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Figure 22 : FLI-1 active la transcription du géne skp2

Figure 23 : FLI-1 fixe le promoteur du geéne skp2 in vivo

Figure 24 : Surexpression inductible de skp2 dans la lignée shfli-1#44

Figure 25 : Surexpression inductible de skp2 dans la lignée 745/TR

Figure 26 : FLI-1 inhibe la synthése de P27

Figure 27 : Expression relative des genes régulés par FLI-1 dans les cellules shfli-1#44
Tableau 2 : Liste des genes dont la réduction de I'expression par 'HMBA dans les cellules
shfli-1#44 est amplifiée en présence de doxycycline

Tableau 3 : Liste des génes dont I'augmentation de I'expression par 'HMBA dans les cellules
shfli-1#44 est amplifiée en présence de doxycycline

Figure 28 : FLI-1 inhibe I'expression des génes ¢érythrocytaires dans les cellules
érythroleucémiques

Figure 29 : La réduction du taux de protéine FLI-1 augmente le taux d'ARNm btg2 dans les
cellules érythroleucémiques de Friend

Figure 30 : Surexpression inductible de bzg2 dans les cellules 745-A

Figure 31 : FLI-1 inhibe la transcription du gene btg2

Figure 32 : FLI-1 inhibe le recrutement de GATA-1 sur la région R3 du geéne brg?2

Figure 33 : L'augmentation du taux d'ARNm globine alpha aprés réduction du taux de FLI-1
est elle transcriptionnelle ?

Figure 34 : Le vecteur pBsd/CMVpAshfli-1 ne réduit pas le taux de protéine FLI-1 endogene
de cellules 745-A

Figure 35 : Représentation schématique du fonctionnement du promoteur TREU6

Figure 36 : Fuite d'expression du promoteur TREUG6 dans les cellules 745-A

Figure 37 : Représentation schématique de la biogenese des ribosomes

Figure 38 : Inhibition récurrente de la synthése de P27 dans les érythroleucémies de
Friend

Figure 39 : Représentation schématique du modele d'antagonisme fonctionnel entre les
facteurs FLI-1 et EKLF

Figure 40 : Représentation schématique des modes d'action possibles de FLI-1 dans les
cellules érythroleucémiques 745-A

Figure 41 : Représentation schématique des différents vecteurs d'expression utilisés (1)

Figure 42 : Représentation schématique des différents vecteurs d'expression utilisés (2)
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Tableau 4 : Liste des couples d'oligonucléotides utilisés en RT-PCR quantitative

Tableau 5 : Liste des couples d'oligonucléotides utilisés en ChIP
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PREAMBULE

Les proto-oncogenes exercent des fonctions essentielles dans la cellule normale mais
la dérégulation de leur expression est a l'origine de nombreux cancers et en particulier de
leucémies. Les conséquences dramatiques de la production dérégulée de protéines pourtant
normales ont conduit a s'interroger sur les mécanismes par lesquels ces protéines peuvent
perturber la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire. L’un des résultats les plus
remarquables de 1’étude du modele des érythroleucémies induites par le virus de Friend est
I’identification d’une activation quasi-systématique des proto-oncogenes spi-1 ou fli-1, codant
pour des facteurs de transcription de la famille ETS. De plus, I'équipe a montré que le proto-
gene fli-1 est directement activé par le facteur SPI-1 / PU.1.

Mon travail de these, qui fait l'objet de ce mémoire, a consist¢ a démontrer
I'implication du proto-oncogéne fli-/ endogene dans la leucémogenese induite par le prot-
oncogene spi-1 et étudier les mécanismes par lesquels il y contribue.

Afin de discuter les résultats et de les replacer dans le contexte des connaissances
actuelles, la premic¢re partie de ce mémoire est consacrée a la présentation des données
bibliographiques. Le premier chapitre présente de maniere générale 1'érythropoiése. Le second
chapitre se concentre sur les érythroleucémies de Friend. Ensuite, un troisi¢me chapitre
regroupe les données mettant en évidence I'implication des proto-oncogenes spi-1 et fli-1 dans
la transformation de la lignée érythrocytaire. Enfin, une synthése des mécanismes connus par
lesquels les facteurs SPI-1 / PU.1 et FLI-1 peuvent contribuer a cette transformation est
présentée dans le dernier chapitre.

A la suite de cette analyse bibliographique, les résultats acquis au cours de ma these

sont présentés puis discutés, en tentant de faire le lien avec les connaissances actuelles.

12



INTRODUCTION
BIBLIOGRAPHIQUE




CLP

HSC

GMP

CMP

MEP

\ J -

Progéniteur
Lymphocytaire B
—>

Lymphocyte B

—>

Progéniteur
Lymphocytaire T Lymphocyte T

—>

CFU-G

Granulocyte

—>

CFU-M Macrophage

000
p oo
%

CFU-Mk

Plaquettes

—>
BFU-E Erythrocyte

\ J \\ J

~—

Y
Cellule Progéniteurs multipotents

souche

Y ¥
Progéniteurs Cellules
matures

monopotents

Figure 1 : Représentation schématique de I'hématopoiése.
HSC = Hematopoietic Stem Cell

CLP = Common Lymphoid Progenitor

CMP = Common Myeloid Progenitor

GMP = Granulocyte-Monocyte Progenitor

MEP = Megakaryocyte-Erythrocyte Progenitor
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CFU-Mk = Colony Forming Unit-Megakaryocyte

BFU-E = Burst Forming Unit-Erythrocyte




INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

I- L'érythropoiése

Le sang est constitu¢ en grande majorité par les globules rouges ou érythrocytes. Leur
fonction est de fixer l'oxygene, grace a I'hémoglobine qu'ils produisent, au niveau des
poumons et de le transporter vers les tissus. La durée de vie moyenne chez 'homme des
érythrocytes est de 120 jours et il en est produit 200.10° par jour. L'érythropoiése est le
processus par lequel l'organisme assure la production des érythrocytes. L'érythropoiese
s'inscrit dans un processus plus global, I'hématopoiese, qui représente les phénomeénes
assurant la production de l'ensemble des cellules du sang (ou cellules hématopoiétiques) a

partir d'une cellule souche hématopoiétique (CSH).

A/ Les différents stades de I'érythropoiese

1) De la cellule souche aux progéniteurs engagés
Les cellules souches hématopoiétiques sont des cellules multipotentes capables de

générer l'ensemble des cellules hématopoiétiques. Elles sont caractérisées d'une part par une
capacité¢ d'auto-renouvellement assurant leur maintien tout le long de la vie de l'individu.
D'autre part, ces cellules peuvent s'engager dans la différenciation hématopoiétique et générer
des progéniteurs unipotents spécifiques d'une lignée. Selon le modele hiérarchique, qui est le
modele le plus couramment admis, ces progéniteurs sont générés successivement selon la
filiation décrite sur la Figure 1. Ainsi les CSH peuvent générer soit un progéniteur lymphoide
(CLP pour Common Lymphoid Progenitor) soit un progéniteur myé¢loide (CMP pour

Common Myeloid Progenitor). Le CMP peut a son tour générer soit un progéniteur bipotent
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Figure 2 : Représentation schématique des différents stades de 1'érythropoiese.




Granulo-monocytaire (GMP pour Granulocyte / Monocyte Progenitor) soit un progéniteur
bipotent érythro-mégacaryocytaire (MEP pour Megakaryocyte / Erythrocyte Progenitor).
Finalement, le MEP peut générer des progéniteurs unipotents engagés dans la voie de
différenciation soit mégacaryocytaire soit érythrocytaire. Le progéniteur engagé dans la voie
de différenciation érythrocytaire le plus immature est appelé BFU-E (Burst Forming Unit-
Erythroid). Il a récemment été identifi¢ un progéniteur possédant une potentialit¢ myéloide et
lymphoide mais incapable de se différencier en érythrocyte ou mégacaryocyte, ce qui suggere

que le MEP pourrait dériver directement de la CSH (Adolfsson et al., 2005).

2) Des progéniteurs engagés aux érythrocytes matures
Les progéniteurs érythrocytaires BFU-E vont se différencier par étapes successives

pour former en 7 jours des érythrocytes (Figure 2). Cette différenciation a lieu dans la moelle
osseuse au sein des filots érythroblastiques, composés d'un macrophage entouré de
progéniteurs érythrocytaires a différents stades de différenciation. Les BFU-E vont d'abord
former des progéniteurs plus matures appelés CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroid) qui
proliférent activement, puis des proérythroblastes qui sont morphologiquement
reconnaissables apres une coloration par le MGG et qui sont fortement basophiles en raison
de la grande quantité d'ARN qu'ils contiennent. Ces proérythroblastes vont alors subir 4
mitoses successives au cours desquelles ils vont continuer leur maturation. Cette maturation
est caractérisée par une réduction de la taille de la cellule et une condensation progressive de
la chromatine. A partir du stade polychromatophile, les érythroblastes commencent a produire
de 1'némoglobine ce qui va entrainer la perte de la basophilie du cytoplasme et donner les
¢rythroblastes acidophiles. A partir de ce stade, les cellules vont poursuivre leur

différenciation sans se diviser. Les cellules vont alors subir une énucléation pour former des
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Figure 3 : Antagonismes fonctionnels entre facteurs de transcription contrélant l'engagement des
progéniteurs dans les voies de différenciation granulo-monocytaire, érythrocytaire et
mégacaryocytaire .

La contribution positive de SPI-1 et GATA-1 a la différenciation granulo-monocytaire et érythro-mégacaryocytaire serait

renforcée par 1’inhibition réciproque de leur activité. De méme, 1’antagonisme fonctionnel entre FLI-1 et EKLF contribuerait au
renforcement de la différenciation mégacaryocytaire ou érythrocytaire.




réticulocytes qui vont passer dans le sang et qui vont ensuite donner des €rythrocytes matures

dépourvus d'organelles.

B/ Régulation physiologique de I'érythropoiese

1) Production des progéniteurs engagés
L'engagement des progéniteurs multipotents vers les différentes voies de

différenciation est contr6lé par une combinaison de facteurs de transcription spécifique de
chaque lignée. La production de ces facteurs de transcription est elle-méme contrdlée par des
réseaux de régulation trés hiérarchisés. Ces réseaux comprennent notamment des boucles
d'autorégulation positive, ou la production d'un facteur donné est amplifiée par 1'activation de
son propre gene, ou encore d'antagonismes fonctionnels réciproques entre facteurs de
transcription controlant I'engagement dans des lignées alternatives. A titre d'exemple, la
Figure 3 montre une représentation schématique de certains facteurs de transcription
participant a cet engagement a partir du progéniteur CMP. Le facteur de transcription SPI-1 /
PU.1 est un régulateur positif de la différenciation granulo-monocytaire alors que GATA-1
est un régulateur positif de la différenciation érythro-mégacaryocytaire. Ces 2 facteurs sont
capables d'activer I'expression de leur propre gene et de réprimer réciproquement leur activité
respective ((Choe et al., 2003; Matsumura et al., 2000; Nerlov et al., 2000; Rekhtman et al.,
1999; Zhang et al., 1999), voir chapitre IV-A/ de la partie INTRODUCTION
BIBLIOGRAPHIQUE). L’antagonisme fonctionnel entre SPI-1 / PU.1 et GATA-1 permet
ainsi de renforcer le processus de différenciation des deux lignées a partir du progéniteur
multipotent. En effet, la modification du taux relatif des facteurs SPI-1 / PU.1 et GATA-1
entraine non seulement I’activation de génes spécifiques d’une lignée mais également la
répression des genes spécifiques de la lignée alternative. Au niveau du progéniteur MEP,
GATA-1 active a son tour l'expression de plusieurs autres facteurs de transcription tels que

SCL, LMO2, GFI1B, FOG-1, NF-E2, EKLF et FLI-1 impliqués dans l'activation de
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Figure 4 : Représentation schématique du contréle de la différenciation érythrocytaire terminale.
L'EPO et le SCF sont 2 cytokines dont la fixation sur leur récepteur respectif induit un signal de prolifération
qui semble lié au maintien d'un taux de protéine P27X"! faible dans les cellules (partie gauche). En présence
d'EPO seul (partie droite), les cellules arrétent de proliférer, ce qui est associé a une augmentation du niveau
de P27XP!, Parallélement, le signal envoyé par I'EPO-R coopére avec le facteur GATA-1 ce qui conduit a
l'activation transcriptionnelle du géne anti-apoptotique bcl-x; et a la survie des cellules. Le facteur GATA-1
coopere avec d'autres facteurs de transcription comme le facteur EKLF ce qui aboutit a 1'expression de genes
spécifiques du lignage érythrocytaire come le geéne globine p.




'expression de geénes spécifiques des lignées érythrocytaire et mégacaryocytaire. Parmi ces
facteurs, FLI-1 est impliqué spécifiquement dans le développement des mégacaryocytes alors
que EKLF participe a celui des érythrocytes. FLI-1 et EKLF sont également capables
d'inhiber leur activité respective ((Frontelo et al., 2007; Starck et al., 2003), voir chapitre I'V-
B/ de la partie INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE). L’antagonisme fonctionnel entre
FLI-1 et EKLF renforcerait I’engagement du progéniteur MEP vers les lignées érythrocytaire
ou mégacaryocytaire par un mécanisme de répression croisée similaire a celui agissant entre

GATA-1 et SPI-1/PU.1.

2) Controle de I'érythropoiése tardive

2.1) Controle de la prolifération
La prolifération des progéniteurs érythrocytaires est controlée par 2 cytokines

prinicipales : le Stem Cell Factor (SCF) et 1'Erythopoiétine (EPO) (Munugalavadla & Kapur,
2005). Plus précisément, le SCF semble jouer un role jusqu'au stade CFU-E alors que I'EPO
est nécessaire jusqu'au stade des érythroblastes. Ces 2 cytokines agissent en synergie pour
donner un signal de prolifération aux progéniteurs é€rythrocytaires. La différenciation
érythrocytaire terminale s'accompagne d'un arrét de la prolifération des cellules caractérisé
par un blocage en phase G1 du cycle cellulaire. Cet arrét de prolifération est associ€ a la perte
de la sensibilité des cellules au SCF. Plusieurs arguments suggerent un role important de
l'inhibiteur de cycline kinase P27 dans ce blocage en phase G1 du cycle cellulaire (Figure
4).

En effet, la différenciation érythroide de plusieurs lignées cellulaires est caractérisée
par une augmentation de la proportion de cellules en phase G1 du cycle cellulaire, ce qui est
associé 4 une augmentation du taux de protéine P27 (Hsieh et al., 2000; Matushansky et

al., 2000a; Matushansky et al., 2000b; Munoz-Alonso et al., 2005; Rylski et al., 2003; Tamir

16



et al., 2000). De plus, la surexpression inductible du géne p27?' dans des lignées
érythroleucémiques murines (Matushansky et al., 2000a; Matushansky et al., 2000b; Tamir et
al., 2000) ou humaines (Munoz-Alonso et al., 2005) provoque un blocage des cellules en
phase G1 du cycle cellulaire. Cependant, ce blocage en phase G1 du cycle cellulaire induit par
la surexpression de p27*”' ne semble pas suffisant pour induire I'hémoglobinisation des

cellules.

2.2) Controle de la survie cellulaire

2.2.1) Controle par I'EPO
L'EPO est indispensable a la survie des cellules au cours de la différenciation

érythrocytaire. Des érythroblastes privés d'EPO meurent par apoptose, ce qui est associé au
clivage du facteur GATA-1 par les caspases (De Maria et al., 1999b). L'activation de I'EPO-R
par I'EPO aboutit a une homodimérisation des récepteurs. Ceci va permettre le recrutement de
diverses protéines a activité tyrosine kinase parmi lesquelles JAK2 qui va induire la
phosphorylation et la dimérisation de la protéine STATS, qui migre alors dans le noyau et, en
synergie avec le facteur de transcription GATA-1, active l'expression du géne anti-
apoptotique bcl-x; (Figure 4). Le geéne bcl-x; est indispensable a la différenciation
érythrocytaire car son inactivation conditionnelle chez la souris provoque une anémie

(Wagner et al., 2000).

2.2.2) Controle par le récepteur Fas
Il existe un mécanisme de régulation négative de l'érythropoiése impliquant le

récepteur de mort Fas. Selon certains auteurs, les érythroblastes les plus matures expriment
Fas-Ligand et interagissent avec les récepteurs Fas présents sur les progéniteurs plus

immatures au sein des ilots érythroblastiques (De Maria et al., 1999a). L'interaction entre Fas-
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Ligand et son récepteur Fas va conduire a l'activation des protéines caspases, au clivage de
leurs substrats parmi lesquels le facteur GATA-1 (De Maria et al., 1999b) pour finalement
aboutir a la mort de la cellule par apoptose. Ainsi, le taux d'érythroblastes matures permet
donc de réguler négativement 1'érythropoiése, via l'induction de la mort par apoptose des
progéniteurs immatures, ce qui €évite une production trop importante d'érythrocytes. Pour
d'autres auteurs, le récepteur Fas et Fas-L sont coexprimés au méme stade de différenciation
érythrocytaire (pro-érythroblaste et érythroblaste basophile) et c'est l'interaction entre ces
cellules plus qu'entre cellules matures et immatures qui conduit a la régulation négative de
I'érythropoiese par apoptose (Liu et al., 2006; Socolovsky, 2007; Socolovsky et al., 2007). De
facon intéressante, l'injection d'EPO diminue la proportion de cellules coexprimant Fas et Fas-
L ce qui semble €tre un autre moyen par lequel 'EPO contribue au controle de I'érythropoicse

a travers la survie cellulaire.

2.3) Controle de la différenciation terminale

2.3.1) Activation des génes de différenciation
La principale caratéristique de la différenciation érythrocytaire est l'expression de

genes spécifiques codant des protéines qui vont permettre aux érythrocytes d'assurer leur
fonction. Parmi ces génes, les plus étudiés sont les genes de globine a et globine [ qui codent
respectivement les chaines a et B de I'hnémoglobine. L'expression des génes spécifiques de la
lignée érythrocytaire est régulée par un complexe multiprotéique regroupant plusieurs facteurs
de transcription parmi lesquels GATA-1, EKLF, SCL, LMO2, FOGI1, GFI1B et NF-E2.
Parmi tous ces facteurs, nous retiendrons GATA-1 et EKLF (Figure 4) car leur fonction est
altérée lors des érythroleucémies de Friend (voir chapitre IV de la partie INTRODUCTION
BIBLIOGRAPHIQUE). Des souris déficientes pour GATA-1 meurent in utero d’anémie

caractérisée par un arrét de 1’érythropoiese et une mort par apoptose des progéniteurs
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érythrocytaires (Fujiwara et al., 1996; Pevny et al., 1991; Weiss & Orkin, 1995). Des souris
déficientes pour EKLF meurent in utero d’anémie ce qui est associé a un défaut de
transcription de plusieurs genes érythrocytaires dont le gene globine B (Nuez et al., 1995;
Perkins et al., 1995). Les sites de fixation a 'ADN de ces deux facteurs sont souvent associés
dans les régions régulatrices de transcription spécifiques de la lignée érythrocytaire. EKLF
interagit avec GATA-1 et stimule la transcription d’un geéne rapporteur placé sous contrdle
d’un site de fixation de GATA-1 suggérant une coopération entre ces deux facteurs pour
I’activation des geénes érythrocytaires (Merika & Orkin, 1995). De plus, des expériences
d'immunoprécipitation de chromatine ont mis en évidence leur co-recrutement sur les régions
régulatrices de plusieurs genes érythrocytaires comme les genes globine [ (Kooren et al.,

2007) ou alas2 (Kramer et al., 2000).

2.3.2) Activation des protéines caspases

De manicre surprenante, l'activation des protéines caspases est nécessaire a la
différenciation érythrocytaire terminale. En effet, 1'inhibition de leur activité par le Z-VAD
bloque la différenciation de progéniteurs érythrocytaires humains natifs (Zermati et al., 2001).
En accord avec ces résultats, la réduction du taux de protéine caspase 3 par la transfection de
siRNA dans des progéniteurs hématopoiétiques humains CD34+ provoque une réduction du
nombre d'érythrocytes énucléés obtenus aprés culture in vitro (Carlile et al., 2004). Cette
activation des caspases entraine le clivage de protéines telles que la LAMIN B ou ACINUS,
ce qui pourrrait étre impliqué dans la condensation de la chromatine observée au cours de la
différenciation. Paradoxalement, le facteur GATA-1, qui est une cible des caspases lors de
l'apoptose induite par la privation d'EPO (De Maria et al., 1999b), n'est pas clivé au cours de
la différenciation érythrocytaire. Le mécanisme permettant a GATA-1 d'échapper a ce clivage

a ¢té identifié récemment (Figure 5). Il a été montré qu'au cours de la différenciation en
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présence d'EPO de progéniteurs érythrocytaires humains, la protéine chaperon HSP70 est co-
localisée et interagit avec la protéine GATA-1 dans le noyau des cellules (Ribeil et al., 2007).
Cette interaction n'est pas observée en absence d'EPO, ce qui est corrélé a une localisation
cytoplasmique de HSP70. De plus, HSP70 protege GATA-1 du clivage par la caspase-3 in
vitro. Enfin, la réduction du taux de protéine HSP70 par transfection transitoire de siRNA
dans les progéniteurs érythrocytaires provoque le clivage de GATA-1 ce qui s'accompagne
d'une diminution du taux de protéine BCL-XL et de la mort des cellules par apoptose. L'effet
de la réduction du taux de protéine HSP70 est annulé par I'expression d'une protéine GATA-1
non clivable par les caspases, confirmant le réle de protection de GATA-1 joué par HSP70.
Les mécanismes controlant la compartimentation de HSP70 par I'EPO restent a

déterminer.

2.3.3) Enucléation
Une des caractéristiques des érythrocytes de mammiféres est qu'ils ne possedent pas

de noyau. Cette énucléation se produit en fin de différenciation au stade d'érythroblaste
acidophile et le macrophage présent dans l'ilot érythroblastique semble jouer un rdle
déterminant, notamment dans la dégradation de I'ADN expulsé par 1'érythroblaste (Chasis,

2006).

C/ L'érythropoiése de stress

L'induction d'une anémie (baisse du taux d'hémoglobine dans le sang) a pour
conséquence une hypoxie tissulaire. Cette hypoxie provoque une augmentation de la
production d'EPO par le rein et une induction de production de BMP4 par les cellules
stromales de la rate (Lenox et al., 2005; Socolovsky, 2007). Ceci conduit a l'activation d'une

¢rythropoiése de stress qui va permettre la production rapide d'érythrocytes et de rétablir le
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taux d'hémoglobine dans le sang. Contrairement a 1'érythropoieése normale qui a lieu dans la
moelle osseuse, 1'érythropoiese de stress a lieu dans la rate et est similaire a I'érythropoicse

foetale.

1) Les progéniteurs érythrocytaires de stress
L'érythropoiese de stress est caractérisée par l'amplification rapide de progéniteurs

érythrocytaires particuliers, appelés BFU-E de stress, dotés d'une forte capacit¢ de
prolifération. Ces BFU-E de stress se distinguent des BFU-E classiques par leur capacité a
générer de larges colonies in vitro en présence d'EPO seule en 5 jours alors que les BFU-E
classiques requierent 7 jours et une cytokine accessoire (I'IL3 ou le SCF). Ces BFU-E de
stress requicrent €galement des concentrations d'EPO plus importantes que les BFU-E
classiques.

En dehors de cette importante capacité de prolifération, les BFU-E de stress sont
¢galement caractérisés par leur plus faible sensibilité¢ a I'apoptose ce qui s'explique par une
faible expression de Fas et FasL (Socolovsky, 2007).

L'érythropoiese de stress est ¢également caractérisée par l'amplification d'une
population de précurseurs PEM (Precursor Erythrocyte-Megakaryocyte) capables de générer
rapidement in vitro aussi bien des €rythrocytes que des mégacaryocytes apres seulement une
division (Sanchez et al., 2005; Vannucchi et al., 2000). L'existence de ces PEM suggere ainsi
que 1'érythropoiese de stress est associée a la persistence de la bitpotence érythro-

mégacaryocytaire jusqu'a l'arrét de leur prolifération.

2) Réle du BMP4

L'augmentation du nombre de BFU-E de stress dans la rate d'une souris anémiée par la

Phénylhydrazine (PHZ), est précédée par une augmentation de l'expression de bmp4 (Lenox
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différenciation de ces lignées, ce qui a ét¢ largement démontré depuis (voir chapitre I11-A/ de

la partie INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE).

1.3) Inactivation de P53

Un autre évenement de sélection observé est la perte de 1’activité de la protéine P53.
Tous les clones érythroleucémiques induits par le virus de Friend ne produisent pas de
protéine P53 normale (Chow et al., 1987; Mowat et al., 1985). Ceci est di a des altérations du
gene p53 telles que des délétions, des insertions provirales ou des mutaions ponctuelles qui
conduisent soit a la perte de production de la protéine P53 soit a la production d’une protéine
P53 tronquée ou mutée (Ben-David et al., 1990b; Munroe et al., 1990). Cette perte de
I’activité de la protéine P53 favorise le développement de la maladie mais n’est pas suffisante
a elle seule pour transformer les progéniteurs érythrocytaires. En effet, I’expression d’une
forme mutée de P53 dans des érythroblastes aviaires n’est pas suffisante pour empécher la
différenciation des progéniteurs en réponse de I’EPO ni leur mort en absence d’EPO (Quang
et al., 1997). En revanche, cette forme mutée de P53 augmente le blocage de la différenciation
et la survie des cellules provoqués par I'expression forcée de spi-1 (Quang et al., 1997). De
plus, I’érythroleucémie induite par le virus de Friend se développe plus rapidement chez des
souris transgéniques portant une forme mutée de P53 (Lavigueur & Bernstein, 1991), ainsi
que chez des souris déficientes pour le geéne p53 (Prasher et al., 2001). De méme,
I'érythroleucémie provoquée par la surexpression de spi-1 se développe plus rapidement chez
des souris déficientes pour le géne p53 (Scolan et al., 2001). L'ensemble de ces résultats
suggerent un role direct de la perte de fonction de P53 dans la transformation de la lignée

érythrocytaire.
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2) Evénements moléculaires induits par le virus F-MuLV seul

Le virus F-MuLV seul n’induit pas d’érythroleucémie lorsqu’il est injecté a des souris
adultes. En revanche, lorsqu’il est injecté a des souris de souches sensibles nouveau-nées, il
provoque des érythroleucémies caractérisées par une anémie et une splénomégalie
(MacDonald et al., 1980).

Deux a trois semaines apres 1’infection par le virus F-MuLV, les souris développent
une anémie sévere et une splénomégalie provoquées, non pas par un blocage de la
différentiation érythrocytaire, mais par une hémolyse des réticulocytes (appelée EHA pour
Early Hemolytic Anemia) et une induction de I’érythropoiese dans la rate (Sitbon et al.,
1986). L'antigene GCSA, codé¢ par le geéne gag est exprimé a la surface des cellules infectées,
semble jouer un réle dans cette EHA puisqu'un virus F-MuLV mutant n'exprimant plus cet
antigene n'est pas capable d'induire 'EHA (Corbin et al., 1994).

La plupart des souris infectées meurent lors de cette premiere phase en moins de 25
jours apres l’infection. Les souris qui survivent a cette premiére phase développent de
nouveau, deux mois apres ’infection, une anémie et une splénomégalie. A ce stade, les souris
présentent une érythroleucémie caractérisée par un blocage de la différenciation

érythrocytaire.

2.1) Activation transcriptionnelle du géne fli-1

La premicre phase des érythroleucémies induites par le virus F-MuLV est caractérisée
par la prolifération oligoclonale de progéniteurs érythroides non leucémiques bloqués dans
leur différenciation (Silver & Kozak, 1986; Wong et al., 1999). Contrairement au virus SFFV,
le virus F-MuLV ne code pas pour la GP55. En revanche, 75 % des clones

érythroleucémiques issus de souris infectées par le virus F-MuLV présentent une activation de
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la transcription du géne f7i-/ en raison de 1’insertion du provirus en 5’ du gene (Ben-David et
al., 1990a). Cette activation est le premier évenement génétique détectable dans les cellules
pré-leucémiques et elle coincide avec le blocage de la différenciation et la prolifération des
progéniteurs €rythroides dans la rate des souris infectées (Howard et al., 1993).

Le gene fli-1 code un facteur de transcription de la famille ETS (Ben-David et al.,
1991) majoritairement exprimé dans les cellules endothéliales et mégacaryocytaires, et peu
dans la lignée érythrocytaire (Starck et al., 1999b). Ceci suggere que 1 activation
transcriptionnelle anormale du gene f/i-/ dans les lignées induites par le virus F-MulLV
pourrait étre impliquée dans la transformation et le blocage de la différenciation de ces
lignées.

La surexpression de fli-1 n’est cependant pas suffisante a elle seule pour établir des
lignées cellulaires dont la prolifération est indépendante de tout facteur de croissance

(Howard et al., 1993).

2.2) Inactivation de P53

Il est possible d’établir des lignées cellulaires dont la croissance est dépendante de
I’EPO in vitro apres transplantation des cellules érythroleucémiques primaires dans des souris
syngéniques. Dans toutes les lignées étudi€es il a été mis en évidence une perte de 1’activité
de la protéine P53 (absence de production de la protéine ou production d’une protéine
tronquée) alors que cette protéine est normale dans les tumeurs avant transplantation (Howard
et al., 1993). L importance de la perte de la fonction de P53 dans I’immortalisation des
cellules érythroleucémiques est confirmée par le fait que des souris transgéniques p53 +/- ou
p33 -/- infectées par le virus F-MuLV succombent plus rapidement a la maladie (Wong et al.,

1999). Cependant, cette perte de la fonction de P53 n’est pas suffisante, a elle seule, a
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I’établissement de lignées completement transformées en culture car la plupart des cellules

tumorales p53 -/- infectées par le virus F-MuL'V ne sont pas capables de survivre in vitro.

2.3) Activation de la voie de la signalisation de ’EPO

La transplantation de cellules érythroleucémiques dépendantes de I’EPO dans des
souris nude permet de dériver des lignées cellulaires transformées dont la croissance in vitro
est indépendante de I’EPO (Howard et al., 1996). Dans 80 % de ces lignées, il a ét€¢ mis en
¢vidence une activation transcriptionnelle du geéne epo, ce qui conduit a une production
autocrine d’EPO par les cellules et a une activation constitutive du récepteur de I’EPO. Cette
autocrinie est associée a une augmentation de la tumorigénicit¢ des cellules
érythroleucémiques car des souris ayant regu en injection intraveineuse des cellules issues de
lignées EPO-indépendantes meurent d’une érythroleucémie plus rapidement que celles ayant
regu des cellules issues de lignées EPO-dépendantes. Cependant, [’activation
transcriptionnelle du geéne epo n’est pas suffisante pour transformer a elle seule des
progéniteurs ¢érythroides. En effet, les souris transgéniques surexprimant le geéne epo ne
développent pas d’érythroleucémie, elles présentent seulement une hyperprolifération des

progéniteurs érythroides (Semenza et al., 1989).

2.4) Le site d'insertion Fli-2

Un deuxieme site récurrent d’insertion provirale du virus F-MulLV, appelé fIi-2
(Friend Leukemia integration 2), a été identifi¢ (Ben-David et al., 1992). Ce site d’intégration
a été mis en évidence dans 3 lignées érythroleucémiques de Friend sur 30 étudiées (Lu et al.,
1994). Cette insertion entraine une altération de I’expression du gene p45, qui code une sous-

unité du facteur de transcritption NF-E2, suggérant un role de ce géne dans le développement
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des érythroleucémies induites par le virus de Friend. En effet, des souris transgéniques
hétérozygotes p45 +/- infectées par le virus F-MuLV meurent plus rapidement que des souris
sauvages (L1 et al., 2001). De plus, I’établissement en culture des cellules érythroleucémiques
issues des souris p45 +/- est associ€, dans 90 % des cas, a la perte de 1’allele p45 restant, ce
qui s’accompagne d’une chute de D’expression du gene érythrocytaire globine a. La
réexpression de p45 dans ces cellules provoque une réduction de leur prolifération en culture
et la restauration de 1’expression du gene de globine o. Enfin, des souris nude ayant regu une
injection de ces cellules érythroleucémiques réexprimant p45 succombent moins rapidement
que les souris ayant recu une injection ce cellules érythroleucémiques n’exprimant pas p4J.
L'ensemble de ces résultats suggerent donc que la perte de fonction de P45 pourrait
contribuer a la fois a la prolifération et au blocage de la différenciation des cellules

érythroleucémiques induites par le virus F-MuLV.

2.5) Le site d'insertion Fli-3

Récemment, un troisiéme site d’insertion provirale du virus F-MulLV, appelé fli-3
(Friend Leukemia integration 3), a ét€¢ mis en évidence par Cui et al. (2007). Ce groupe avait
auparavant dérivé 12 lignées de cellules érythroleucémiques a partir de tumeurs issues de
souris hétérozygotes p53 +/- infectées par le virus F-MuLV. Parmi ces 12 lignées, 4 ne
présentent pas d’intégration de provirus F-MuLV au niveau du locus fli-1. Une altération du
locus f1i-3, soit par intégration provirale soit par amplification génique a ét€¢ mise en évidence
dans 2 de ces lignées ne présentant pas d’altération du locus fli-1. Cette altération conduit a
une augmentation de 1’expression du locus fli-3, ce qui suggere que le produit de ce locus
pourrait contribuer au processus de transformation. Le locus f7i-3 correspond a un cluster

comprenant 7 miRNA appelé mir-17-92.
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Afin de rechercher I’implication de fli-3 dans la transformation des cellules, le miRNA
mir-17-92 a été surexprimé dans la lignée érythroleucémique HB60-5. Bien qu’infectée par le
virus F-MuLV, cette lignée possede un locus fli-/ intact et une activation par insertion
provirale du geéne spi-1. Ces cellules proliférent en présence d’EPO et de SCF. La suppression
du SCF induit leur différenciation érythrocytaire en présence d'EPO, ce qui est associé¢ a une
forte réduction de I’expression de f7i-1. La surexpression du miRNA mir-17-92 dans la lignée
HB60-5 bloque leur différenciation induite par la suppression du SCF, ce qui est caractérisé
par un maintien des cellules dans un état de prolifération et d’une réduction de 1’expression du
gene de globine a. De plus, la surexpression du miRNA mir-17-92 est associée a une

KIP1

réduction importante du taux de protéine P27, inhibiteur du cycle cellulaire normalement

impliqué dans la différenciation érythrocytaire. Cette régulation du taux de protéine P27%"!
est post-transcriptionnelle, elle n’est pas due a une modification de sa stabilité, et elle ne

kipl

semble pas impliquer la région 3' UTR de I'ARNm p27™*". Cependant, le mécanisme de cette

KIP1

régulation du taux de protéine P27"" " reste encore a déterminer.

lll- Comparaison des effets de SPI-1 / PU.1 et FLI-1 sur la
différenciation érythrocytaire

L’activation transcriptionnelle des genes spi-/ ou fli-I par insertion provirale
apparaissant comme des événements récurrents lors des érythroleucémies de Friend, diverses
expériences ont €té réalisées afin de déterminer la contribution des facteurs codés par ces

genes au cours du processus de leucémogenese.
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A/ Effet de SPI-1/PU.1 sur la différenciation érythrocytaire

1) Surexpression de spi-1 dans les lignées érythroleucémiques

La différenciation érythrocytaire de certaines lignées SFFV peut étre induite par des
agents chimiques tels que le DMSO ou I’HMBA. Cette différenciation, caractérisée par 1’arrét
de la prolifération des cellules et la production d’hémoglobine, est associée a une extinction
de I’expression du gene spi-1 (Hensold et al., 1996; Schuetze et al., 1992). La surexpression
constitutive de spi-/ dans ces lignées bloque l'arrét de prolifération et inhibe 1'expression du
gene de globine ff normalement induits par 'HMBA (Rao et al., 1997). De la méme manicre,
I’expression inductible par le zinc de spi-/ dans ces lignées inhibe 1'expression du gene de
globine f normalement induite par le DMSO (Yamada et al., 1997). De maniere surprenante,
dans ce cas, la surexpression de spi-/ provoque également une réduction de la prolifération
des cellules en absence de DMSO, ainsi qu’une mort cellulaire par apoptose en présence de
DMSO. Cependant, la quantité de protéine SPI-1 / PU.1 produite apres induction par le zinc
¢tant beaucoup plus importante que lors de la surexpression constitutive de spi-1, il est
envisageable que cette réduction de prolifération et cette mort cellulaire par apoptose soient
liés a la présence d'un fort taux de protéine SPI-1 / PU.1 ne réflétant pas la fonction de la
protéine SPI-1 / PU.1 endogene. Enfin, la surexpression de spi-/ inhibe I'hémoglobinisation
de la lignée érythroleucémique humaine K562 normalement induite par un traitement par de
I’ara-C, ce qui est associ¢ a une réduction de l'expression du gene de globine € (Delgado et
al., 1998).

Ces résultats montrent que la surexpression de spi-/ bloque I'hémoglobinisation de
plusieurs lignées érythroleucémiques et qu'elle peut également inhiber 1'arrét de prolifération

normalement observé au cours de leur différenciation.
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2) Expression forcée de spi-1 dans des progéniteurs érythrocytaires

natifs

La capacité du facteur SPI-1 / PU.1 a transformer le lignage érythrocytaire a été
recherchée directement par expression forcée du géne spi-/ dans un contexte non transformé.

Tout d'abord, il est possible d'immortaliser des érythroblastes murins in vitro apres
l'infection de cultures de moelle osseuse de souris par un rétrovirus exprimant le gene spi-1
(Schuetze et al., 1993). Des expériences ont également été réalisées sur des érythroblastes
primaires aviaires modifiés. Ces érythroblastes expriment une forme thermosensible de la
tyrosine kinase sf-stk qui leur permet de proliférer a 37°C. Le passage des cellules a 42°C
entraine 1’inactivation de cette tyrosine kinase et permet la différenciation des érythroblastes
en présence d’EPO. En absence d’EPO, les cellules meurent par apoptose. La surexpression
de spi-1 inhibe la différenciation des cellules ainsi que 1'apoptose observée en absence d'EPO.
Cependant, cet effet n'est observé que lors de la co-expression d'un EPO-R constitutivement
activé (Quang et al., 1997) ou de la protéine GP55 du virus SFFV (Pereira et al., 2000). Des
résultats similaires ont été obtenus in vivo chez la souris. En effet, 'infection de souris par un
retrovirus surexprimant spi-/ n’induit une érythroleucémie que si la protéine GP55 du virus
SFFV-P est produite conjointement (Afrikanova et al., 2002).

L’injection d’ARN codant la protéine SPI-1 / PU.1 dans un embryon de xénope
bloque I’érythropoic¢se primitive. De plus, I’injection de vecteur d’expression de spi-/ dans
des explants isolés et mis en culture induit une réduction de 1’expression du gene de globine f
(Rekhtman et al., 1999).

Enfin, des souris transgéniques surexprimant spi-/ développent spontanément des
¢rythroleucémies en deux étapes proches des érythroleucémies de Friend (Moreau-Gachelin et
al., 1996). En effet, 6 semaines aprés la naissance, elles développent une hépato-

splénomégalie due a la prolifération de proérythroblastes bloqués dans leur différenciation
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mais toujours dépendants de I’EPO pour leur croissance. Plus tardivement, ces
proérythroblastes perdent leur EPO-dépendance et deviennent tumorigeénes, ce qui est associé
a d’autres événements de sélection parmi lesquels des mutations activatrices de c-Kit, le
récepteur du SCF (Kosmider et al., 2005; Monni et al., 2008). Le fait que ces souris ne
développent la maladie que quelques semaines aprés la naissance suggeére que les
¢rythroblastes doivent avoir subi un événement génétique secondaire a la surexpression de
spi-1 avant d’étre bloqués dans leur différenciation. Cette hypothése est également confortée
par les résultats obtenus in vitro qui montrent que l'expression de spi-/ n'est transformante
qu'en association avec une signalisation anormale de 'EPO-R (Afrikanova et al., 2002; Quang
et al., 1997).

Ces résultats démontrent donc que la surexpression de spi-/ est capable de transformer
la lignée érythrocytaire. Cependant, elle semble nécessiter la coopération avec une voie de
transduction du signal comme l'activation constitutive de 'EPO-R. Les bases moléculaires de

cette coopération entre la signalisation de 'EPO-R et SPI-1 / PU.1 ne sont pas connues.

3) Inactivation de spi-1 dans des cellules érythroleucémiques

Afin de déterminer la contribution directe du facteur SPI-1 / PU.1 endogeéne dans la
transformation des cellules érythroleucémiques, des expériences de réduction de 1’expression
de spi-1 dans ces cellules ont été réalisées.

L’utilisation d’ARN antisens dirigés contre spi-/ sur deux lignées érythroleucémiques
de Friend a d’abord montré que la diminution de I’expression de spi-/ entraine une réduction
de la prolifération de ces cellules sans pour autant induire leur différenciation (Delgado et al.,
1994). L’infection de cellules érythroleucémiques de Friend par un rétrovirus produisant un
shRNA dirigé contre spi-/ (Atar & Levi, 2005), ou la transfection directe de siRNA dirigé

contre spi-1 (Papetti & Skoultchi, 2007; Stopka et al., 2005) permet une disparition presque
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complete de la protéine SPI-1 / PU.1. Dans ce cas, on peut observer une réduction de la
prolifération des cellules ainsi qu’une différenciation érythroide spontanée. La réduction de
I’expression de spi-I par interférence par I'ARN a également été réalisée de maniére
conditionnelle dans la lignée cellulaire 663 (lignée préleucémique issue de souris
surexprimant spi-/ et dont la croissance est dépendante de I’EPO). La réduction du taux de
protéine SPI-1 / PU.1 dans cette lignée induit un arrét de prolifération associ¢ a la
différenciation érythroide des cellules ainsi que d'une mort par apoptose (Rimmele et al.,
2007).

Ces résultats démontrent que le facteur SPI-1/ PU.1 endogene contribue effectivement
a la prolifération et au blocage de la différenciation des cellules érythroleucémiques de

Friend. Il semble également contribuer a la survie des cellules préleucémiques.

4) Inactivation de spi-1 dans des cellules natives

L'effet inhibiteur de SPI-1 / PU.1 sur la différenciation érythrocytaire a également été
mis en évidence grace a un modele de souris transgéniques présentant une inactivation du
gene spi-1 (Back et al., 2004; Kastner & Chan, 2008). Ces souris ont été obtenues apres
l'insertion par recombinaison homologue d'un cDNA codant la protéine GFP dans I'exon 1 du
géne spi-1 (cette mutation est appelée PU.19). Des souris homozygotes PU.19¢ produisent
donc la protéine GFP a la place du facteur SPI-1 / PU.1 ce qui permet de visualiser
l'expression du géne spi-/ au cours de I'hématopoiese. Ainsi, les auteurs montrent une faible
expression de spi-1 dans les progéniteurs érythrocytaires immatures qui diminue dans les

cellules matures. Les souris homozygotes PU.19¢

meurent un jour apres la naissance ce qui
est associ¢ a une absence des cellules myélo-monocytaires et lymphocytaires. Ceci est en

accord d'autres modeles de souris transgéniques spi-/ -/- qui ont montré une mort in utero ou

48 heures apres la naissance caractérisée par un défaut de développement des lignages myélo-
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Figure 8 : Représentation schématique du role de SPI-1 dans 1'érythropoiése.




monocytaires et lymphocytaires (McKercher et al., 1996; Scott et al., 1994). Des analyses du
foie foetal des souris homozygotes PU.1%C montrent une réduction du nombre de cellules
érythrocytaires matures apres 12,5 jours de développement. En revanche, le nombre de
cellules érythrocytaires matures est augmenté apres 16,5 jours de développement dans le foie
foetal des souris PU.19“ comparé aux souris normales. De méme, le nombre de progéniteurs
¢rythrocytaires CFU-E est doublé apres 17,5 jours de développement dans les souris PU.19¢,
Au contraire, le nombre de progéniteurs €rythrocytaires plus immatures est réduit de 4 fois
environ dans les souris PU.19¢ apres 17,5 jours de développement. Ces résultats montrent
donc une modification de la répartition des différentes populations de progéniteurs
érythrocytaires dans le foie foetal des souris PU.19C. En effet, dans ces souris, un nombre
réduit de progéniteurs €rythrocytaires immatures donne un nombre anormalement élévé de
progéniteurs plus matures. Des expériences de culture in vifro montrent que les progéniteurs
issus des souris PU.19 ont une capacité de prolifération réduite par rapport aux progéniteurs
issus de souris sauvages. De plus, cette réduction de la prolifération est corrélée a une
différenciation érythrocytaire plus rapide et a une mort de certaines cellules par apoptose.

Des résultats similaires sont également observés chez les souris adultes hétérozygotes
PU.1"C. En effet, I'augmentation du nombre de progéniteurs érythrocytaires CFU-E et de
cellules matures dans la rate, normalement observée lors de l'induction d'une anémie par
traitement a la PHZ, est accélérée chez les souris hétérozygotes PU. 1,

L'ensemble de ces résultats conduit a un modele (Figure 8) selon lequel le faible
niveau d'expression de spi-/ dans les progéniteurs érythrocytaires immatures suffirait a
promouvoir leur prolifération et bloquer leur différenciation, assurant ainsi le maintien d'une
population de progéniteurs immatures capables de s'engager dans la différenciation
érythrocytaire, notamment au cours du développement embryonnaire et en cas de stress chez

I'adulte.
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B/ Effet de FLI-1 sur la différenciation érythrocytaire

1) Surexpression de fli-1 dans les lignées érythroleucémiques

Notre équipe a montré que la surexpression, constitutive ou inductible, de f/i-/ dans la
lignée 745-A, lignée érythroleucémique induite par le virus SFFV, bloque I'hémoglobinisation
normalement induite par 'HMBA (Starck et al., 1999a).

Une étude réalisée sur la lignée érythroleucémique HB60-5 a également permis de
mettre en évidence I’implication de fli-/ dans le blocage de la différenciation érythrocytaire
(Tamir et al., 1999). Bien qu’infectée par le virus F-MuLV, cette lignée possede un locus f7i-1
intact et une activation par insertion provirale du gene spi-I. Ces cellules proliférent en
présence d’EPO et de SCF. La suppression du SCF induit leur différenciation érythrocytaire
en présence d'EPO, ce qui est associ¢ a une forte réduction de I’expression de fli-1. La
surexpression de fli-I bloque l'arrét de prolifération et I'hémoglobinisation normalement
observés au cours de cette différenciation, ce qui est associé a une réduction de l'expression
du gene globine c.

L’expression forcée de fli-1 bloque ¢également 1'hémoglobinisation des lignées
érythroleucémiques humaines K562 et HEL normalement induite par l'ara-C ou I'hémine
(Athanasiou et al., 2000).

Ces résultats montrent que la surexpression de f/i-/ inhibe la différenciation érythroide

de plusieurs lignées érythroleucémiques.
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2) Expression forcée de fli-1 dans des progéniteurs érythrocytaires

La capacit¢ de FLI-1 de transformer la lignée érythrocytaire a également été
recherchée dans des érythroblastes primaires aviaires modifiés (Pereira et al., 1999).
L'expression forcée de fli-1 bloque la différenciation induite en présence d'EPO seule et
maintient les cellules dans un état d'autorenouvellement. La surexpression de f/i-/ inhibe
¢galement la mort par apoptose de ces érythroblastes normalement observée en absence
d'EPO. Contrairement a SPI-1 / PU.1, il n'est pas nécessaire que I'EPO-R soit
constitutivement activé pour observer 1'effet transformant de FLI-1.

Des souris transgéniques surexprimant f7i-/ a partir du promoteur H2k ont été établies
(Zhang et al., 1995). De maniére surprenante, elles ne développent pas d’érythroleucémie
comme dans le cas de spi-/. Néanmoins, ces souris développent une maladie rénale d’origine
auto-immune caractérisée par [’accumulation anormale, dans les tissus lymphoides
périphériques, de lymphocytes auto-réactifs qui possédent en culture une résistance accrue a
I’apoptose. L'absence de phénotype observée dans la lignée érythrocytaire peut étre expliquée
par le fait que, contrairement a spi-/, la surexpression de fli-1 suffit a elle seule pour bloquer
la différenciation érythrocytaire. Il est donc probable que les souris exprimant un niveau de
fli-1 suffisant pour bloquer la différenciation érythrocytaire meurent d'anémie avant la
naissance. En accord avec cette hypothése, les souris utilisées lors de cette étude présentent un
faible niveau de surexpression de fli-1 (légerement plus de 2 fois de protéines FLI-1 par
rapport aux souris sauvages).

Ces résultats montrent que la surexpression de fli-I bloque la différenciation de

progéniteurs érythrocytaires natifs et qu'elle permet leur survie en absence d'EPO.
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3) Inactivation de fli-1 dans des cellules érythroleucémiques

Il n’existe aujourd’hui aucune donnée démontrant, via la réduction de 1’expression de
fli-1 dans des cellules érythroleucémiques, la participation directe du facteur FLI-1 endogene

dans le processus de transformation.

4) Inactivation de fli-1 dans des cellules natives

Des souris mutantes dont les deux alleles du gene fli-1 ont ét¢ inactivés par
recombinaison homologue meurent in utero apres 11,5 jours de développement suite a des
hémorragies (Hart et al., 2000; Spyropoulos et al., 2000). Comme dans le cas des souris
PU.19C 4 ce stade (Back et al., 2004), il est observé une forte réduction du nombre de
progéniteurs érythrocytaires présents dans le foie foetal (Spyropoulos et al., 2000).
Cependant, un biais important est induit par 'hémorragie affectant les embryons, qui pourrait
empéecher la colonisation du foie foetal par les progéniteurs hématopoiétiques provenant du
sac vitellin. En accord avec cette hypothése, la diminution du nombre de progéniteurs
érythrocytaires dans le sac vitellin est plus modérée. Des cultures in vitro de cellules de la
région AGM (Aorte-Gonades-Mesonephros) d'embryons de 10 jours ont montré une
augmentation du nombre d'érythrocytes dans les souris fli-1 -/- dans cette région (Kawada et
al., 2001). En revanche, le pourcentage de précurseurs ¢érythrocytaires précoces
(pronormoblastes et normoblastes basophiles), par rapport a la population totale de
précurseurs érythrocytaires, est réduit d'environ 6 fois chez les souris fli-1 -/-.

Le modele de souris transgéniques développé par Spyropoulos et col (2000) a ensuite
¢té utilisé afin de dériver des souris chiméres (Masuya et al., 2005). L'étude des souris
chimeres possédant des cellules hétérozygotes fli-1 +/- montre que le nombre de progéniteurs
érythrocytaires dans la moelle osseuse issus des cellules fli-7 +/- est 6 a 11 fois supérieur a

ceux issus de cellules sauvages.
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L'ensemble de ces résultats suggerent que, de fagon similaire a SPI-1 / PU.1, FLI-1
pourrait étre impliqué dans 1'érythropoiése, en assurant la prolifération de progéniteurs

immatures et en inhibant leur différenciation.

IV- Comparaison des mécanismes d’action de SPI-1 / PU.1

et FLI-1

Parmi les différents aspects de la différenciation érythrocytaire qui sont inhibés par SPI-1
/ PU.1 et FLI-1, le plus étudi¢ est la répression de I’expression de genes spécifiques de la
lignée érythrocytaire comme le géne de globine B. Les auteurs ont d’abord recherché une
diminution de la production de facteurs de transcription importants pour la différenciation
¢rythrocytaire comme GATA-1 et EKLF. La production de ces facteurs n’étant pas ou peu
modifiée par la surexpression de spi-/ ou fli-1, I’hypotheése d’une inhibition directe de leur

fonction a été envisagée.

A/ SPI-1/PU.1
1) Inhibition de la différenciation

1.1) SPI-1/ PU.1 inhibe I'activité de GATA-1

Une interaction entre les protéines SPI-1 / PU.1 et GATA-1 a été¢ mise en évidence in
vitro et in vivo (Nerlov et al., 2000; Rekhtman et al., 1999; Zhang et al., 1999). De plus, SPI-1
/ PU.1 réprime I’expression d’un gene rapporteur placé sous controle d’un promoteur
normalement activé par GATA-1 (Matsumura et al., 2000; Rekhtman et al., 1999; Zhang et

al., 1999). Cette répression nécessite a la fois les domaines ETS et transactivateur de SPI-1 /
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with or without doxycycline. Note that the sense primer used here is located in the 5 UTR
region of endogenous fli-1 mMRNA which is absent in the transfected fli-1 gene thus ensuring
only endogenous fli-1 mMRNA amplification (relative values standardized on 18S rRNA;

means and standard deviations of duplicate determinations performed on one experiment).

Figure3

Fli-1 knockdown enhances erythroid differentiation.

745/TR, shfli-1#44 and shfli-2#1 cells were cultured for two days in the presence or absence
of 100 ng/mL of doxycycline (DOX) and then induced to differentiate in the presence of 5
mM of HMBA. At the indicated days, the percentages of hemoglobin producing cells were
determined by benzidine coloration and the relative levels of o and 3-globin mRNA were
determined by quantitative RT-PCR. A : Percentages of benzidine positive cells (means and
standard deviations from 3 different experiments). B : Quantification of o and B-globin
MRNAs after two days of culture in the presence of 5 mM HMBA (relative levels
standardized by 18S rRNA; means and standard deviations of duplicate determinations from
one typical experiment repeated two times). Statistically significant differences (paired
Student test with p<0.05) are indicated by asterisks.

Figure4

Fli-1 knockdown induces apoptosis.

745/TR, shfli-1#44, shfli-2#1 or shmut#13 cells were grown for two days in the presence or
absence of doxycycline and then for four days in the presence of 5 mM of HMBA asin figure
2. A : Percentages of trypan blue positive dead cells (means and standard deviations from
three different experiments with 745/TR, shfli-1#44 and shfl-2#1 cells and two experiments
with shmut#13 cells). B : Percentages of sub-Gl cells containing fragmented DNA
determined by FACS analysis after labeling by propidium iodide (means and standard
deviations from two different experiments). C : FACS diagrams of cells labeled with
propidium iodide and annexin V after 3 days of culture in the presence of HMBA. The
percentages of propidium iodide negative and annexin V positive apoptotic cells are given

(typical results from two different experiments).
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Figure5

Fli-1 knockdown accelerates G1 arrest and p27¢'™ protein increase during HMBA-induced
differentiation.

745/TR or shfli-1#44 cells were grown for two days in the presence or absence of doxycycline
and then for four days in the presence of 5 mM of HMBA asin figure 2. A : Evolution of the
percentages of viable cells in G1 phase as determined by FACS analysis in the presence (full
symbols) or absence (empty symbols) of doxycycline (means and standard deviations from
two independent experiments). B : Western blot analysis of Fli-1 and p27¢"™ . GRB2 is
shown as a loading control. C : Relative levels of p27¢""™* mRNA determined by qRT-PCR
and standardization to 18S rRNA (means and standard deviation from 3 independent

experiments each with duplicate determinations).

Figure 6

Fli-1 knockdown does not affect p27Kipl turnover.

shfli-1#44 cells were grown for two days in the absence or presence of doxycycline to
knockdown Fli-1 then for one day in the presence of 5 mM of HMBA to initiate
differentiation and finally for six hours in the presence or absence of 100 ug/mL of
cycloheximide to block new protein synthesis. A : Western blot analysis of p27'" protein
during the chase period after the addition of cycloheximide. Actin is shown as a loading
control. B : Graphical presentation of the decrease of p27¢"™ signa determined by

densitometric analysis of the Western blot shownin A.

Figure7

Fli-1 knockdown enhances p27<'* synthesis.

shfli-1#44 cells were grown for two days in the absence or presence of doxycycline to
knockdown Fli-1 then for one day in the presence of 5 mM of HMBA to initiate
differentiation and finally for one (A) or two hours (B) in the presence of **S methionine and
cysteine before washing with medium containing excess of cold methionine. At different
times post-washing, whole cell extracts were immunoprecipitated with either p27'"* or
control HA antibodies. Immunoprecipitated proteins were loaded on SDS-PAGE, transfered
to membranes and membranes were successively exposed to radio-imager and analyzed by
Western blot using p27<'™* antibody. A : Radioactive and Western blot imaging of p27¢™
immediately following a 1 hour labeling. B : Radioactive and Western blot imaging of

19



p27¢1P at different times following a 2 hours labeling. C : Graphical presentation of the
decrease of p27°""* radioactive signal recorded by the radio-imager. Results are expressed as

percentages of the starting signal.
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Supplemental Table S1 : Oligonucleotides used in this study

shRNA encoding oligonucleotides

Target gene

Murine fli-1target 1 (sense)

Sequence
5-

GATCCCAGTTCACTGCTGGCCTATATTCAAGAGATATAGGCC
AGCAGTGAACTTTTTTGGAAA -3

Murine fli-1 target 1 (antisense)

5 -
GGCCTTTCCAAAAAAGTTCACTGCTGGCCTATATCTCTTGAA
TATAGGCCAGCAGTGAACTGG -3

Murine fli-1target 2 (sense)

5-
GATCCCAGCTACTACTAGAACTAACTTCAAGAGAGTTAGTTC
TAGTAGTAGCTTTTTTGGAAA -3

Murine fli-1target 2 (antisense)

5-
GGCCTTTCCAAAAAAGCTACTACTAGAACTAACTCTCTTGAA
GTTAGTTCTAGTAGTAGCTGG -3

Mutagenesis PCR primers used to obtain shRNA resistant fli-1 cDNA

PCR reaction

Sequence

Upstream PCR (sense)

5- AAGCTTGAAATGGACGGGACTATTAAG-3

Upstream (antisense)

5-
GGGAGGTTGTGTTATAGGCGAGCAGAGAACTTTCCCTGAGG
TAAC-3

Downstream PCR (sense)

5-
GTTACCTCAGGGAAAGTTCICTGCTCGCCTATAACACAACCT
CCC-3

Downstream PCR (antisense)

5- CTCGAGCTAGTAGTAGCTGCCTAAGT -3

Real time RT-PCR primers (designed to span one intron)

Gene Forward primer Reverse primer

oasl 5- GGAGAGATGCTTCCAAGGTG-3 5 -AAGGAACACCACCAGGTCAG-3

o-globin 5- CTGGGGAAGACAAAAGCAAC-3 5- GCCGTGGCTTACATCAAAGT-3

Sglobin 5- GCACCTGACTGATGCTGAGA-3 5- CTGGGTCCAAGGGTAGACAA-3

fli-1 5- CCGCTACAACAACAAACGTG-3 5- ACCTCGTAGCCCCTTCAGAT-3

(endogenous

specific)

fli-1 5 - CAACCAGCCAGTGAGAGTCA- 3 5- GTTCGTTGGTGGTCATGTTG-3

18STrRNA 5 -CGGCTACCACATCCAAGGAA-3 5'- GCTGGAATTACCGCGGCT-3

bcl2 5-ATCGCCCTGTGGATGACTGAGTA 5 -GGAGAAATCAAACAGAGGTCGCA -
3 3

belxL 5 - TGACCACCTAGAGCCTTGGA -3 5- AGAACCACACCAGCCACAGT -3

ifitl 5- CAAGGCAGGTTTCTGAGGAG-3 5- TGAAGCAGATTCTCCATGACC-3
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RESUME en francais

FLI-1 est un facteur de transcription de la famille ETS dont le géne activé dans les
érythroleucémies murines induites par le virus F-MuLV. Le géne fli-1 est également activé
par le facteur SPI-1 / PU.1, un autre facteur ETS dont le géne est lui-méme activé dans les
¢rythroleucémies induites par le virus SFFV. Mon travail de thése visait a définir la
contribution de FLI-1 dans les érythroleucémies induites par SPI-1 / PU.1.

Par déplétion inductible de FLI-1, j’ai montré qu'il contribue effectivement a la
prolifération et au blocage de la différenciation de cellules érythroleucémiques surexprimant
SPI-1. Une approche par genes candidats et des analyses globales de transcriptome, ont
permis de montrer I’implication de FLI-1 dans I’inhibition de la synthése de I’inhibiteur de
cycline kinase P27%'""! I’activation transcriptionnelle directe de plusieurs génes contrdlant la
synthese et la maturation des ARNr et la répression de plusieurs génes érythrocytaires ainsi
que du géne antiprolifératif bzg?2.

TITRE en anglais

Function and mechanism of action of f/i-/ proto-oncogene in Friend erythroleukemia.

RESUME en anglais

FLI-1 is an ETS family transcription factor which gene is activated in murine F-
MuL V-induced erythroleukemias. fli-1 gene is also activated by SPI-1 / PU.1, another ETS
transcription factor, which gene is activated in murine SFFV-induced erythrloleukemias. My
thesis work aimed to define the FLI-1 contribution in SPI-1-induced erythroleukemias.

By an unducible fli-1 knock-down, I showed that it contributes effectively to the
proliferation and differentiation inhibition of spi-/ overexpressing erythroleukemic cells. A
candidate gene approach and globals transcriptomes analysis, showed the FLI-1 implication in
synthesis inhibition of P27 cyclin kinase inhibitor, direct transcriptionnal activation of
several genes controlling rRNA synthesis and maturation, and repression of several
erythrocytic genes and b7g2 antiproliferative gene.
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