit, CD34, FcR et Lin-) (A). 

Ces résultats étant hétérogènes entre les sexes et l’âge des souris, nous avons étudié en priorité 

les femelles Rinf-/- jeunes adultes (8 à 10 semaines). Nous avons également comparé la 

cellularité des différents organes hématopoïétiques (MO et rate). La figure S10 (B et C) montre 

la répartition des GMP, CMP, EMP et des LSK dans la MO de ces souris (femelles 8-10 

semaines), en pourcentage de la fenêtre de morphologie Sca-, c-kit+ (lin-) (B) et rapporté à la 

cellularité des MO (C). On n’observe pas de changement significatif de répartition des 

progéniteurs hématopoïétiques GMP, CMP, EMP mais une augmentation des LSK chez les 

souris Rinf-/-.  
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Figure S10: Analyse de la répartition des progéniteurs hématopoïétiques de la 
MO des souris Rinf+/+ et Rinf-/-. Après une analyse basée sur l’expression des marqueurs 

membranaires CD34, FCR, c-kit, Sca-1, CD150 et exclusion des populations lin+ (A), il n’a pas été 

noté de différence notable dans la répartition des progéniteurs GMP CMP EMP entre les souris Rinf+/+  

et Rinf-/-. On observe une augmentation significative de LSK chez la souris Rinf-/- (B) qui, une fois 

rapporté à la cellularité totale de la MO ne devient qu’une tendance qui reste à confirmer (C). 
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Conclusion 

 

La perte de Rinf (par invalidation constitutive) est compatible avec la vie dans le modèle 

murin. Il est tout de même observé une perte de viabilité importante in utero et périnatale 

chez les souris rinf+/- et Rinf-/-. Ces souris Rinf-/- présentent un défaut de fertilité et des défauts 

de développement de certains organes qui méritent une observation plus approfondie. Malgré 

une absence d’expression de Rinf au cours de l’érythropoïèse murine, son invalidation dans le 

modèle murin aurait un impact dans l’hématopoïèse murine en particulier au niveau de la LSK 

(cellule souche hématopoïétique). De plus, l’absence de Rinf semble affecter l’expression de 

Smad7 dans la MO des souris Rinf-/- et des souris Rinf+/- ainsi que dans d’autres organes, 

laissant supposer que notre mécanisme mis à jour pourrait avoir également lieu dans des tissus 

non hématopoïétiques. 
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Discussion et perspectives  

Partie 1  Erythropoïèse humaine 

 

1. Impact de RINF dans l'érythropoïèse normale 
 

RINF interfère avec l’érythropoïèse 
 

Nous avons ainsi montré que RINF était exprimé dans l’érythropoïèse humaine, son 

expression diminuant au cours de la différenciation érythroïde. Les expériences de perte de 

fonction médiées par stratégie lentivirale (shARN RINF) ont montré que la perte précoce de 

RINF accélérait la maturation érythroïde, aboutissant à une diminution d’érythrocytes 

générés et également à un nombre de BFU-E plus élevé mais de tailles plus petites.  

Si les effets dus à la perte d'expression de RINF sur l'accélération de la maturation 

érythroïde étaient facilement observés dès nos premières cinétiques érythroïdes, les résultats 

concernant la perte d'expansion (c.a.d la diminution du nombre total de globules rouges générés 

en milieu liquide), n'ont pu être mis en évidence que récemment, par l'affinement de nos 

méthodes de détection. En effet, les courbes de croissance des populations shARN-RINF et 

shARN-Controles sont globalement superposables sur les trois premières semaines de culture 

(jusqu'à J15 d'EPO), signe qu'il n'y a probablement pas d'accélération notable du cycle 

cellulaire. Ce n'est que sur les derniers jours des cinétiques (vers 15-20j d'EPO), que la perte 

d'expression de RINF (effectives dès j0 EPO) altère les capacités d'expansion de la population 

cellulaire. La différence d'expansion n'excédant généralement pas 2 doublements cellulaires en 

fin de différenciation. De plus, nous savons maintenant que cette différence ne peut être 

observée qu'en présence de TGF-. Cette cytokine, dépend d'une production 

autocrine/paracrine de TGF-, celle-ci pouvant dépendre de la concentration cellulaire et de la 

fréquence des passages (des paramètres expérimentaux assez difficiles à standardiser d'une 

cinétique à l'autre). 
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Quant aux expériences de gain de fonction (par surexpression de RINF), des expériences 

antérieures avaient montré une baisse de prolifération et de clonogénicité des CD34+ CD38- 

(sans mortalité apparente) après ajout du vecteur de surexpression RINF, rendant ainsi plus 

difficile l’étude du gain de fonction de RINF dans les cellules primaires (données non 

montrées). Ces données avaient été obtenues avec un vecteur rétroviral (Mig-RINF) qui pouvait 

conduire à une trop forte expression dans les cellules primaires, et donc une signalisation non 

physiologique. Il serait intéressant de refaire cette expérience, cette fois-ci par des transductions 

du vecteur de surexpression RINF après un tri basé sur l’expression du CD36 afin d’observer 

l’effet de l’expression de RINF dans les stades de maturation érythroïde terminale (sans 

interférer avec l’effet de la modulation de RINF dans la CSH/HSPC). Il serait important de 

disposer d’un vecteur lentiviral inductible qui nous permettrait de contrôler le niveau 

d’expression ectopique de RINF. De cette expérience, on pourra éventuellement mettre en 

évidence un ralentissement de la différenciation érythroïde ainsi qu’une augmentation de la 

prolifération cellulaire. 

 Des travaux précédents ont montré dans deux lignées érythroleucémiques, K562 et 

UT7, que la surexpression de RINF retardait d’hémoglobinisation de ces lignées en présence 

d’hémine et d’EPO respectivement. A l’inverse, sa perte de fonction entraine une 

hémoglobinisation plus rapide de celles-ci. Bien que ces deux lignées ne différencient pas en 

présence d’hémine et d’EPO, elles maturent via notamment la synthèse d’hémoglobine 

(visualisable par test benzidine). On observe également une diminution d’expression de la 

protéine RINF au cours de cette maturation dans ces deux lignées comme observée lors de la 

différenciation érythroïde des cellules primaires. Malgré le fait qu'il s'agisse de lignées, par 

définition "aberrantes", puisque de nombreuses voies de signalisation sont altérées, il est 

confortant d’observer un comportement similaire de RINF entre les lignées hématopoïétiques 

et les cellules primaires en différenciation. 

L’ensemble de ces résultats montrent que CXXC5/RINF interfère avec 

l’érythropoïèse. Ainsi, RINF régulerait la différenciation de façon négative, sa perte de 

fonction a un rôle pro-différenciant, accélérant la cinétique de maturation érythroïde. 

 

RINF/CXXC5 a été découvert dans la granulopoïèse et son expression est nécessaire à 

la différenciation des lignées HL60 et NB4 induite par les rétinoïdes. Historiquement les 

cellules de LAP (Leucémie Aiguë Promyélocytaire) se distingue des autres LAM par leur 
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capacité à répondre efficacement aux rétinoïdes permettant la différenciation terminale des 

blastes leucémiques bloquées en différenciation. L’action des rétinoïdes a déjà été étudiée par 

le passé dans d’autres voies de l’hématopoïèse, notamment dans l’érythropoïèse et la 

myélopoïèse mais ces expériences étaient basées sur des méthodes de cultures différentes que 

les techniques d’études modernes des cellules primaires et qui mériteraient d’être réalisées dans 

les conditions actuelles, notamment l’IL4 et l’IL9 ou des sérums de composition variables (en 

cytokines, facteurs de croissance, hormones…) qui ne sont plus utilisés aujourd’hui (Douer et 

Koeffler 1982) (Rusten et al. 1996). Les rétinoïdes étant considérées comme un agent pro-

différenciant dans la granulopoïèse (augmentant l’expression de RINF), nous avons également 

testé l’action de l’ATRA en culture primaire sur l’érythropoïèse et avec nos conditions de 

cultures modernes (IL-3, IL-6, SCF, BIT 15% en milieu IMDM). Après ajout d’EPO (J7 

amplification des progéniteurs), l’ATRA semble ralentir la différenciation érythroïde (retard 

d’acquisition des marqueurs de surfaces de maturation érythroïde CD71 et GPA) sans toutefois 

bloquer la différenciation. Après 5 jours de traitement, les cellules semblent ne pas supporter 

l’ATRA (observé par un changement de la taille et morphologie en cytométrie en flux), 

probablement dû aux autres effets de cette drogue. Il serait intéressant de voir si l’ajout d’ATRA 

en culture liquide d’érythroblastes primaires augmente (à 4 et 8h d’exposition) le niveau 

d’expression (ARN ou protéine) de RINF.   

 

Mise en évidence de SMAD7 de la signalisation du TGF- dans 
l’érythropoïèse 
 

Du point de vue du mécanisme moléculaire mis en jeu, nous avons identifié grâce à une 

approche microarray de trois lignées érythroleucémiques K562, UT7 et MV4-11 en condition 

de shRINF (perte d’expression de RINF), SMAD7, un inhibiteur de la signalisation du TGF-. 

Il aurait été plus probant de réaliser ce microarray en condition d’induction de 

l’hémoglobinisation (par l’hémine) de ces lignées (ou même dans des cellules primaires au 

cours de la différenciation érythroïde) mais notre approche s’est révélée être suffisante pour 

identifier, un effecteur important de RINF, et à moindre coût.  

Nous avons par la suite pu valider la pertinence de notre gène candidat notamment par 

des expériences de surexpression de RINF dans la lignée K562 montrant une augmentation de 

SMAD7. Nos expériences de perte d’expression de RINF réalisées cette fois-ci dans les cellules 

primaires CD34+ ont également montré que la perte de RINF entrainait une perte de SMAD7. 
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Après avoir observé que RINF activait SMAD7, plusieurs hypothèses étaient possibles, ce 

mécanisme pouvait être direct (transcriptionnellement ou via une interaction protéine-protéine) 

ou alors indirect (via l’activation de cibles intermédiaires). Bien que le mécanisme d’action le 

plus souvent décrit dans la littérature (en tant qu’inhibiteur de la voie Wnt/-caténine) soit une 

interaction protéique avec DVL, nous avons décidé de poursuivre notre fil conducteur et 

d’effectuer des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps anti-

RINF afin de mettre en évidence un éventuel mécanisme d’activation transcriptionnel de RINF 

au niveau du promoteur de SMAD7. Cette dernière expérience étant justifiée par le fait que 

RINF avait une localisation majoritairement nucléaire dans les cellules hématopoïétiques 

(cellules de lignées et cellules primaires). De ces expériences, aussi réalisées en condition de 

surexpression de RINF, nous avons mis en évidence dans la lignée K562 l’action de RINF, en 

tant qu’activateur transcriptionnel de SMAD7 (aussi suggéré par l’augmentation des marques 

d’histones H3K4me3 dans les expériences de ChiP). Ce mécanisme d’action moléculaire mis 

en évidence a été renforcé par des expériences de surexpression de SMAD7 dans la lignée 

K562, montrant par ajout d’hémine que la synthèse d’hémoglobine normalement induite par le 

shRINF est bloquée par la surexpression de SMAD7 (SMAD7 est donc en aval de RINF et 

SMAD7 ralentit l’acquisition de la synthèse d’hémoglobine).  

SMAD7 faisant partie des I-SMAD, inhibiteurs de la famille du TGF-, nous devions 

par la suite avoir une notion des effecteurs de la famille du TGF- prenant part lors du processus 

d’érythropoïèse (ici étudié en culture liquide à partir de CD34+ de sang de cordon ou de MO 

adulte). L’approche protéomique de Gautier et al, 2016 qui a étudié l’érythropoïèse dans des 

conditions similaires à la nôtre (à part l’utilisation de déxaméthasone) a permis d’avoir une idée 

des effecteurs de la famille du TGF- présents au cours d’érythropoïèse. Ainsi, l’absence de 

détection d’effecteurs de la famille de Nodal, des BMP et la présence de TGF-1 en début de 

différenciation nous a suggéré l’implication du TGF-1. Des expériences de perte d’expression 

de RINF dans les érythroblastes primaires en présence d’un inhibiteur du TGF-RI (SB431542) 

ont suggéré une restauration de la différenciation érythroïde normalement accélérée en présence 

du shRINF. Nous avions également testé cette expérience en présence d’un anticorps anti-TGF-

1 d’autant plus spécifique que le SB431542, inhibiteur des récepteurs au TGF-R1 qui s’avère 

également interagir avec des récepteurs aux activines (ALK4 et 7: ACVR1B et ACVR1C 

respectivement). Cette dernière expérience est très couteuse en anticorps déplétant (une 
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différenciation érythroïde se faisant sur une vingtaine de jours) et nécessiterait d’être refaite 

une fois de plus.  

De ces résultats, nous avons ainsi mis en évidence un mécanisme d’action original 

dans lequel RINF/CXXC5 serait un activateur transcriptionnel direct de SMAD7, 

permettant de moduler la différenciation érythroïde en interférant avec une signalisation 

TGF- autocrine. 

C’est à la suite de la mise en évidence de ce mécanisme d’action que nous avons repris 

les analyses sur la prolifération et entrepris de mieux caractériser la taille globale des colonies 

BFU-E. 

 

En effet, dans la littérature il a déjà été suggéré une signalisation du TGF- autocrine au 

cours de la différenciation érythroïde notamment par les travaux de Akel et ceux Böhmer (Akel 

et al., 2003) (Bohmer 2004). Il serait intéressant d’étudier l’importance de cette autocrinie dans 

un contexte plus physiologique, in vivo. Chez l’homme, l’érythropoïèse se déroule dans la niche 

hématopoïétique de la MO, où les érythroblastes sont concentrés au sein d’îlots 

érythroblastiques et contrôlés par les macrophages. On sait actuellement peu de chose sur la 

concentration du TGF-1 présente dans la niche hématopoïétique (plus précisément au sein des 

îlots érythroblastiques). En culture liquide (in vitro), les érythroblastes sont maintenus à une 

faible concentration pour éviter une induction d’apoptose et une altération du milieu de culture 

(néfaste pour les érythroblastes). In vivo, cette apoptose serait prise en charge par les 

macrophages, permettant une concentration plus forte d’érythroblastes ainsi qu’une 

potentialisation éventuelle de l’autocrinie du TGF-1, sans altérer l’environnement.  

Il est aussi à noter que les macrophages CD169+ peuvent produire du TGF-1 dans des 

conditions de stress notamment, l’étude de l’érythropoïèse par la mise en culture liquide d’îlots 

érythroblastiques pourrait permettre une étude plus physiologique de l’érythropoïèse. Ces 

expériences permettraient d’étudier éventuellement plus en détail les mécanismes 

d’énucléation.  

 

La production des globules rouges in vitro à partir de cellules souches hématopoïétiques 

est un domaine d'activité en expansion (Rousseau, Giarratana, et Douay 2014). Il pourrait un 

jour remplacer le don du sang, ne parvenant pas à contenter la demande actuelle. Cette demande 
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ne cesse de croitre d’année en année du fait d’une population mondiale grandissante avec une 

espérance de vie en constante augmentation. Les résultats de nos recherches nous encouragent 

à suggérer la modulation du TGF- lors de la culture in vitro des CSH. Ceci en ajoutant des 

inhibiteurs du TGF-R lors de la phase de culture de l’érythropoïèse précoce (dans le but de 

favoriser l’amplification des BFU-E early) puis en ajoutant du TGF-1 lors de la phase de 

différenciation tardive (stade CFU-E/Pro-E) ou en ajoutant par exemple un inhibiteur de 

SMAD7 déjà utilisé en clinique (Monteleone et al. 2015).  
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2. Contribution éventuelle de RINF dans les hémopathies 
 

Au cours des dernières années, des dérégulations du gène RINF ont été mises en 

évidence dans des cancers hématopoïétiques tels que la SMD ou les LAM. 

Le mécanisme d’action mis en évidence de RINF à travers SMAD7 ouvre un nouveau 

prisme de lecture quant à sa contribution éventuelle à certaines pathologies où la signalisation 

TGF- est dérégulée. Le meilleur exemple est celui de la SMD 5q- dans laquelle RINF/CXXC5 

avaient été suggéré comme impliqué dans la pathologie principalement médiée par une perte 

d’expression de RINF (Treppendahl et al. 2013), (Gelsi-Boyer et al. 2009), (Rinke et al. 2017). 

Ajouté à cela les travaux de Zhou et de Bhagat (L. Zhou et al. 2011), (Bhagat et al. 2013) ont 

montré que la réduction de SMAD7 contribuait à la surexpression de la voie du TGF- dans les 

CD34+ de SMD à délétion 5q. Leurs travaux ont également montré une diminution de SMAD7 

au sein des CD34+ de SMD, et que l’ajout d’un inhibiteur du récepteur TGF-R1 (Galunisertib, 

également appelé LY2157299) augmentait le nombre de BFU-E générées par des CD34+ de 

patients atteints de SMD 5q- (suggérant une amélioration éventuelle de l’anémie s’il était 

administré chez le patient). Bien qu’ils proposent en 2013 que la modulation de SMAD7 soit 

dû à un miR (miR-21), il est légitime de se demander si la perte de RINF ne contribuerait pas à 

la perte de l’expression de SMAD7 et à la sensibilisation des CD34+ de MO de patients SMD 

5q- à la signalisation TGF- exacerbée, contribuant ainsi à l’érythropénie. Pour répondre du 

moins en partie à cette question, il serait intéressant de surexprimer RINF dans des CD34+ de 

MO de patients SMD 5q- et d’observer si le rétablissement de RINF augmente le nombre de 

BFU-E en méthyl et/ou la capacité d’expansion érythroïde. Il serait également intéressant 

d’observer si le mécanisme d’action proposé de l’action par mir-21 est en lien ou non avec celui 

de RINF sur SMAD7.  

Dans cette pathologie, il est suggéré que l’ajout d’inhibiteur du TGF-, notamment des 

inhibiteurs des récepteurs et ligand-trap évoqué précédemment (ACE-536, appelé luspatercept, 

sotatercept) améliore l’anémie des patients. Actuellement, cet inhibiteur est en phase d’essais 

cliniques de phase 1 (Sherman et al. 2013) et de phase 2 (Platzbecker et al. 2017). Plus 

généralement, le mécanisme d’action moléculaire mis en évidence dans le cadre de mes travaux 

suggère que la perte d’expression de RINF pourrait être fonctionnellement impliquée dans 

d’autres hémopathies. 
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Partie 2  Invalidation de Rinf chez la souris 

 1.impact de la perte de Rinf dans le modèle murin Rinf-/- 
 

Les souris Rinf-/- sont peu viables 
 

Les premières observations effectuées sur les souris Rinf-/- ont été essentiellement le fruit 

d’une étude rétrospective sur des recensements d’accouplement et de génotypages réalisés 

pendant plusieurs mois. Ces travaux ont ainsi montré que les portées issues des souris de 

croisement hétérozygotes sont plus petites, dû à une perte de souris hétérozygotes et 

homozygotes. La perte de ces souris peut s’expliquer par une léthalité embryonnaire ou 

périnatale. Par la suite, les expériences d’échographies à E12,5 ont permis de mettre également 

en évidence une augmentation des résorptions embryonnaires chez les accouplements de souris 

Rinf+/-. Il s’est également avéré que certaines souris Rinf+/- et Rinf-/- mouraient avant leur 

sevrage (mort des souriceaux avant les 20 jours suivant la naissance). L’ensemble de ces 

résultats suggère que la perte de RINF entraine une léthalité chez certaines souris Rinf+/- et Rinf-

/- que ce soit in utero ou en périnatale.  

Au cours de ma thèse, nous disposions également d’une souris invalidée pour Rinf de 

manière tissu spécifique (via un promoteur Vav-Cre), dans le tissu hématopoïétique. Le fait que 

nous avons des difficultés à obtenir des souris homozygotes (malgré le nombre 

d’hétérozygotes) nous porte à penser que le défaut de viabilité des souris constitutivement 

inactives Rinf-/- serait du la conséquence d’un défaut d’hématopoïèse. 

La mort des souris Rinf+/-, Rinf-/- que ce soit in utero ou à la naissance, fait penser à un 

phénotype de growth deffect, comme retrouvé chez les souris invalidées pour les TET (TET1, 

(Yamaguchi et al. 2013) TET1/TET2 double KO (Dawlaty et al. 2013), TET1/TET2/TET3 

triple KO (Dawlaty et al. 2014)). En effet, une taille en moyenne plus petite des souris 

homozygotes ainsi qu’une réduction de fertilité est observée chez ces souris. RINF/CXXC5 

étant suggéré dans la littérature tantôt comme un inhibiteur TET2 (Ko et al. 2013), tantôt 

comme une plateforme d’ancrage nécessaire à TET2, une enzyme dépourvue de domaine de 

liaison à l’ADN de type CXXC  (Shixin Ma et al. 2017). Il serait intéressant de connaitre chez 

nos souris le profil d’hydroxyméthylation ou de méthylation présent dans différents organes 

des souris Rinf homozygotes. 
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Nous n’avons pas observé de malformation majeure d’organe (non sexuel) lors 

d’autopsies effectuées chez des souris jeunes adultes (d’âge inférieur à 8-10 semaines) ou âgées 

(supérieur à 12 semaines) hormis une malformation d’un des reins qui semble avoir lieu chez 

quelques souris mâles (dont la récurrence reste encore à déterminer). Ces reins malformés sont 

œdémateux, transparents et composés de cellules apoptotiques observées en coupes 

histologiques. Ce problème de malformation rénale est compatible avec la vie de la souris du 

fait qu’un seul rein fonctionnel est suffisant pour maintenir la souris en vie. Les voies de 

signalisation nécessaires à la formation du rein lors de l’embryogenèse sont les voies de 

signalisation Wnt/-caténine, BMP, sonic hedgehog (shh) et la voie fibroblast growth factor 

(FGF) (Reidy et Rosenblum 2009). Rinf étant un inhibiteur de la voie du TGF- (BMP) et 

Wnt/-caténine, il est possible que sa suppression empêche le développement rénal. Toutefois, 

la récurrence de mutation semblant faible et sexe-spécifique, il est possible que Rinf ne soit pas 

directement impliqué dans cette signalisation permettant la formation rénale mais qu’il contrôle 

un gène intermédiaire soumis à empreinte et ciblé chez le mâle. Lors du développement du rein, 

il est également montré qu’une expression non contrôlée de la signalisation BMP entraine un 

défaut de formation du rein ainsi que des foyers d’apoptose compatibles avec le phénotype que 

nous avons observé (Nishinakamura et Sakaguchi 2014). Enfin, rinf a été montré comme 

essentiel au développement rénal chez le poisson-zèbre. Le gène rinf serait un gène cible et un 

effecteur important de wt1, un facteur de transcription essentiel au développement 

embryonnaire rénal (M. S. Kim et al. 2010).  

 

 

Les souris Rinf-/- sont peu fertiles  
 

Nous avons mis en évidence un défaut de fertilité chez 100% des souris femelles Rinf-/-

. Leur phénotype est similaire à de l’hydrométrocolpose. Ces souris présentent ainsi un hymen 

non perforé ainsi que la présence d’un liquide dans les cornes utérines. Il arrive qu’une des deux 

cornes utérines soit dysplasique avec une récurrence supérieure pour la corne droite. Il est 

possible que Rinf soit impliqué dans une signalisation des œstrogènes (Yaşar, Ayaz, et Muyan 

2016), une hormone importante du développement de l’appareil reproducteur de la femelle. 

Rinf disposant d’un élément de réponse aux œstrogènes dans son promoteur, il est possible que 

sa suppression interfère avec cette signalisation du moins à une étape du développement. Il 
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serait intéressant d’étudier le mécanisme d’action mis en jeu, une hypothèse bien que farfelue 

serait l’absence de l’effet pro-apoptotique de Rinf lors de la formation de l’hymen, créant une 

cloison. La perte de Rinf pourrait aussi favoriser un processus de cicatrisation et conduire à la 

fermeture de la cloison vaginale. Il serait intéressant de regarder si dans des cas cliniques 

d’hydrométrocolpose, RINF est diminué ou muté au niveau de ces tissus humains. 

 Chez les souris mâles, nous avons observé un défaut de structuration des tubes 

séminifères pouvant interférer avec le processus de spermatogenèse et conduire à un problème 

de fertilité. Nous savons également que l’expression de Rinf varie au cours de la 

spermatogenèse, montrant qu’il peut avoir un rôle au cours de celle-ci (données non montrées). 

Cependant ce phénotype n’est pas retrouvé chez tous les mâles homozygotes et les autres sont 

fertiles. 

Nous n’avons pas effectué d’examens des organes chez la souris invalidée de manière 

conditionnelle. Nous savons que le promoteur Vav est aussi faiblement exprimé au niveau des 

organes sexuels et peut par conséquent invalider Rinf dans un tissu autre qu’hématopoïétique, 

que ce soit chez la femelle ou chez le mâle. Ces souris pourraient ainsi avoir le même défaut de 

fertilité. Il serait intéressant de collecter davantage de données de recensement quant à la 

prévalence de ces défauts de formation et pourquoi pas étudier les différentes voies de 

signalisation mises en jeu. 

 

 

2. Impact de la perte de Rinf dans l’hématopoïèse murine 
 

La difficulté à obtenir des souris Rinf homozygotes n’a pas facilité l’étude de 

l’hématopoïèse murine. Après une meilleure connaissance du phénotype de viabilité et de 

fertilité de ce modèle murin, nous avons pu entreprendre des croisements de souris KO x Het en 

croisant des mâles fertiles homozygotes avec des femelles hétérozygotes, permettant d’enrichir 

les portées en souris Rinf-/-. Avant d’étudier l’érythropoïèse murine (dans laquelle Rinf ne 

semble pas être exprimé de la même manière que lors de l’érythropoïèse humaine), nous avons 

entrepris des comptes et pesées des organes hématopoïétiques murins et étudié le répertoire 

hématopoïétique des progéniteurs et cellules souches hématopoïétiques. De ces résultats 

préliminaires, la perte de Rinf ne semble pas impacter les progéniteurs hématopoïétiques (EMP, 

CMP, GMP), mais pourrait impacter les cellules souches hématopoïétiques (LSK). De plus, des 



116 

 

MO totales mises en méthyl (données non montrées) donnent un nombre réduit de colonies 

totales laissant penser que ces LSK, bien que plus nombreuses, seraient moins efficaces à se 

différencier ou à se maintenir. Si cela était confirmé, il serait essentiel d’effectuer des tests de 

reconstitutions de ces LSK dans des souris hôtes préalablement irradiées afin de voir si leur 

capacité d’autorenouvellement et de différenciation en est affectée. 

De façon intéressante, nous avons observé une expression forte de Rinf au niveau des 

progéniteurs hématopoïétiques les plus immatures et surtout chez les LSK (PCR en temps réel 

réalisée dans des progéniteurs hématopoïétiques triés par cytométrie en flux chez des souris 

WT). Nous avons également montré que les profils d’expressions de Rinf et de Smad7 corrélent 

dans ces progéniteurs (Figure S10). De plus, la perte de Rinf dans des souris homozygotes 

entraine une diminution de Smad7 dans de la moelle osseuse totale, suggérant ainsi qu’un tel 

mécanisme d’action observé chez l’homme pourrait être conservé dans le tissu hématopoïétique 

murin. Il serait intéressant d’effectuer des expériences de tri cellulaire des progéniteurs 

hématopoïétiques mais cette fois dans des souris homozygotes Rinf-/- afin de mettre en évidence 

(par qPCR en temps réel) une perte éventuelle d’expression de Smad7 dans différents sous types 

cellulaires.  

 

La diminution de Smad7 dans le tissu hématopoïétique murin homozygote laisse 

supposer une augmentation ou une sensibilisation des cellules souches hématopoïétiques (et 

progéniteurs) à la signalisation du TGF-. Ces hypothèses peuvent être également testées plus 

rapidement par des expériences d’étude du cycle cellulaire sur des LSK homozygotes triées par 

cytométrie en flux (et/ou mise en culture). Ainsi, il se pourrait que la sensibilité des LSK au 

TGF- diminue la quiescence et la capacité d’autorenouvellement de ces cellules (Jiang et al. 

2018). A l’inverse, la surexpression de Smad7 favoriserait l’autorenouvellement des LSK 

(Blank et al. 2006) 

Il est à noter que nous n’avons pas présenté la répartition cellulaire de la moelle des 

souris Rinf-/-, bien que la composition des progéniteurs CMP, GMP et EMP ne varie pas entre 

les souris Rinf+/+ et Rinf-/-, nous n’avons pas étudié la lymphopoïèse. Rinf étant fortement 

exprimé au cours de la lymphopoïèse murine (Figure S7), ce compartiment pourrait être 

impacté chez les souris Rinf-/-.  
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3. Y a-t-il une perte de Smad7 dans d’autres tissus (non 
hématopoïétiques) ? 

 

Après la mise en évidence du mécanisme d’action de RINF dans l’érythropoïèse 

humaine et de la diminution de Smad7 dans la MO totale des souris Rinf homozygotes, nous 

avons entrepris de vérifier l’expression de Smad7 et de le comparer aux mêmes organes de 

souris WT. De notre expérience pilote, le niveau de Smad7 dans l’ovaire des souris femelles 

homozygotes est diminué (tendance à confirmer). Ce résultat suggère qu’il est tout à fait 

possible que le mécanisme par lequel Rinf active Smad7 coexiste dans différents tissus non 

hématopoïétiques. Ce modèle murin pourrait être intéressant pour l’étude du TGF- dans 

d’autres tissus et même lors du développement de ces tissus (pendant l’embryogenèse). 

 

L’étude des connaissances actuelles des souris invalidées pour Smad7 pourrait 

également apporter des réponses quant à l’étude de notre modèle murin (Tojo et al. 2012). Il a 

par exemple été mis en évidence que les souris invalidées pour la partie MH2 de la protéine 

Smad7 avaient un défaut majeur de développement cardiaque (entrainant un fort taux de mort 

embryonnaire) (Q. Chen et al. 2009). Les causes exactes de la létalité embryonnaire de notre 

modèle KO n’ont pas encore été établies, il serait intéressant d’effectuer des accouplements 

contrôlés puis des dissections/biopsies d’embryon homozygotes à différents stades du 

développement embryonnaire afin d’avoir davantage d’information sur le dysfonctionnement 

délétère chez ces souris. 
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Discussion générale  

 

1. Compte-tenu de son rôle de modulateur du TGF- RINF 
pourrait impacter d’autres lignages hématopoïétiques que 
le lignage érythroïde  

 

Mes travaux de thèse ont permis de démontrer l’impact de RINF dans l’érythropoïèse 

humaine et de l’hématopoïèse murine. Pour poursuivre cette étude, il serait intéressant d’étudier 

le rôle éventuel de RINF dans d’autres voies de l’hématopoïèse, en priorisant celles modulées 

par la signalisation TGF- (Figure 18). C’est par exemple le cas de la mégakaryopoïèse, et de 

la différenciation de cellules immunitaires tels que les lymphocytes B et Lymphocytes T, les 

DC ou les NK.  

Le mécanisme d’action de RINF dans la granulopoïèse pourrait également agir par le 

biais de SMAD7 et du TGF-. En outre, des travaux ont suggéré que SMAD6, un I-SMAD 

d’homologie proche de SMAD7, était nécessaire à la différenciation de la lignée HL-60 (Glesne 

et Huberman 2006). En accord avec l’hypothèse de l’intervention d’un autre I-SMAD, il a 

également été suggéré que la perte d’expression de SMAD6, comme nous l’avons montré pour 

SMAD7 (via un shRINF), accélère aussi la maturation érythroïde des CD34+/CD36+ en culture 

primaire (Kang et al. 2012). 

 

L’expression de RINF semblant être ubiquitaire, notre modèle de souris invalidée pour 

Rinf pourrait être un modèle de choix pour l’étude de la fonction du TGF- sur son 

microenvironnement. Par exemple, les expériences de reconstitution à long terme (LTR) 

effectuées avec les LSK de souris homozygotes qui pourraient également être réimplantées dans 

une souris hôte Rinf homozygotes (préalablement irradiée). La niche hématopoïétique étant 

aussi sensible au TGF- la reconstitution de LSK venant de souris WT peut se comporter 

différemment si elle est réimplantée dans une souris Rinf homozygote. Il en va de même pour 

les autres environnements tel que le thymus (pour le développement des LT). 
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La perte de RINF joue-t-elle un rôle dans des conditions 
d’érythropoïèse de stress ? 
 

Bien que nous ne l’ayons pas encore étudié, il serait intéressant d’étudier la part ou la 

contribution de RINF au cours d’un besoin soutenu, comme l’érythropoïèse de stress. Bien que 

RINF ne semble pas être exprimé dans l’érythropoïèse murine (mais seulement dans les 

progéniteurs) dans des conditions homéostasiques, il serait intéressant d’utiliser de la 

phénylhydrazine (agent chimique causant une hémolyse brutale) sur les souris Rinf-/- afin 

d’observer la capacité de reconstitution érythroïde des souris via une érythropoïèse de stress, 

qui a lieu dans la rate de cet animal. Si une différence est observée, il serait intéressant de 

reproduire la même expérience cette fois dans le modèle de souris spécifiquement invalidée 

pour Rinf dans le tissu hématopoïétique, via un promoteur Vav-Cre, afin de voir si cette 

différence d’érythropoïèse de stress est créée par la perte de Rinf dans l’hématopoïèse ou dans 

l’environnement splénique (ou MO). 

Chez l’homme, l’érythropoïèse de stress ne serait pas « extramédulaire » comme chez 

la souris. Elle aurait cependant une hématopoïèse semblable à l’hématopoïèse fœtale, 

notamment en entrainant une synthèse d’HbF. Les travaux princeps de Zermati et al, 2000 ont 

suggéré par des expériences sur HPLC que l’ajout de TGF- à des érythroblastes primaires en 

culture liquide ne modifiait pas le ratio HbF/HbA provenant de sang de CB ou de MO, 

suggérant ainsi que le TGF- ne stimulerait pas une érythropoïèse de stress. Nous n’avons pas 

analysé les globines HbA/HbF lors de nos expériences en culture de cellules primaires et il 

serait intéressant de le faire. Si le TGF-1 n’est pas responsable de l’érythropoïèse de stress 

chez l’humain, SMAD7 étant une cible de RINF, il est possible que sa perte agisse et favorise 

d’autres signalisations pouvant produire une érythropoïèse de stress. Il serait également 

intéressant de tester d’autres cytokines de la superfamille du TGF- (BMP et activine) afin de 

voir si la perte de RINF (donc de SMAD7) a un effet sur ces signalisations, comme l’on peut 

raisonnablement s’y attendre. 
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2. RINF un régulateur épigénétique probable 
 

Bien que de nombreux articles et évidences expérimentales proposent RINF comme un 

probable régulateur épigénétique (Ko et al. 2013) (Shixin Ma et al. 2017), aujourd’hui encore 

son mécanisme d’action semble encore à déterminer. Il apparait que son action semble réguler 

la 5-hmC, faisant de lui un régulateur épigénétique. Pendant ma thèse, j’ai participé à des 

travaux montrant aussi bien en dot-blot, en immunofluorescence et en cytométrie en flux que 

la perte de RINF (médiée par shARN RINF) augmentait le niveau global de 5-hmC du génome 

dans la lignée érythroleucémique K562 (données non montrées). Bien que nos résultats aillent 

dans le sens où RINF semble bloquer l’action des TET et favoriserait ainsi une augmentation 

de la 5-hmC, nos résultats rendent compte de changement d’hydroxyméthylation de l’ADN au 

niveau global et ne rendent pas compte de la 5-hmC au niveau de promoteurs spécifiques. Il 

serait intéressant d’étudier plus en profondeur ce mécanisme d’action. Il est également possible 

que la régulation de SMAD7 par RINF se fasse de manière 5-hmC dépendante. Pour répondre 

à cette question, une étude du promoteur de SMAD7 pourrait être réalisée, sans nécessairement 

requérir au séquençage global de l’ADN.  

 

 De manière intéressante, les travaux de Xu et al. 2018 (Figure 22) ont étudié les affinités 

de liaison à l’ADN des 15 protéines à doigt de zinc CXXC. Ils ont suggéré que RINF (CXXC5) 

aurait une affinité de liaison au niveau des CpG mais également des CpT, CpA ainsi qu’au 

niveau des CpmC (une cytosine 5-mC). De cette dernière observation, de nouveaux champs 

d’action se présentent à RINF. Il est possible que sa seule présence sur un motif CpmC bloque 

l’action des enzymes TET possédant un CXXC tels que TET1 et TET3 (empêchant ainsi 

l’hydroxyméthylation de l’ADN). Dans un autre contexte RINF a été décrit comme servant de 

plateforme à TET2 pour activer Irf7 dans des pDC murins (Shixin Ma et al. 2017),  il est 

possible, connaissant l’affinité de RINF/CXXC5 pour les motifs CpmC, que ce mécanisme 

d’action soit envisageable. Ainsi, on aurait un mécanisme par lequel RINF empêcherait 

l’activité des enzymes TET1 et TET3 par compétition de fixation aux CpmC, tout en servant 

de plateforme à TET2 pour permettre son action de déméthylation.  
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3. Implication de RINF dans les cancers  
 

La plupart des tumeurs présentent des altérations de la voie de signalisation au TGF-

 (Zhao, Mishra, et Deng 2018) (Markowitz et al. 1995) (Eppert et al. 1996, 2). Les mutations 

s’observent plus fréquemment dans les récepteurs (TGFRI ou RII), ou ses effecteurs (SMAD2 

ou SMAD4), voire dans ces gènes cibles responsables de l’arrêt du cycle cellulaire (cycline, 

…). Sur la base de la signalisation que nous avons mise en évidence, nous pouvons 

raisonnablement supposer que des mécanismes activant l’expression de RINF confèrent à 

certaines cellules tumorales, une capacité accrue à proliférer dans un environnement riche en 

TGF, voire à d’autres cytokines de sa superfamille.  La forte expression de RINF étant 

augmentée dans certaines tumeurs (LAM et cancer du sein), il serait intéressant de déterminer 

si ces tumeurs présentent une plus forte expression de SMAD7, et expliquer, du moins en partie, 

une fonction pro-proliférative de RINF dans ces cellules et un caractère de mauvais pronostic.   

Il s’est également avéré que CXXC4 le paralogue de CXXC5 est retrouvé impliqué dans le 

cancer. De par son interaction avec DVL permettant de réguler négativement la voie WNT/-

caténine, il est reconnu comme impliqué dans certains cancers du côlon (Paez D 2012), (Yu F 

2018), dans les carcinomes rénaux (Kojima et al. 2009), les SMD (Gelsi-Boyer et al. 2009), les 

cancers de la prostate (Filleur et al. 2009) (trouver autres, plus récents). CXXC4 ayant 

également un même rôle que RINF, indépendamment de la voie WNT/-caténine, comme étant 

aussi pro-apoptotique via FOXL2, il est possible que ces deux protéines aient une contribution 

du même ordre vis-à-vis du cancer.  

 

 

4. RINF et mécanisme d'action général 
 

Un grand nombre d’articles dans la littérature place le mécanisme d’action principal de 

RINF comme étant inhibiteur de la voie Wnt/-caténine. Nous avons ainsi mis en évidence un 

nouveau mécanisme d’action pouvant aussi bien être en accord avec ce premier mécanisme 

décrit. RINF semble avoir une expression cytoplasmique ou nucléaire différente selon le 

contexte cellulaire. Les deux mécanismes d’action de RINF mis à jour (interaction avec DVL/-

caténine ou une régulation transcriptionnelle de SMAD7) dépendent tous deux exclusivement 
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de son motif en doigt de Zinc. Il a été rapporté que la séquence NLS initialement décrite à 

proximité du doigt de zinc (M. Zhang et al. 2009b) (Pendino et al. 2009) fait partie intégrante 

de celui-ci (Xu et al. 2018). Ainsi, il est possible que l’interaction du motif CXXC de RINF 

avec DVL (ce qui inhiberait la voie Wnt/-caténine) dans le cytoplasme, masque la séquence 

NLS, empêchant ainsi la protéine RINF de se délocaliser dans le noyau. En absence de DVL, 

RINF se délocaliserait dans le noyau pouvant ainsi se lier aux CpG via son doigt de zinc et 

activer ses cibles transcriptionnelles. Cette première hypothèse implique une coexistence de ces 

deux mécanismes d’action distincts de RINF, en tant qu’inhibiteur de la voie Wnt-/caténine 

et du TGF-. 

Une autre hypothèse également possible permettrait de réconcilier une fonction 

d’inhibition de la voie WNT (décrites dans de nombreuses études) avec un mécanisme d’action 

transcriptionnel. Elle implique une interaction croisée entre ces deux voies de signalisation par 

le biais d’une activation transcriptionnelle de SMAD7, celui-ci inhibant ensuite la voie WNT. 

Dans un modèle murin où l’expression de SMAD7 est induite dans les kératinocytes, il a été 

mis en évidence une interaction entre  SMAD7 (avec l’aide de SMURF2) et la -caténine, 

induisant la dégradation de la -caténine via le recrutement d’une E3 ubiquitine ligase (Han et 

al. 2006). Il serait intéressant de voir si ce mécanisme est également plausible dans d’autres 

tissus, RINF étant également décrit comme un inhibiteur de la voie Wnt/-caténine, ce 

mécanisme ainsi mis en évidence montre un senseur supplémentaire ainsi qu’un lien entre notre 

nouveau mécanisme de RINF en tant qu’inhibiteur de la voie du TGF- et de la voie Wnt/-

caténine (Figure S11). 
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Figure S11 : Schéma proposé du mécanisme d’interaction avec la voie de 
signalisation Wnt/-caténine. Il a initialement été démontré une interaction physique, 

protéine/protéine entre RINF (au niveau de son doigt de zinc) avec DVL, qui a pour effet d’empêcher 

la signalisation Wnt/-caténine (1). La mise à jour apporté par notre mécanisme d’action permet 

également de proposer un autre mécanisme d’interaction indirect de RINF sur la voie Wnt/-caténine 

par l’intermédiaire de SMAD7 (2). 
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