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La compréhension d’un mécanisme biologique précis requiert souvent, si ce n’est

obligatoirement, d’avoir un recul important sur ce processus, de posséder des connaissances

générales bien plus étendues et de pouvoir les intégrer afin d’aboutir à une hypothèse de

travail efficace. Le système hématopoïétique est une excellente illustration d’un tel processus

biologique complexe. Au carrefour de la biologie du développement et de l’immunologie,

l’hématopoïèse constitue un modèle développemental particulier dans le sens où ce système

est opérationnel tout au long de la vie d’un individu et génère continuellement l’ensemble des

cellules présentes dans le sang. Ce processus requiert l’engagement séquentiel et contrôlé de

cellules souches hématopoïétiques dites «multipotentes », en progéniteurs ayant un potentiel

de différenciation de plus en plus restreint, de sorte que le nombre requis de chaque type

cellulaire fonctionnel soit produit. Bien entendu, pour que ce processus développemental se

réalise correctement, de nombreux gènes doivent êtres régulés de sortent qu'ils puissent

contrôler le destin des multiples types cellulaires qui constituent ce système.

J’ai étudié au cours de mon travail de thèse, l’implication du gène PU.1/spi1 dans

l’hématopoïèse de la souris. Ce gène code pour un facteur de transcription, qui, comme je vais

le décrire au cours de ce document, s’avère être un acteur central du contrôle génétique du

système hématopoïétique. Mes résultats ont permis de révéler une nouvelle fonction pour

PU.1 dans les précurseurs érythroïdes. De plus, l’analyse de la régulation de son expression,

dans tout le système hématopoïétique montre que ce facteur est régulé de façon très

dynamique, impliquant des fonctions importantes notamment dans les cellules précurseurs. Le

facteur de transcription PU.1 s’avère donc aujourd’hui avoir un rôle dans l’ensemble des

compartiments du système hématopoïétique – au niveau des cellules souches, des

progéniteurs plus spécifiques de certains lignages, ainsi que des cellules matures de ce

système. En outre, ses fonctions apparaissent maintenant, en partie grâce à mes études,

comme très versatiles. Ainsi, PU.1 peut induire la différenciation, promouvoir le

renouvellement cellulaire ou alors agir en tant que facteur pro ou anti-apoptotique, selon le

type cellulaire considéré. Par conséquent, afin d’introduire ces résultats, et pouvoir discuter de

leur implication, je vais présenter le système hématopoïétique dans son ensemble.
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Après une partie rapide décrivant les différents lignages du système hématopoïétique

ainsi que les cellules matures qui les composent, j’aborderai la façon dont ces cellules sont

générées. Pour cela, je décrirai le compartiment précurseur en soulignant les différentes

hypothèses quant au potentiel de différenciation de ces précurseurs ainsi que les modèles

décrivant comment des progéniteurs avec un potentiel de différenciation restreint peuvent

êtres générés à partir de cellules souches multipotentes. Ceci sera particulièrement utile pour

discuter de l'implication de PU.1 dans la régulation de ce processus de différenciation et de

restriction de potentiel des précurseurs hématopoïétiques. Ensuite, je décrirai la régulation de

la différenciation myéloïde, lymphoïde, dendritique et érythroïde en soulignant le rôle de

certains facteurs de transcriptions cruciaux qui peuvent être des partenaires potentiels de PU.1

dans ces processus de régulation. Je détaillerai plus précisément le compartiment érythroïde,

ses régulateurs ainsi que les érythroleucémies de Friend dans lesquelles l'expression de PU.1

est fréquemment altérée. Une partie plus axée sur PU.1 permettra ensuite de préciser l’état des

connaissances sur ce gène qui ont été accumulées avant et pendant mon travail de thèse, ce

qui permettra de situer les rôles majeurs de PU.1 dans les différents processus

hématopoïétiques que j'aurais décris auparavant. Je pourrais alors exposer et discuter les

résultats de mes travaux en utilisant comme support les références abordées en introduction.
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Les différentes parties de cette introduction sont conçues pour apporter les éléments

principaux nécessaires à l'interprétation de mes résultats. Je ne vais donc pas décrire en détail

l'ensemble du système hématopoïétique, mais j'esquisserai souvent durant cette introduction,

un lien avec mes résultats et leur interprétation.

1ère Partie. Présentation des différents types de
cellules fonctionnelles du système
hématopoïétique.

La figure I1 présente une vue globale du système hématopoïétique que je vais décrire

durant cette introduction. On peut regrouper les cellules hématopoïétiques matures,

fonctionnelles, de différentes façons selon les critères appliqués. Ainsi, on peut distinguer

deux grands groupes, si l’on classe ces cellules selon qu’elles possèdent ou non une activité

immunitaire.

Dans ce cas, les cellules du compartiment érythroïde ; les érythrocytes et les

mégacaryocytes se distinguent de toutes les autres cellules. Les érythrocytes sont chargés du

transport de l'oxygène dans l’ensemble de l’organisme. Les mégacaryocytes sont des cellules

polyploïdes géantes qui forment, par fragmentation cytoplasmique les plaquettes, ou

thrombocytes qui sont responsables de l’hémostase, c'est-à-dire de la réparation des vaisseaux

sanguins. Par opposition à ces deux types cellulaires, toutes les autres cellules

hématopoïétiques possèdent une fonction immunitaire. Parmi ces cellules immunitaires, on

peut distinguer les cellules des lignées myéloïde, lymphoïde, et dendritique.
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Figure I1: Le système hématopoïétique.
Ce modèle présente les principales cellules hématopoïétiques matures produites dans la
moelle osseuse, à partir des cellules souches et progéniteurs. L'engagement séquentiel des
progéniteurs multipotents en progéniteurs lymphoïdes et myéloïdes n'est qu'une hypothèse
adaptée à la représentation des diverses cellules du système hématopoïétique. HSC: cellule
souche hématopoïétique; cellule NK: cellule "natural killer".

Les lymphocytes B et T sont les composants de l'immunité adaptative (ou immunité

spécifique). Ces cellules peuvent êtres encore divisées en de multiples sous-groupes qui

possèdent chacun une fonction très précise. Ainsi les lymphocytes B peuvent encore se

différencier en plasmocytes, c'est-à-dire en cellules productrices d'anticorps. Ils peuvent aussi

lors d'une réaction immunitaire acquérir un phénotype quiescent et devenir des lymphocytes B

mémoire, qui serviront lors d'une infection ultérieure par le même pathogène. Dans la cavité

péritonéale, il existe un sous-type de lymphocytes B particulier, les cellules B1. L'origine

précise de ces cellules n'est pas connue et elles pourraient êtres issues d'une voie de

différenciation distincte des lymphocytes B "classiques" (voir (Fagarasan et al., 2000) pour

revue).  Les lymphocytes T sont de deux grand types: les T "helpers" (TH) ou T CD4+ et les T

cytotoxiques (TC) ou T CD8+. Les TC sont impliqués dans l'élimination (par leur action de

cytotoxicité cellulaire) des cellules infectées par des virus ou d'autres parasites

intracellulaires, ainsi que dans l'élimination des cellules tumorales. Les TH se sont spécialisés

dans la fonction de "chef d'orchestre" du système immunitaire, modulant son action grâce au

panel de cytokines qu'ils sécrètent. Ainsi, un lymphocyte TH ne correspond pas au stade
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ultime de différenciation, puisque selon le type de pathogène et de réaction immunitaire, il

peut se différencier en TH1 ou TH2 et sécréter différents cocktails de cytokines. Les cellules

NK ("natural killer") sont également considérées comme des lymphocytes. Elles participent

notamment à la réponse immunitaire innée contre les virus et jouent également un rôle crucial

dans l'élimination des cellules tumorales.

Les cellules myéloïdes constituent l’essentiel de l’immunité innée, ou immunité non-

adaptative. Ce sont les macrophages ainsi que les granulocytes neutrophiles, basophiles et

éosinophiles (selon leurs propriétés de réaction aux colorants cytologiques). Les macrophages

ainsi que les neutrophiles sont très efficaces pour l’élimination de pathogènes qu’ils ont

phagocyté car ils possèdent de nombreuses protéines qui participent à leur élimination. Je

l’aborderais plus tard, mais de nombreux gènes codant pour ces protéines sont contrôlés par

PU.1. Les éosinophiles possèdent également une capacité de phagocytose, mais ils sont

davantage spécialisés dans l’élimination de pathogènes parasitaires comme les vers. Les

basophiles deviennent des mastocytes une fois qu’ils ont quitté le sang pour atteindre un tissu.

Les mastocytes sont essentiellement connus pour leur implication dans les processus

d’allergies (asthme, chocs anaphylactiques...), du fait de leur capacité à sécréter l'histamine.

Néanmoins leur rôle dans l’élimination des pathogènes via l’amplification de la réponse

inflammatoire est important.

Enfin, les cellules dendritiques sont représentées par 3 sous-types. Les cellules

dendritiques dites myéloïdes et les cellules dendritiques lymphoïdes partagent certains

marqueurs de surface caractéristiques des cellules myéloïdes et lymphoïdes respectivement.

Ces cellules sont spécialisées dans la fonction de présentation d'antigène. Par conséquent,

elles sont au cœur de la réaction immunitaire et jouent un rôle crucial dans l'activation des

lymphocytes T. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes représentent le troisième type de

cellules dendritiques. Ces cellules ont été identifiées assez récemment, et ne possèdent pas la

même morphologie que les autres cellules dendritiques (morphologie comportant des

expansions cytoplasmiques ou dendrites). Elles ont été caractérisées comme les principales

productrices d'interféron de type I (ie. IFNα et IFNβ). Par ce biais, elles participent à la

réaction immunitaire contre certaines infections virales et apparaissent comme un lien

important entre la réponse innée et adaptative.

Tous ces types cellulaires sont (plus ou moins bien) caractérisés, soit par leur

morphologie, soit plus généralement par les protéines  de surface spécifiques qu'ils expriment.

Au cours de mon travail de thèse, j'ai utilisé principalement la cytométrie de flux afin
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d'identifier ces cellules à l'aide de leurs marqueurs de surface. Tous ces marqueurs seront

détaillés dans la partie résultats ainsi que matériels et méthodes.

Cette classification rend toutefois peu compte de l'origine dévelopementale de ces

cellules matures. Ainsi, comme je le soulignerai un peu plus tard, les cellules érythroïdes, qui

n'ont aucune fonction immunitaire, semblent posséder une origine commune avec les cellules

myéloïdes. De même, les basophiles, mastocytes et éosinophiles classés en tant que cellules

myéloïdes, peuvent êtres obtenus à partir de progéniteurs commun avec le lignage érythroïde

(Migliaccio et al., 2003). Enfin, le cas le plus flagrant étant les cellules dendritiques qui

possèdent soit des caractéristiques myéloïdes, soit lymphoïdes et dont l'origine est encore très

mal définie. Il est donc crucial, pour comprendre le fonctionnement du système

hématopoïétique, d'étudier son compartiment précurseur. De plus, même si PU.1 est impliqué

dans la fonction de certaines cellules matures (cf. Introduction partie 5), beaucoup de ses

fonctions s'appliquent au niveau du contrôle  du destin des "précurseurs" hématopoïétiques. Je

définirai plus précisément ce terme de précurseur dans la partie suivante.
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2ème Partie. Génération des cellules
hématopoïétiques: le compartiment précurseur
hématopoïétique.

On peut diviser le compartiment précurseur hématopoïétique en trois couches

représentant des stades de différenciations séquentiels, mais qui s'enchaînent de façon

discrète. Ces différents types de précurseurs possèdent chacun des caractéristiques

d'autorenouvellement, de prolifération et de différenciation distinctes. Un premier groupe est

constitué par les cellules les plus immatures, les cellules souches hématopoïétiques (HSC

pour "hematopoietic stem cells"). Ces HSC peuvent se différencier en progéniteurs multi ou

oligopotents, qui eux-mêmes peuvent engendrer des précurseurs qui sont restreints à un type

de lignage. Cette organisation en trois couches (cellules souches, progéniteurs, précurseurs)

permet une amplification importante de la production des cellules hématopoïétiques. En effet,

à partir d'un nombre très restreint de cellules souches (environ 0,05% de la population totale

de la moelle osseuse), le système hématopoïétique doit, chez la souris, générer chaque jour

plus de 1010 cellules matures.

La base du fonctionnement du système hématopoïétique réside sur la différenciation

de précurseurs hématopoïétiques. La mise en place de ces précurseurs lors de l'embryogenèse

est donc l'événement crucial de l'émergence de ce système hématopoïétique.

2.1 L'ontogénie du système hématopoïétique.

Les différentes étapes de l'ontogénèse du système hématopoïétique sont représentées

en figure I2. Les premières cellules hématopoïétiques apparaissent vers sept jours de gestation

(stade E7). Ces cellules forment des îlots sanguins dans une région extra-embryonnaire; le sac

vitellin (Moore and Metcalf, 1970). Néanmoins, ces précurseurs possèdent un potentiel très

limité. Ils ne peuvent générer que des cellules de la lignée érythroïde primitive (cellules

nucléées et exprimant l'hémoglobine embryonnaire), et possèdent un faible potentiel de

différenciation myéloïde (Cumano et al., 1996). De plus, les précurseurs de ces îlots sanguins

ne possèdent pas de potentiel de reconstitution à long terme, lorsqu'ils sont réinjectés dans des
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souris irradiées (Cumano et al., 2001).

Figure I2: Développement embryonnaire de l'hématopoïèse.
Les premières cellules sanguines apparaissent dans les îlots sanguins du sac vitellin (site
extra-embryonnaire) et dans la splanchnopleure para-aortique (site intra-embryonnaire). Une
fois la circulation sanguine établie, les cellules hématopoïétiques de ces deux sites circulent
dans l'embryon. Lorsque le foie fœtal se développe (vers 10 jours de gestation), il est
rapidement colonisé par les cellules hématopoïétiques. Tous les progéniteurs responsables
de l'hématopoïèse définitive trouvés dans le foie fœtal sont dérivées du site intra-
embryonnaire. Les cellules hématopoïétiques envahissent ensuite séquentiellement le
thymus, la rate puis la moelle osseuse.

La circulation sanguine s'établit vers 8,5 jours de gestation, c'est également à partir de

ce moment également que l'hématopoïèse primitive est relayée par l'émergence de

l'hématopoïèse définitive. C'est un deuxième site, intra-embryonnaire, qui va générer les

précurseurs hématopoïétiques définitifs (Godin et al., 1995; Godin et al., 1999). Ce site

correspond, aux stades E8 à E10, à la région de la splanchnopleure para-aortique de l'aorte

dorsale (P-Spl) aussi appelée AGM  car ce site se développe plus tard (entre 10 et 12 jours de

gestation) pour former les régions  de l'aorte, des gonades et du mésonéphros. Les précurseurs

de cette région possèdent une capacité de reconstitution à long terme de l'hématopoïèse et

peuvent générer in vitro des cellules des compartiments myéloïdes, lymphoïdes et érythroïdes

(Cumano et al., 1996; Sanchez et al., 1996). Les précurseurs de cette région AGM peuvent

donc êtres considérés comme les premières véritables cellules souches hématopoïétiques

générées au cours du développement.
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C'est le foie fœtal qui constitue le site principal de l'hématopoïèse à partir du stade

E10. L'activité hématopoïétique est détectée dès 9 jours de gestation au niveau du foie fœtal

(Johnson and Jones, 1973). Il est considéré que ce sont les cellules de la région AGM qui

colonisent le foie fœtal (Muller et al., 1994). C'est durant cette même période (E11 à E13) que

le thymus est également colonisé. Plus tard, vers E15, les cellules hématopoïétiques gagnent

la rate, puis vers 16,5-17 jours de gestation, le potentiel hématopoïétique commence à

s'étendre à la moelle osseuse. À partir de la naissance et pendant toute la vie adulte, c'est la

moelle osseuse et le thymus (développement des lymphocytes T) qui constituent les sites de

production de cellules hématopoïétiques. La rate peut également être considéré comme un

organe hématopoïétique, les lymphocytes B y terminant leur maturation.

La rate peut également servir d'organe hématopoïétique "de secours", lorsqu'un stress

hématopoïétique ou une déficience de la moelle osseuse surviennent. Lors d'un travail en

collaboration avec l'équipe du Pr Auwerx, j'ai pu mettre en valeur ce phénomène dans des

souris déficientes pour le récepteur nucléaire PPARγ. Ces souris présentent en effet une

production accrue de masse osseuse ce qui diminue l'espace disponible pour la moelle

osseuse. En conséquence, une partie de l'hématopoïèse est déplacée vers la rate (Cock et al.,

2004).

2.2 Les cellules souches hématopoïétiques.

Les HSC possèdent deux caractéristiques: 1- elles sont pluripotentes, c'est-à-

dire qu'elles ont la capacité de générer toutes les cellules du système hématopoïétique. 2- elles

ont une capacité d'autorenouvellement; elles peuvent donc proliférer sans entrer dans un cycle

de différenciation irréversible. Ces deux propriétés impliquent que les HSC peuvent effectuer

des divisions asymétriques, une cellule fille gardant entier son potentiel de HSC

(autorenouvellement), la deuxième étant irréversiblement engagée dans le processus de

différenciation (perte du potentiel d'autorenouvellement).
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2.2.1 Identification et caractérisation des cellules souches
hématopoïétiques.

La première évidence de l'existence de cellules hématopoïétiques pluripotentes avec

un potentiel de cellule souche a été apporté par Till et McCulloch (Till and Mc, 1961). Cette

expérience a initialement identifié une population de la moelle osseuse capable de générer des

colonies myélo-érythrocytaires lorsqu'elle est injectée dans la rate de souris irradiées. Ces

cellules ont été désignées par l'acronyme CFU-S pour "colony forming unit – Spleen". Seule

une fraction des cellules de certaines colonies CFU-S sont capables de reconstituer, à long

terme, l'ensemble du système hématopoïétique lorsqu'elles sont transférées dans une seconde

souris irradiée. Ce sont ces cellules qui peuvent êtres qualifiées de véritables HSC.

Par la suite, ces HSC de la moelle osseuse ont été phénotypiquement caractérisées, et

ont pu êtres isolées afin de tester leur potentiel de reconstitution hématopoïétique (Spangrude

et al., 1988). Ainsi, deux types de HSC ont pu être distingués: les HSC ayant un  potentiel de

reconstitution à long terme, supérieur à 6 mois (LT-HSC pour "long term-HSC"), ainsi que les

ST-HSC ("short term-HSC") qui ne possèdent qu'une capacité de reconstitution à court terme

(4-8 semaines) du système hématopoïétique (Harrison and Zhong, 1992; Jones et al., 1989;

Zhong et al., 1996). Les HSC sont caractérisées par l'absence d'expression de marqueurs de

surface caractéristiques des lignages myéloïdes, lymphoïdes et érythroïdes (Cf. Résultats

parties 2 et 3 pour la liste de ces marqueurs). Ces cellules sont notées comme Lin- pour

"lineage negative". En plus de leur phénotype Lin-, les HSC expriment les marqueurs Sca-1 et

c-Kit. Cette fraction Lin- sca-1+ c-Kit+ reste cependant très hétérogène quant à son potentiel

"souche". Il est maintenant admis que la fraction présentant le phénotype Lin- sca-1+ c-Kit+

CD34- est hautement enrichie en LT-HSC, alors que la population Lin- sca-1+ c-Kit+ CD34+

présente un potentiel ST-HSC (Goodell et al., 1997; Osawa et al., 1996; Sato et al., 1999). Les

HSC ont également été caractérisées par leur capacité à exporter des colorants fluorescents

comme la rhodamine-123 (grâce à l'expression d'une pompe membranaire du type "multi-drug

resistance"). Les HSC présentent donc une faible fluorescence, alors que les cellules plus

matures sont intensément fluorescentes, lorsqu'elles sont marquées avec de telles molécules

fluorescentes (Li and Johnson, 1992). Il est à noter que les HSC isolées dans d'autres organes

(foie fœtal, sang du cordon ombilical, AGM) possèdent des caractéristiques similaires en ce

qui concerne l'expression des marqueurs de surface, avec toutefois des variations notamment

vis-à-vis de l'expression de CD34.
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2.2.2 Les gènes et facteurs environnementaux qui régulent les
HSC.

Plusieurs gènes ayant un rôle au niveau du contrôle du potentiel d'autorenouvellement

des HSC ont été identifiés. Ainsi, les cellules hématopoïétiques surexprimant hoxB4  (un gène

de la famille des homéogènes) présentent une expansion importante de la population HSC. De

plus, ces HSC surexprimant hoxB4 voient leur capacité de reconstitution augmentée

(Sauvageau et al., 1995; Thorsteinsdottir et al., 1999). Le gène bmi-1 semble également

important, puisque l'activité de reconstitution à long terme des HSC dans le foie fœtal et la

moelle osseuse de souris déficientes pour bmi-1 est indétectable, suggérant un défaut

d'autorenouvellement de ces cellules (Lessard and Sauvageau, 2003; Park et al., 2003). Les

gènes AML-1 et SCL ont longtemps été considérés comme ayant un rôle crucial pour la

préservation du potentiel LT-HSC, mais des données récentes utilisant des inactivations

conditionnelles de ces gènes ont démontré le contraire.

L'environnement "stromal" ainsi que les facteurs de croissances jouent également un

rôle crucial dans le contrôle de cette population souche hématopoïétique. Ces études n'ont pas

toutes été réalisées sur des cellules souches de moelle osseuse murine, mais apportent des

indications importantes sur l'interaction stroma-cellules souches. La voie de signalisation

Hedgehog, par exemple, semble réguler positivement l'autorenouvellement des HSC,

notamment via une signalisation dépendante des BMP (bone morphogenetic protein)

(Bhardwaj et al., 2001). D'autres études ont suggéré que la voie Wnt est aussi un régulateur

positif de l'autorenouvellement des HSC (Reya et al., 2003; Willert et al., 2003). De façon

analogue, la voie de signalisation Notch est aussi impliquée dans le contrôle de cette

population. Ainsi, des cellules Lin- sca-1+ c-Kit+ surexprimant, par transduction rétrovirale

une forme constitutivement active de Notch1 sont immortalisées, mais gardent un phénotype

immature et une capacité multipotente (Varnum-Finney et al., 2000). Enfin, une autre

évidence de l'influence directe des cellules stromales sur les HSC a été apporté par des études

sur les ostéoblastes. Ces études ont montré que l'activation et l'augmentation du nombre des

ostéoblastes sont directement couplées à une expansion de la population HSC (Calvi et al.,

2003; Zhang et al., 2003).

Cette description du compartiment souche du système hématopoïétique sera

particulièrement utile pour discuter du rôle éventuel de PU.1 dans ces HSC, notamment

considérant le fait que mes données montrent une expression de PU.1 dans cette population

(Cf. Résultats partie 3.1  et Discussion partie 3 ).
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2.3 Le compartiment progéniteur multipotent.

2.3.1 Modèles décrivant le compartiment multipotent.

Deux modèles ont été proposés afin d'expliquer comment des progéniteurs possédant

un potentiel de différenciation restreint peuvent être généré à partir du réservoir des cellules

souches hématopoïétiques (cf. figure I3).

Le premier modèle repose sur le fait qu'un progéniteur encore multipotent directement

issu des HSC donne lieu a deux grands types de progéniteurs oligopotents: les CMP "common

myeloid progenitors" et les CLP "common lymphoid progenitors". Ces CMP et CLP pouvant

générer respectivement des progéniteurs myéloïdes, érythroïdes ainsi que des progéniteurs

lymphoïdes T, B et NK. Le progéniteur multipotent pourrait correspondre aux ST-HSC, bien

qu'il n'y ait aucune démonstration pour cela. Ce modèle, proposé par Akashi, Weissman et al.

est le plus largement accepté et utilisé, notamment car les progéniteurs décrits sont bien

caractérisés phénotypiquement (dans la moelle et le foie fœtal) et peuvent donc être

facilement identifiés et isolés. Pour ces raisons, j'ai choisi cette nomenclature au cours de mon

travail de thèse.

Néanmoins, d'autres données viennent perturber la "simplicité" de ce modèle. Il a été

récemment suggéré qu'une différenciation T peut se produire indépendamment d'un

progéniteur CLP (Allman et al., 2003). De plus, des progéniteurs ayant un potentiel B +

macrophage ont été identifiés dans le foie fœtal (Cumano et al., 1992) ainsi que plus

récemment dans la moelle osseuse adulte (Montecino-Rodriguez et al., 2001). Enfin, en

utilisant un type de culture multipotente, basé sur la culture de thymus fœtal, Lu et al. ont

montré que la fraction Lin- c-Kit+ sca-1+ dans le foie fœtal, contient des progéniteurs ayant

des potentiels de différenciation inattendus. Ainsi ils ont pu observer des progéniteurs avec un

potentiel multipotent (myéloïde+érythroïde+lymphoïde), mais aussi des progéniteurs générant

des colonies myélo-lymphoïdes ainsi que des colonies B-myéloïdes et T-myéloïdes (Lu et al.,

2002). Apparemment, ces auteurs n'ont jamais détecté de progéniteurs avec un potentiel CLP,

contredisant les observations d'Akashi, Weissman et al. Bien que ces études aient été

effectuées uniquement à partir de cellules de foie fœtal et que les progéniteurs décrits ne

soient pas caractérisés phénotypiquement, elles peuvent amener à enrichir le modèle de

Akashi, Weissman et al. Ceci souligne aussi le fait que l'hématopoïèse fœtale et adultes

présentent des différences importantes.
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Figure I3: Modèle de génération de progéniteurs à partir du réservoir de
cellules souches hématopoïétiques.
A: Ce modèle est basé sur la restriction séquentielle du potentiel de différenciation des
progéniteurs. CLP: common lymphoid progenitor, CMP: common myeloid progenitor, MEP:
megakaryocyte - erythrocyte progenitor, GMP: granulocyte - macrophage progenitor, ETP:
early thymic progenitor. B: Ce modèle possède deux différences majeures avec le
précédent. Tout d'abord, l'engagement des cellules souches se caractérise par une première
divergence entre potentiel myélo-érythroïde et myélo-lymphoïde. Deuxièmement, le potentiel
myéloïde accompagne le potentiel B et T dans les stades initiaux du processus de
progression dans la différenciation.pME: progéniteur myélo-érythroïde, pMTB: progéniteur
myélo-lymphoïde T et B, pMB: progéniteur myélo-lymphoïde B, pMT: progéniteur myélo-
lymphoïde T.

2.3.2 Les progéniteurs myéloïdes: CMP et GMP.

Les CMP ont été identifiés dans la moelle osseuse par Akashi et al. (Akashi et al., 2000)

et possèdent le phénotype Lin- c-Kit+ sca1- CD16/32lo CD34+. Ces CMP peuvent générer des

colonies comprenant des cellules myéloïdes (granulocytes + macrophages) ainsi que des cellules

érythroides (érythrocytes + mégacaryocytes). De façon intéressante, après environ 4 semaines,

les descendances de ces CMP ont disparu des souris reconstituées. Cette caractéristique indique

leur très faible potentiel d’autorenouvellement, distinguant clairement ces progéniteurs des HSC.

Il est en outre intéressant de noter que cette population a été également identifiée dans le foie

fœtal par différents groupes (Lu et al., 2002; Traver et al., 2001), ainsi que dans la moelle osseuse

humaine (avec un phénotype lin- c-Kit+ CD38+ CD34+) (Manz et al., 2002). De façon

surprenante, plusieurs études ont montré que ces CMP pouvaient générer des cellules

dendritiques "de type lymphoïde" (CD11c+ CD8+) et "de type myéloïde" (CD11c+ CD8- Mac1+),

avec une efficacité similaire (Manz et al., 2001; Traver et al., 2000).

L'étape suivante de différenciation correspond à la génération de progéniteurs

restreints au compartiment érythroïde (MEP pour Megakaryocyte erythroid progenitor), ou au

compartiment myéloïde (GMP pour granulocyte macrophage progenitor). Les GMP possèdent

un phénotype du type Lin- c-Kit+ sca1- CD16/32hi CD34+. Lorsqu'ils sont réinjectés dans des

souris irradiées, ces progéniteurs disposent d'une capacité de différenciation en granulocytes

neutrophiles ainsi qu'en macrophages (caractérisés par l'expression des marqueurs myéloïdes

Gr-1 (Ly6G) et Mac1 (CD11b). Les GMP peuvent également générer des cellules

dendritiques "myéloïdes" avec cependant une efficacité moindre que les CMP.
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2.3.3 Les progéniteurs lymphoïdes: CLP et ETP

Le CLP représente le progéniteur lymphoïde correspondant au stade de différenciation

équivalent au CMP. Cette population a été identifiée par Kondo et al. (Kondo et al., 1997)

dans la moelle osseuse selon le phénotype Lin- IL7R+ Sca1lo c-Kitlo Thy1.1-. Leur potentiel de

différenciation a été initialement considéré comme restreint aux cellules T, B et NK,

cependant Manz et al. (Manz et al., 2001) ont élargi ce potentiel aux cellules dendritiques

(CD8+ ainsi que CD8-). Ces progéniteurs ne possèdent pas de capacité d'autorenouvellement

puisque les cellules dérivées de ces CLP injectés dans des souris irradiées ont disparues après

quelques semaines. Par la suite, l'équivalent de cette population a également été identifié dans

le foie fœtal (Mebius et al., 2001). Ces CLP fœtaux génèrent également des cellules T, B, NK

et dendritiques, cependant, ils gardent un potentiel (même faible) de génération de

macrophages. Enfin, la moelle osseuse humaine contient également une population

comparable aux CLP (Galy et al., 1995).

Les précurseurs thymiques les plus immatures (ETP pour "early thymic progenitors"

ou cellules pro-T), dans le thymus adulte, correspondent aux cellules CD3- CD8- CD4lo CD25-

CD44+ c-Kit+ (Wu et al., 1991). Ces cellules pourraient correspondre aux CLP de la moelle

osseuse qui auraient juste colonisé le thymus, puisque cette population ETP conserve le

potentiel de générer des cellules B, NK et dendritiques (Ardavin et al., 1993; Matsuzaki et al.,

1993; Wu et al., 1991). L'étape ultérieure coïncide avec la perte du potentiel de différenciation

en cellules B et NK (Ikawa et al., 1999). Ces cellules présentent le phénotype CD3- CD8-

CD4- CD25+ CD44+ c-Kit+. Ensuite, la progression vers le stade CD3- CD8- CD4- CD25-

CD44- c-Kit-, s'accompagne de la perte du potentiel dendritique. Ces cellules initient le

réarrangement de la chaîne b du TCR ("T cell receptor"). Il est toutefois important de

remarquer qu'il a été suggérer récemment que le développement des lymphocytes T pouvait

être initié indépendamment des CLP (Allman et al., 2003).

GATA-3 est un facteur central du développement précoce des lymphocytes T (Ting et

al., 1996). Des études plus récentes utilisant l'inactivation conditionnelle de ce gène ont

également montré un rôle aux stades ultérieurs de la maturation T, néanmoins, c'est aux stades

précoces que GATA-3 constitue un partenaire potentiel de PU.1, pour le contrôle de la

différenciation lymphoïde T. Il est notamment intéressant de remarquer que la surexpression

de gata-3 à l'instar de la déficience, altère profondément la génération de lymphocytes T
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(Chen and Zhang, 2001; Taghon et al., 2001). Je le rappellerai plus tard, mais PU.1 possède

des effets similaires à GATA-3 au niveau des précurseurs T précoces. Je ne décrirai pas les

étapes ultérieures de la différenciation T (normalement le lecteur doit pousser un soupir de

soulagement), car l'expression et la fonction de PU.1 est restreinte aux stades précoces du

développement T (cf. Introduction partie 5.3.1).
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3ème Partie. La différenciation myéloïde,
lymphoïde et dendritique.

3.1 La différenciation myéloïde.

3.1.1 Évolution morphologique et phénotypique accompagnant la
maturation myéloïde.

Les stades finaux de différenciation des neutrophiles peuvent êtres évalués

morphologiquement (cf. figure I4A). Chronologiquement, le promyélocyte, caractérisé par un

noyau volumineux, évolue en myélocyte. Cette étape du développement est marquée par l’arrêt

des divisions cellulaires. Ces deux types cellulaires peuvent êtres identifiés par la présence de

constituants des granules primaires (myélopéroxidase, cathepsine G, élastase) dans le

cytoplasme. Le myélocyte se différencie en métamyélocyte, dont le noyau commence à

s’invaginer, pour finalement donner les neutrophiles matures, qui présentent la particularité

d’avoir un noyau segmenté. Ces étapes finales de différenciation sont marquées par l’apparition

de composants des granules secondaires (lactoferrine, gélatinase) dans le cytoplasme des cellules.

En outre, la maturation myéloïde est caractérisée du point de vue phénotypique par

l'augmentation séquentielle de l'expression des marqueurs Mac1, puis Gr1 (cf. figure I4B).

3.1.2 Régulation transcriptionelle de la myélopoïèse.

Je le décrirai plus en détail dans la partie spécifique, mais PU.1 joue un rôle crucial

dans la différenciation des cellules myéloïdes. Je vais, dans cette partie, décrire certains autres

gènes impliqués dans le contrôle de la myélopoïèse et qui  par conséquent sont des partenaires

potentiels de PU.1 dans ce processus.
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Figure I4: Visualisation de la différenciation myéloïde dans la moelle osseuse.
A: Morphologie des différents types de cellules myéloïdes en coloration de May-Grünwald
Giemsa. Les promyélocytes et myélocytes sont facilement identifiables par leurs granules
enzymatiques. B: Corrélation entre expression de marqueurs de surface et différenciation. La
combinaison des marqueurs Gr-1 et CD11b est spécifique des cellules myéloïdes. Les
images correspondent aux populations sélectionnées selon leur numéro. La population 3 est
clairement plus mature que la population 1. La population 2, non représentée est composée
de cellules intermédiaires en maturation.

C/EBPα appartient à la famille des facteurs de transcription C/EBP

“CCAAT/Enhancer Binding Protein”. Dans le système hématopoïétique, C/EBPα est exprimé

dans les myéloblastes immatures et son niveau d’expression diminue au cours de la

différenciation en neutrophiles matures (Scott et al., 1992). Une de ses propriétés principales,

dans le compartiment myéloïde, est d'induire la différenciation granulocytique et de bloquer

parallèlement la différenciation monocytique (Radomska et al., 1998). L’analyse de nouveau-

nés déficients pour C/EBPα montre une absence de neutrophiles dans le foie (Zhang et al.,

1997), probablement due à une réduction du niveau d’expression du récepteur pour le G-CSF

(G-CSFR pour "granulocyte-colony stimulating factor receptor"), en accord avec le rôle de ce

facteur comme transactivateur du gène du G-CSFR (Smith et al., 1996). En outre, C/EBPα

contrôle positivement l'expression d'autres facteurs myéloïdes comme C/EBPε (Cf.
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paragraphe suivant) et PU.1 (Cf. partie PU.1), ou encore c-Myc (Johansen et al., 2001). Enfin,

des données plus récentes démontrent que l'expression forcée de C/EBPα et C/EBPβ dans des

précurseurs déjà engagés dans le lignage B (cellules PreB), permet de reprogrammer ces

cellules vers le lignage myéloïde (Xie et al., 2004). Par conséquent, C/EBPα est maintenant

considéré comme un facteur crucial du développement myéloïde.

C/EBPε est exclusivement exprimé dans les cellules myéloïdes et particulièrement au

cours des derniers stades de maturation (Yamanaka et al., 1997b). Comme je viens de le

mentionner, C/EBPε opère en aval de C/EBPα (Nakajima and Ihle, 2001). Les souris pour

lesquelles le gène C/EBPε a été inactivé par recombinaison homologue (Yamanaka et al., 1997a)

présentent une augmentation du nombre de progéniteurs myéloïdes dans la MO ainsi qu’une

augmentation du nombre de neutrophiles hyposegmentés dans le sang périphérique. Les

fonctions effectrices (chémotaxie, production de superoxyde, phagocytose de bactérie) des

neutrophiles produits dans les souris C/EBPε-/- sont grandement altérées. Ces données montrent

que C/EBPε est un acteur clé de la maturation terminale des cellules myéloïdes en neutrophiles

matures.

Le facteur AML-1 (RunX1) a été initialement identifié comme la cible de

translocations chromosomiques générant des leucémies myéloïdes aiguës ("Acute Myeloid

Leukemia"). La translocation la plus fréquente abouti à la fusion entre AML-1 et le gène ETO.

La protéine de fusion générée inhibe la différenciation myéloïde en interférant avec l'activité

de la protéine AML-1 normale, soulignant le rôle important de ce facteur dans la

différenciation myéloïde. De nombreux gènes myéloïdes sont régulés par AML-1, notamment

les gènes cfms et GM-CSFR codant pour le récepteur au M-CSF ("macrophage-colony

stimulating factor") et GM-CSF ("granulocyte macrophage-colony stimulating factor")

respectivement, ainsi que la myélopéroxidase. De plus AML-1 peut interagir et coopérer avec

C/EBPα et PU.1 pour le contrôle du gène cfms  (Petrovick et al., 1998).
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3.2 La différenciation lymphoïde B et sa régulation.

3.2.1 Visualisation phénotypique de la différenciation du lignage B.

La différenciation lymphoïde B est une des mieux caractérisée phénotypiquement. Les

premières étapes de cette différenciation se développent dans la moelle osseuse, et permettent

de générer des cellules B qui expriment en surface des immunoglobulines avec une spécificité

unique (BCR pour "B cell receptor"). Par la suite, la maturation finale se déroule dans la rate.

Deux nomenclatures ont été proposées pour caractériser les différentes étapes du

développement B, une par Rolink et al. (Rolink et al., 1994), l'autre par Hardy et al. (Hardy et

al., 1991). J'ai utilisé cette dernière nomenclature lorsque j'ai étudié le compartiment

lymphoïde B. Les différentes étapes de la différenciation lymphoïde B dans la moelle osseuse,

ainsi que les marqueurs spécifiques de ces stades de différenciation, sont décrits dans la figure

I5.

Figure I5: Représentation schématique du développement lymphoïde B dans la
moelle osseuse selon Hardy et al.
L'expression des différents marqueurs de surface est représentée en fonction du stade de
différenciation des cellules B. L'état de réarrangement du locus de la chaîne lourde (IgH) et
légère (IgL) est annoté dans les cellules. GL: configuration non réarrangée; DJ:
réarrangement entre les segments DH et JH;  VDJ réarrangement entre les segments DJH et
VH; VJ: réarrangement entre les segments VL et JL.

La fraction A (ou cellules pre-pro-B) contient des cellules qui ne sont pas encore

totalement engagées dans le lignage B (fraction A0) ainsi que des précurseurs engagés

(fraction A1 et A2) (Allman et al., 1999). Il est difficile de faire une relation entre les CLP et
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cette fraction A étant donné que les marqueurs utilisés sont différents. Même si la fraction F

est située dans la moelle, cette population est considérée comme une population mature ayant

recirculé à partir d'organes périphériques.

Figure I6: Populations de cellules B dans la rate.
A: Cellules B transitionnelles. Les cellules B immatures émigrant depuis la moelle osseuse
expriment encore le marqueur AA4.1. B: Populations B matures. Ayant perdu l'expression du
marqueur AA4.1, les cellules matures  se répartissent dans les zones marginales (MZ) ou
folliculaires (FO) certainement en fonction de la spécificité de leur BCR. C: Visualisation
micro-anatomique des follicules. Les différentes zones des follicules peuvent êtres visualisés
par immunofluorescence à l'aide des marqueurs IgM, IgD et Moma1. Les cellules B MZ
expriment fortement IgM et quasiment pas IgD. Par contre, les cellules B folliculaires
expriment fortement IgD et plus faiblement IgM. Le marqueur Moma1 est spécifique des
macrophages métallophiliques qui sont situés spécifiquement dans la zone marginale. Ce
marqueur permet de visualiser précisément cette zone.

Les cellules B immatures (fraction E) quittent la moelle osseuse pour terminer leur

maturation dans la rate. Elles arrivent dans la rate en tant que cellules transitionnelles qui
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expriment encore le marqueur AA4.1.  Allman et al (Allman et al., 2001) ont caractérisé cette

population transitionnelle en trois sous-fractions séquentielles selon l'expression des

marqueurs AA4.1, IgM et CD23 (cf. figure I6A). Les lymphocytes B matures dans la rate sont

divisés en cellules B de la zone folliculaire (FO) et de la zone marginale (MZ), en fonction de

leur phénotype, de leur localisation micro-anatomique et de leur fonction (cf. figure I6B-C).

Les cellules B MZ sont capables de déployer très rapidement une réponse immunitaire de

façon indépendante des lymphocytes T, de plus, ces cellules B MZ sont supposées participer

préférentiellement aux réponses rapides initiées contre des antigènes issus du sang (Martin et

al., 2001). Par opposition, les lymphocytes B FO participent davantage aux réponses

immunitaires T-dépendantes, qui sont plus tardives, ainsi qu'à la production d'anticorps, en se

différenciant en plasmocytes (Oliver et al., 1999).

Un autre type particulier de lymphocyte B correspond aux cellules B1. Ces cellules

représentent la majorité des lymphocytes B dans les cavités pleurales et péritonéales. Ces

cellules expriment de faibles niveaux du marqueur myéloïde CD11b (Mac-1), et certaines

expriment également le marqueur T CD5. Ces cellules B1 possèdent, à l'instar des cellules B

MZ des fonctionnalités propres. Elles produisent la plupart des anticorps naturel du sérum et

contribuent de manière importante aux cellules plasmatiques sécrétant des IgA dans l'intestin.

Néanmoins, elles participent peu à la production d'anticorps en réponse à un stimulus

antigénique T-dépendant.

Le processus de différenciation conduisant à la génération de cellules B1 et B MZ

plutôt que folliculaire (ou B2) est encore très mal connu. Néanmoins, des études suggèrent

que l'intensité du signal par le BCR ou sa spécificité est importante pour générer ces types

distincts de lymphocytes B ( voir (Martin and Kearney, 2000) pour revue). Il sera intéressant

de rappeler cette hypothèse lors de l'analyse de l'expression de PU.1 dans ces types de cellules

B (cf. Discussion partie 4.2).

3.2.2 Régulation de la différenciation lymphoïde B.

De multiples gènes interviennent dans le contrôle du développement lymphoïde B. Je

vais décrire uniquement ceux qui présentent un lien avec PU.1,  en tant que gène cible, gène

inducteur ou facteur collaborateur.
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La voie de signalisation de l'IL-7R régule la survie, la prolifération et la différenciation

des cellules pro-B. Les stades dépendants de la signalisation par IL-7R correspondent aux

étapes où les cellules réarrangent le locus de la chaîne lourde d'immunoglobuline (Cumano et

al., 1990). En corrélation avec cette observation, le développement lymphoïde B dans des

souris déficientes pour IL-7 ou IL-7R est arrêté à la transition pro/préB (Corcoran et al., 1998;

Peschon et al., 1994).

Le facteur EBF est le seul membre de la famille des protéines régulatrices O/E ("Ofl-

1/EBF helix-loop-helix transcription factor") à être exprimé dans les cellules du lignage B

(Hagman et al., 1993). A l'instar des souris déficientes pour IL-7R, les souris déficientes pour

EBF ne développent aucune cellules B matures et très peu de cellules pro-B (Lin and

Grosschedl, 1995). Dans les rares cellules pro-B présentes, l'expression de gènes spécifiques

au lignage B, notamment PU.1 et Pax5, est quasiment indétectable. Par contre, l'expression de

IL-7R est quasi normale.

Le facteur de transcription Pax5 (originellement BSAP) joue un rôle central dans

l'engagement définitif dans le lignage B. De façon similaire aux conclusions sur les souris

déficientes pour EBF et IL-7R, le développement B est stoppé au stade pro-B. Néanmoins, les

cellules pro-B Pax5-/- peuvent proliférer, in vitro, en présence de cellules stromales et d'IL7

(Nutt et al., 1997). Elles expriment alors les gènes PU.1 et EBF notamment, suggérant que

Pax-5 fonctionne en aval de ces facteurs et de la signalisation par IL-7R. De façon

intéressante, les quelques cellules pro-B présentent dans les souris déficientes pour Pax-5,

conservent le potentiel de se différencier en granulocytes, en cellules dendritiques, en cellules

NK ainsi qu'en cellules T (Nutt et al., 2001; Rolink et al., 1999). De plus, ces cellules pro-B

(en fait présentant un phénotype pro-B) continuent à exprimer des gènes non spécifiques du

lignage B. La résultante de ces études est que Pax-5 est le facteur crucial de l'engagement

dans le lignage B et du maintient de l'identité B. Pax-5 semble donc exercer sa fonction, d'une

part en promouvant l'expression de gènes spécifiques du développement B (CD19, Igα, LEF-

1 etc.) et d'autre part en réprimant l'expression des gènes correspondants aux lignages

alternatifs.

Spi-B est un gène fortement homologue à PU.1 qui est exprimé spécifiquement dans

les cellules B (Chen et al., 1995b; Ray et al., 1992). Spi-B est impliqué, avec PU.1
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notamment, dans la transduction du signal provenant du BCR, ainsi que dans la survie des

lymphocytes B (Garrett-Sinha et al., 1999; Hu et al., 2001).

3.3 Le développement des cellules dendritiques.

3.3.1 Phénotype des différents types de cellules dendritiques.

Les différentes fonctions et caractéristiques des cellules dendritiques (DC) matures

commencent à être bien connues. On sait désormais que ces cellules sont d'excellentes

présentatrices d'antigène et qu'elles expriment des costimulateurs variés qui peuvent

influencer la réponse immunitaire, notamment en dirigeant la différenciation des lymphocytes

TH0 en TH1 ou TH2. À l'heure actuelle, on distingue essentiellement trois grands types de DC

en fonction de leur expression de marqueurs de surface: les DC CD8+, CD8- et les DC

plasmacytoïdes (pDC) qui expriment B220. À cela on peut ajouter les DC présentes dans la

peau, ou cellules de Langerhans. Toutes les cellules dendritiques partagent l'expression du

marqueur CD11c. Néanmoins, l'origine, et le processus de différenciation menant à la

production de ces différents types de DC est encore très mal connu, voir même

particulièrement embrouillé.

Originellement, les cellules dendritiques étaient supposées dériver exclusivement des

cellules myéloïdes, notamment des monocytes (Inaba et al., 1993; Sallusto and Lanzavecchia,

1994). Par la suite, il a été proposé que les DC CD8+ et CD8- avaient une origine myéloïde et

lymphoïde respectivement. Cependant, comme je l'ai cité un peu plus haut, les CMP ainsi que

les CLP peuvent générer ces deux types dendritiques (Manz et al., 2001; Traver et al., 2000).

Ajouté à cela, une étude a également montré que les ETP disposent de la possibilité de

générer des DC CD8+ et CD8- (Martin et al., 2000), rendant cette hypothèse peu probable. Par

conséquent, il reste important de déterminer si les DC sont effectivement produites à partir

des CMP et CLP dans la moelle, ou alors si ces cellules sont générées par la différenciation

d'un éventuel précurseur dendritique (pré-DC) situé dans les organes périphériques.
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3.3.2 Facteurs de transcription et développement dendritique.

Les régulateurs génétiques de la différenciation dendritique sont évidemment très peu

connus. De nombreuses souris déficientes pour un facteur de transcription exhibent une

altération dans la génération de ces cellules. Ainsi, les souris exprimant une forme dominante

négative d'Ikaros ne possèdent plus aucun type de DC dans la rate ou le thymus, les cellules

de Langerhans étant toujours présentes dans la peau (Georgopoulos et al., 1994). Dans les

souris ou le gène ikaros a été inactivé, seules les DC CD8- sont absentes (Wu et al., 1997b).

En opposition, les souris déficientes pour Id2 ne produisent plus de DC CD8+, ni de cellules

de Langerhans, mais possèdent des DC CD8+ (Hacker et al., 2003). Ces études montrent que

la relation entre ces divers types de DC ne semble pas linéaire et que les DC CD8+ ne

représentent pas un  stade de maturation ultérieur des DC CD8-. Enfin, comme je le décrirai

plus tard, les souris déficientes pour PU.1 présentent également des altérations dans le

compartiment dendritique, de plus l'étude de l'expression de PU.1 dans ces divers types de DC

apportera des informations intéressantes quant à la disparité des DC, du point de vue de leur

origine ainsi que de leur maturation.
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4ème Partie. Le compartiment érythroïde et les
érythroleucémies.

Une partie importante de mon travail a été centrée sur l'étude du compartiment

érythroïde des souris mutantes pour PU.1, notamment en mettant en valeur une base

physiologique expliquant l'implication de PU.1 dans les érythroleucémies de Friend. Je vais

donc décrire ce lignage en abordant essentiellement les précurseurs, les érythroleucémies et

les facteurs de transcriptions qui sont susceptibles de collaborer avec PU.1 dans les

précurseurs érythroïdes.

4.1 Visualisation morphologique et phénotypique des cellules
érythroïdes.

Morphologiquement, la cellule érythroïde la plus immature identifiable est le

proérythroblaste (cf. Fig ure I7 pour les différents types de cellules érythroïdes). Cette cellule

est de taille importante (environ 20µm) et possède une taille nucléaire importante ainsi qu'un

cytoplasme qui se colore en bleu foncé, en coloration de May-Grünwald Giemsa. Les cellules

descendantes, les érythroblastes basophiles (aussi appelés macroblastes parfois) possèdent des

caractéristiques similaires, le diamètre de leur noyau étant simplement plus petit. Ces deux

types cellulaires possèdent encore un potentiel prolifératif (un proérytroblaste peut générer 16

érythrocytes, donc possède un potentiel de 4 divisions). La maturation érythroïde est donc

couplée au processus de division cellulaire, mais est également accompagnée par une

diminution de la taille. Ainsi, les normoblastes, qui résultent de la division des érythroblastes

sont plus petits (de 10 à 7µm). On peut distinguer les normoblastes polychromatiques, qui

possèdent encore une coloration légèrement bleutée de leur cytoplasme et qui peuvent encore

se diviser une fois, des normoblastes orthochromatiques. Ces derniers commencent à

accumuler de l'hémoglobine dans leur cytoplasme et donc prennent une couleur plus rosée. Ils

possèdent un noyau très condensé, qui est prêt à être expulsé. La cellule énucléée

nouvellement formée est appelée réticulocyte, elle possède une coloration bleutée, dû à un

contenu encore riche en ARN messagers et en ribosomes. Après quelques jours, le

réticulocyte perd ce contenu ARN et ribosomal et devient un érythrocyte. Il faut préciser que
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l'érythropoïèse primitive (dérivée des précurseurs du sac vitellin, entre 7 et 8,5 jours de

développement) ne génère que des érythrocytes nucléés, dits primitifs.

Figure I7: Morphologie des divers stades de maturation érythroïde.
Visualisation par coloration de May-Grünwald Giemsa. La taille relative des différentes
cellules est respectée, le proérythroblaste étant la cellule la plus grande.

J'ai déjà rapidement décrit les mégacaryocytes dans la présentation générale des

cellules du système hématopoïétique. Étant donné que je ne me suis pas particulièrement

intéressé au cours de mes travaux, à la différenciation mégacaryocytaire, je ne vais pas décrire

davantage ce lignage.

Du point de vue phénotypique, la caractérisation du lignage érythoide est plus délicate,

car il n'existe que peu de marqueurs spécifiques. Comme je l'ai mentionné plus haut, un

précurseur avec un potentiel restreint au lignage érythroïde (MEP pour "megakaryocyte

erythrocyte progenitor") a été identifié selon le phénotype Lin- c-Kit+ sca1- CD16/32lo CD34lo

(Akashi et al., 2000). Ce précurseur est censé dériver directement des CMP qui possèdent un

potentiel myéloïde ainsi qu'érythroïde. Comme son nom l'indique, ce MEP est capable de
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générer des érythrocytes aussi bien que des mégacaryocytes, selon les conditions de culture.

Les cellules érythroïdes matures (à partir du stade normoblaste) peuvent être visualisées grâce

au marqueur TER119. Par contre, les stades intermédiaires entre le MEP et ces cellules

matures ne sont pas caractérisés par des marqueurs spécifiques. Il est toutefois possible de

suivre la progression de la différenciation érythrocytaire en utilisant les marqueurs CD71

(récepteur de la transférine) et TER119. J'ai utilisé cette méthode pour visualiser l'influence de

PU.1 sur la différenciation érythroïde (cf. Résultats partie 2). Il est cependant difficile d'établir

un parallèle entre la caractérisation morphologique et phénotypique du compartiment

érythroïde. Toutefois, le MEP se situe en amont du stade proérythroblastique (qui est déjà

restreint au lignage érythrocytaire).

4.2 Caractérisation fonctionnelle des précurseurs érythroïdes:
BFU-E et CFU-E.

Les précurseurs érythroïdes peuvent êtres également identifiés avec des essais de

culture in vitro, selon le type de colonie formée en réponse à des cytokines spécifiques. Ceci

permet de distinguer deux types de précurseurs correspondant à des stades de maturation

distincts. J'ai utilisé ce type de culture lors de l'analyse du compartiment érythroïde des souris

mutantes pour PU.1.

Les CFU-E sont des précurseurs tardifs, proche du stade érythroblaste. Ces

précurseurs possèdent une capacité de prolifération faible (4-8 mitoses) et sont entièrement

dépendants de l'érythropoïétine quant à leur prolifération et différenciation. En culture, les

CFU-E forment  de petites colonies composées de 8 à 100 érythroblastes en 2 à 3 jours.

En revanche, les BFU-E sont des progéniteurs plus immatures et hétérogènes vis-à-vis

de leur niveau de différenciation. Elles sont d'autant plus primitives que la taille des colonies

obtenues est importante (et donc que leur temps d'apparition en culture est long) et que leur

sensibilité à l'érythropoïétine (Epo) est moindre. Les BFU-E primitives (les plus immatures)

ne sont pas entièrement déterminées vers la lignée érythroblastique, les colonies formées

comprenant souvent des mégacaryocytes. Ces BFU-E primitives semblent donc correspondre

à un stade proche du MEP. Les BFU-E "matures" forment des colonies plus petites et

uniquement composées de cellules de la lignée érythrocytaire, après 5 à 7 jours de culture.
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4.3 Régulation de la différenciation érythroïde.

La encore, il est évident qu'une multitude de signaux différents, interprétés par de

nombreux récepteurs, et intégrés par beaucoup de facteurs de transcriptions, interviennent au

cours du développement érythroïde. Je vais donc ne décrire que les régulateurs essentiels,

notamment ceux qui interagissent avec PU.1.

4.3.1 Intégration et coopération des signaux environnementaux.

4.3.1.1 Signalisation par l'érythropoïétine et son récepteur.

L'érythropoïétine (Epo) est le principal facteur de croissance qui régule la production

de cellules érythroïdes (bien que de nouvelles fonctions aient été suggérées récemment,

notamment dans le système nerveux). La signalisation par son récepteur, EpoR, est donc un

élément crucial au cours du développement érythroïde. De plus, comme je le mentionnerai

plus tard, les premiers stades de développement des érythroleucémies de Friend sont

intimement liés à l'activation de la signalisation EpoR.

La liaison de l'Epo à son récepteur provoque la dimérisation de celui-ci, ce qui induit

une autophosphorylation de certains résidus tyrosines et l'activation de la kinase JAK-2. Cette

kinase va à son tour phosphoryler  de multiples résidus tyrosines dans la partie cytoplasmique

de l'EpoR, permettant l'activation de plusieurs voies de signalisation relayées par STAT5, Ras

ou la phosphatydyl-inositol-3 kinase (PI-3 kinase) (cf. figure I8). La voie dépendante de

STAT5 est principalement impliquée dans la prévention de l'apoptose, via l'induction de

l'expression de bcl-XL (Gregory et al., 1999; Silva et al., 1996). Cette propriété

antiapoptotique de la signalisation par EpoR est considérée comme la caractéristique

principale de cette voie de signalisation, bien qu'il ait été montré plus récemment que bcl-XL

possède une également action indépendante d'un effet anti-apoptotique (Hafid-Medheb et al.,

2003).

Remarquablement, la génération des précurseurs érythroïdes BFU-E et CFU-E n'est

pas dépendante de la signalisation par l'Epo, puisque les souris déficientes pour les gènes

codant pour l'EPO ou son récepteur, possèdent ces deux types de précurseurs (Wu et al.,

1995b). La signalisation EPO est donc cruciale pour la prolifération et la survie des CFU-E,
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permettant ainsi la maturation terminale, mais pas pour l'engagement des progéniteurs

multipotents dans la voie érythroïde.

Figure I8: Signalisation par le récepteur à l'érythropoïétine.
Cette figure présente un modèle (simplifié) des voies principales de la signalisation par le
récepteur à l'Epo. La liaison de l'Epo à son récepteur induit sa dimérisation, ce qui permet
une phosphorylation de certains de ses résidus tyrosines cytoplasmiques. La protéine kinase
JAK2 peut reconnaître ces résidus et va phosphoryler à son tour d'autres tyrosines. Cette
phosphorylation additionnelle permet le recrutement de protéines adaptatrices telles que shc,
Grb2 et SOS. Ceci conduit à l'activation de la voie des Map-kinases Raf (voie Raf-MEK-
ERK), qui va activer divers facteurs de transcription. Parallèlement, JAK2 peut également
activer (via phosphorylation) le facteur STAT-5 qui est considéré comme le médiateur
principal du signal donné par l'Epo.

4.3.1.2 Signalisation par SCF / c-Kit, et le récepteur des

glucocorticoïdes: coopération avec la signalisation Epo.

L'importance du SCF ("stem cell factor") et de son récepteur (c-Kit) dans le système

hématopoïétique a été initialement révélée, aussi bien chez la souris que chez l'homme, par

l'étude des anémies liées à des mutations dans les locus "dominant-white-spotting" (W) et

"steel" (Sl). Le locus W  correspond au récepteur à tyrosine kinase c-Kit, alors que le locus Sl
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correspond à son ligand, le "stell factor" ou "stem cell factor" (SCF). De façon générale, la

signalisation par c-Kit est associée à une induction de la prolifération. Une des déficiences

associées à ces mutations correspond à une diminution importante du nombre de progéniteurs

érythroïdes (CFU-E), révélant l'importance de la signalisation c-Kit dans l'érythropoïèse

(Nocka et al., 1989).

La coopération entre les signalisations par c-Kit et EpoR a été suggéré par

l'observation que ces 2 récepteurs sont étroitement associés sur la membrane de cellules

érythroleucémiques (Wu et al., 1995a). Ces deux récepteurs peuvent d'ailleurs activer des

voies de signalisation identiques, particulièrement la voie des MAP kinases Erk, mais

également la PI-3' kinase. En outre, la signalisation par c-Kit induit une phosphorylation de

l'EpoR, montrant qu'au moins un type de signal de prolifération induit par c-Kit implique

l'EpoR en tant que cible. Ces études ont montré que la coopération entre la signalisation c-Kit

et EpoR est essentielle pour la formation et la prolifération de colonies érythroïdes du type

CFU-E (Wu et al., 1997a).

Parallèlement, des études sur le modèle érythroïde aviaire ont permis de confirmer la

collaboration entre c-Kit et EpoR, de plus, ces études ont également révélé un rôle important

pour le récepteur des glucocorticoïdes (GR) dans les précurseurs érythroïdes. Ces travaux ont

été initiés par l'observation que les oncogènes aviaires v-ErbA et v-ErbB exerçaient leur

activité oncogénique par l'intermédiaire d'un mécanisme présent dans les précurseurs

érythroïdes normaux (Wessely et al., 1997a; Wessely et al., 1997b). En effet, les précurseurs

érythroïdes aviaires expriment des récepteurs homologues à ces oncogènes viraux (récepteur

aux glucocorticoïdes et aux oestrogènes pour v-ErbA et EGFR et c-Kit pour v-ErbB). Par la

suite, il a été démontré que la signalisation induite par c-Kit et GR coopère avec les signaux

dérivés du récepteur à l'Epo, permettant une prolifération efficace et soutenue des précurseurs

érythroïdes, ceci dans un modèle aviaire (Wessely et al., 1999), ainsi que mammifère (von

Lindern et al., 2001; von Lindern et al., 1999). Ce mécanisme est particulièrement évident

dans le cadre d'une érythropoïèse de stress, où le système doit rapidement générer de grandes

quantités d'érythrocytes (Bauer et al., 1999). Ces études ont permis de développer un système

de culture permettant d'amplifier les précurseurs érythroïdes primaires (Dolznig et al., 2001).

Ce système m'a été particulièrement utile pour démontrer le rôle de PU.1 dans l'érythropoïèse.



48

4.3.2 Facteurs de transcriptions et contrôle de l'érythropoïèse.

Le facteur de transcription SCL/TAL-1 ("stem cell leukemia / T cell acute leukemia")

a d'abord été caractérisé pour sa fonction dans les étapes précoces de l'hématopoïèse,

notamment dans la génération des HSC (Robb et al., 1996; Robb et al., 1995; Shivdasani et

al., 1995). Outre ces rôles, SCL est également un régulateur critique dans le compartiment

érythroïde. L'expression de SCL est effectivement réduite suivant la différenciation

hématopoïétique, à l'exception du lignage érythroïde (Begley et al., 1989; Green et al., 1992;

Green et al., 1991). De plus, la surexpression de SCL dans des lignées cellulaires ainsi que

des cellules hématopoïétiques primaires, favorise la différenciation érythroïde aux dépens des

autres voies (Elwood et al., 1998; Hoang et al., 1996; Valtieri et al., 1998). Finalement, les

études utilisant l'inactivation conditionnelle de SCL ont montré que le compartiment

érythroïde (érythrocytaire + mégacayocytaire) est sélectivement altéré dans des souris adultes

dans lesquelles SCL a été inactivé (Hall et al., 2003; Mikkola et al., 2003). Il est intéressant de

remarquer que c-Kit est un gène cible de SCL (Krosl et al., 1998; Lecuyer et al., 2002), et que

la signalisation par l'Epo induit la transcription et la phosphorylation de SCL (Prasad et al.,

1995).

LMO2 joue également un rôle central dans les étapes précoces de l'hématopoïèse,

notamment en interagissant avec SCL (Yamada et al., 1998b). Le facteur Ldb1 a été identifié

comme un partenaire pour de multiples facteurs de transcription de la famille à domaine Lim,

dont fait partie LMO2. Sans surprise, Visvader et al. ont pu montrer que Ldb1 et LMO2

peuvent en effet interagir physiquement dans des cellules érythroïdes (Visvader et al., 1997).

De plus, cette étude, utilisant la surexpression de ces 2 facteurs suggère que LMO2 et son

partenaire Ldb1 sont des régulateurs négatifs de la différenciation érythroïde. En outre, ces

deux facteurs participent à la constitution d'un complexe protéique impliquant d'autres

facteurs comme GATA-1, E2A et SCL (cf. § notion "d'érythroïsome").

GATA-1 est considéré comme le facteur de transcription central dans la régulation de

l'érythropoïèse. Son expression est principalement restreinte au lignage érythroïde  et dans le

compartiment progéniteur (il est aussi exprimé dans les mastocytes et éosinophiles). GATA-1

est essentiel au développement érythroïde. Les souris déficientes pour GATA-1 meurent vers

le stade E10,5-11,5 d'anémie sévère car la maturation érythroïde est bloquée au stade
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proérythroblaste (Fujiwara et al., 1996; Pevny et al., 1991). De façon similaire, les

expériences sur cellules embryonnaires démontrent que les progéniteurs déficient pour

GATA-1 sont bloqués au stade proérythroblaste et meurent par apoptose (Pevny et al., 1995;

Simon et al., 1992; Weiss and Orkin, 1995). Parallèlement, des expériences de surexpression

de GATA-1 dans des progéniteurs myéloïdes ou lymphoïdes (CMP, GMP et CLP) ont révélé

que GATA-1 peut induire l'engagement vers la voie érythroïde, en réprimant les autres destins

possibles (Iwasaki et al., 2003; Kulessa et al., 1995; Visvader et al., 1992). Comme mentionné

plus haut, et comme je le repréciserai plus tard, GATA-1 peut interagir avec plusieurs autres

facteurs érythroïdes, dont EKLF, LMO2, et bien sur PU.1. L'antagonisme fonctionnel entre

PU.1 et GATA-1 a été bien étudié, j'y reviendrai plus en détail dans la partie consacrée à

PU.1.

GATA-2 possède une expression distincte de GATA-1, puisque ce facteur est exprimé

essentiellement dans les cellules immatures et réprimé lors de la différenciation érythroïde

(Labbaye et al., 1995; Orlic et al., 1995; Tsai and Orkin, 1997). Les progéniteurs multipotents

générés à partir de cellules embryonnaires GATA-2-/- présentent une grave altération de leur

capacité à proliférer et une mort par apoptose accrue (Tsai et al., 1994). Inversement, la

surexpression de GATA-2 dans des précurseurs érythroïdes conduit à un blocage de la

différenciation et à une prolifération accentuée (Briegel et al., 1993; Heyworth et al., 1999;

Persons et al., 1999a). Il est donc important que l'expression de GATA-2 soit réprimée pour

permettre la maturation érythroïde. En accord avec cette idée, une étude a montré que GATA-

1 peut réprimer la transcription de GATA-2 (Grass et al., 2003).

La protéine du rétinoblastome (Rb) joue un rôle important dans la régulation du cycle

cellulaire et de la différenciation. Récemment, il a été démontré que les progéniteurs

érythroïdes déficient pour Rb présentent des altérations importantes dans la régulation de leur

cycle cellulaire et leur capacité à se différencier est significativement compromise, ceci in

vitro et in vivo (Clark et al., 2004; Condorelli et al., 1995; Spike et al., 2004). De plus, Rb

peut interagir avec d'autres facteurs érythroïdes comme LMO2, Ldb1, SCL ainsi que PU.1 (Cf

§ notion d'érythroïsome et partie  PU.1), indiquant que cette protéine peut être considérée

comme un facteur central dans le contrôle de la balance entre prolifération et différenciation

au niveau des précurseurs érythroïdes.
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Le facteur CBP/P300 ("CREB-binding protein"), exprimé de façon ubiquitaire,

possède une activité acétyltransférase et peut interagir avec une multitudes de protéines. Dans

le compartiment érythroïde, CBP peut interagir avec et acétyler GATA-1 (Blobel et al., 1998;

Boyes et al., 1998; Hung et al., 1999). Cette interaction augmente sensiblement l'activité

transactivationelle de GATA-1 in vitro et semble importante, puisque la mutation des résidus

acétylés altère sévèrement la capacité de GATA-1 à restaurer la différenciation érythroïde

dans une lignée cellulaire GATA-1-/-. En outre, Il a été suggéré que PU.1 pouvait interférer

avec l'activité acétyltransférase de CBP, je rappellerai cette caractéristique dans la partie

dédiée à PU.1.

4.3.3 Notion "d'érythroïsome".

J'ai abordé, de façon rapide, dans les différents paragraphes précédents la notion

d'interaction directe entre plusieurs facteurs de transcription dans les cellules érythroïdes. En

effet, les fonctions gérées par ces différents acteurs ne peuvent pas toutes s'expliquer par une

action autonome de l'un ou l'autre. Ainsi, beaucoup de promoteurs de gènes régulés par

GATA-1 possèdent également des séquences de fixation pour d'autres facteurs, notamment

des "E-box" qui peuvent lier des hétérodimères SCL/E2A. De plus, la transactivation de ces

gènes cibles de GATA-1 est grandement augmentée si ce motif "E-box" est présent, suggérant

que la coopération entre GATA-1 et d'autres facteurs est importante. L'interaction et la

coopération fonctionnelle entre SCL et LMO2 a été décrite depuis 10 ans maintenant (Valge-

Archer et al., 1994; Wadman et al., 1994). Par la suite il a été suggéré que le complexe

LMO2/Ldb1 fonctionne en tant que pont moléculaire entre le dimère SCL/E2A fixé sur un

motif "E-box" et GATA-1, fixé sur sa séquence cible (Osada et al., 1997; Wadman et al.,

1997). De façon cohérente, il a été montré récemment que l'activation du locus globine est

véhiculée par les facteurs GATA-1 ou GATA-2 selon le stade de différenciation, via leur

capacité à recruter les facteurs SCL, E2A et Ldb-1 notamment (Anguita et al., 2004). En

outre, l'existence d'un complexe similaire incluant la protéine du rétinoblastome (Rb), en plus

de LMO2, Ldb1 SCL et E2A (E12) a été documenté (Vitelli et al., 2000). De façon

intéressante, Rb potentialise efficacement l'activité transcriptionelle du complexe

SCL/E12/Ldb1/LMO2, in vitro. Cependant, ce complexe possède également une activité de

répression de l'expression de c-kit (un gène cible de SCL), qui a été montré à la fois in vitro et

in vivo. Cette activité est également potentialisée par Rb.
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Toutes ces études convergent vers la notion que le contrôle transcriptionel de

l'érythropoièse n'est pas effectué indépendamment par divers facteurs, mais par des complexes

multiprotéiques (cf. figure I9). On peut raisonnablement penser que ces complexes sont

dynamiques, et que leur composition – et donc leur effet - varie au cours du développement

érythroïde. Par exemple, SCL/TAL1 peut avoir des effets opposés sur la transcription de c-

Kit, activant son expression à des stades immatures (Krosl et al., 1998) mais réprimant sa

transcription dans les précurseurs érythroïdes (Vitelli et al., 2000). Ces caractéristiques

opposées reflètent un contexte cellulaire distinct, où SCL est incorporé dans des complexes

différents. Il est évidemment intéressant de remarquer que PU.1 est capable d'interagir avec

certains membres de cet "érythroïsome" (ie. GATA-1 et Rb). Il sera utile de rappeler cette

caractéristique lors de la partie PU.1 et lors de la discussion du rôle de PU.1 dans le

compartiment érythroïde.

Figure I9: Complexes transcriptionels présents ou possibles dans les cellules
érythroïdes.
Les facteurs érythroïdes participant à ces complexes ne possèdent pas tous une capacité de liaison à
l'ADN. SCL/Tal-1, GATA-2 et GATA-1 peuvent se lier sur des séquences cibles. De nombreux gènes
exprimés durant la différenciation érythroïde possèdent dans leur promoteur des séquences de liaison
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pour SCL et GATA. SCL, peut induire l'expression de c-Kit dans des cellules immatures, peut être via
une interaction avec GATA-2 (Anguita et al., 2004), Ldb-1, E2A et LMO2. Lorsque GATA-1 prend
part à ce complexe (à  la place de GATA-2) la transcription de gènes spécifiques de la différenciation
érythroïde est autorisée. Parallèlement, les gènes caractéristiques d'un état immature, comme c-Kit,
sont réprimés par l'intégration de Rb dans ce complexe.

4.4 Les érythroleucémies murines aigues de Friend.

Les érythroleucémies murines de Friend sont utilisées depuis 50 ans maintenant

comme un modèle d'étude de progression tumorale. Ces études ont permis de faire

d'importants progrès dans la compréhension de la mise en place séquentielle d'un processus

oncogénique et ont apporté de nombreuses informations sur le mécanisme de signalisation par

le récepteur à l'érythropoïétine. Les érythroleucémies de Friend sont induites par un complexe

rétroviral. Ce complexe se compose de deux rétrovirus, le SFFV ( "spleen focus forming

virus" incapable de se répliquer), ainsi que le virus auxilliaire F-MuLV ("Friend-murine

leukemia virus"). Il existe 2 souches naturelles de SFFV (Tambourin et al., 1973), qui

induisent des symptômes différents, la souche SFFVp (pour "polycythemia") et la souche

SFFVa (pour "anemia"). Les souris infectées avec le complexe F-MuLV + SFFVp

développent une polycythémie et les cellules érythroïdes de la rate peuvent proliférer et se

différencier en absence d'Epo. Les souris infectées par l'autre souche (F-MuLV + SFFVa) ne

présentent pas de réelle anémie puisque le nombre absolu d'érythrocyte  est augmenté, mais

leur hématocrite est réduite dû à une augmentation du volume plasmatique. Par contre, les

précurseurs érythroïdes infectés avec le SFFVa sont incapables de se différencier sans

signalisation par l'Epo.

4.4.1 Phase polyclonale: subversion de la signalisation par l'EpoR.

Les différentes étapes de la progression de cette pathologie sont maintenant assez bien

comprises (cf. (Ruscetti, 1999) pour revue). C'est la souche SFFVp qui a été la plus étudiée,

les mécanismes que je vais décrire ont donc été révélés grâce à cette souche.

La première phase, suivant l'infection d'une souris sensible au virus de Friend, se

traduit par une expansion polyclonale d'érythroblastes dans la rate. Ces cellules ne sont
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toutefois pas encore transformées et conservent la capacité de se différencier. Singulièrement,

le virus de Friend ne code pour aucun oncogène, à la différence de la plupart des rétrovirus

oncogéniques. L'induction de la prolifération des précurseurs éythroïdes est causée par

l'activation constitutive du récepteur à l'Epo, par l'intermédiaire d'une protéine virale du

SFFV, la Gp55. C'est l'interaction Gp55-EpoR qui stabilise l'EpoR sous forme active

(dimérique) et induit une signalisation constitutive dans les érythroblastes infectés.

Il est à noter que l'analyse génétique des souris résistantes au virus de Friend a permis

d'identifier le gène Ron qui code pour le récepteur à tyrosine kinase Stk, comme un élément

essentiel au développement de cette pathologie (Persons et al., 1999b). Les souches de souris

sensibles expriment, en plus de la forme normale, une version tronquée  du récepteur Stk (SF-

Stk pour "short form of Stk", qui ne possède que les domaines transmembranaires et

cytoplasmiques). Le mécanisme sous-jacent à cette sensibilité, implique une interaction

physique entre la GP-55 et SF-Stk, ce qui a pour effet d'induire une signalisation par SF-Stk

(Nishigaki et al., 2001). Cette étude montre également qu'il existe une interaction entre SF-Stk

et EpoR. Ainsi, un complexe GP-55/EpoR/SF-Stk peut se former dans les cellules érythroïdes

sensibles au SFFV, permettant une signalisation et une prolifération indépendante de l'Epo.

Récemment, une étude a confirmé que Stk fonctionne effectivement en aval du récepteur à

l'Epo, et induit une prolifération des précurseurs érythroïdes (van den Akker et al., 2004).

4.4.2 Évènements génétiques ultérieurs, liés à la transformation
érythroleucémique.

Après la phase d'expansion polyclonale, qui dure plusieurs semaines, l'étape suivante

voit se développer des cellules érythroleucémiques totalement transformées, ayant la capacité

de former des lignées clonales stables in vitro (ex les cellules MEL), et d'induire des tumeurs

in vivo lorsqu'elles sont transférées dans des souris hôtes. Des événements génétiques

récurrents accompagnent cette étape. Ainsi, près de 95% des clones érythroleucémiques qui

émergent présentent une insertion du SFFV en amont du locus codant pour PU.1, impliquant

un rôle déterminant pour PU.1 dans ce processus pathologique. Ce rôle sera détaillé dans la

partie dédiée à PU.1.

Le F-MuLV seul est également capable d'induire des érythroleucémies. Dans ce cas,

les clones transformés qui émergent présentent de manière récurrente une insertion du F-
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MuLV au niveau du locus du gène Fli-1. Comme PU.1, Fli-1 appartient, à la famille des

facteurs de transcriptions ETS. En accord avec cette implication dans les érythroleucémies,

Fli-1 est capable de bloquer la différenciation et l'apoptose ainsi que d'induire la prolifération

d'érythroblastes primaires, dans un modèle de culture aviaire (Pereira et al., 1999).

D'autre part, le gène suppresseur de tumeur p53 est également altéré dans l'écrasante

majorité des clones érythroleucémiques émergeants, induits par le SFFV ou par le F-MuLV.

Deux types d'études, utilisant des souris déficientes pour P53 ont montré que l'inactivation de

ce facteur est un événement crucial dans la progression des érythroleucémies. Dans la

première étude, les souris P53-/- infectées par le virus de Friend développent une progression

accélérée vers le stade leucémique (Prasher et al., 2001). De plus, tous les clones dérivés de

souris P53+/- ou P53+/+ présentent des altérations du locus p53. De façon intéressante, certains

clones isolés à partir de souris P53-/- ne présentent pas de surexpression de PU.1 suggérant

que l'ordre temporel d'activation de PU.1 et d'inactivation de P53 est important pour la

progression de cette pathologie. L'autre étude utilise les souris transgéniques pour PU.1

(PU.1tg), qui développent naturellement des érythroleucémies (Cf. Introduction partie 5.2.1)

(Scolan et al., 2001). Dans ce cas aussi, les souris PU.1tg P53-/- progressent beaucoup plus

rapidement vers le stade leucémique. Néanmoins, la moitié des clones isolés restent

dépendant de l'Epo, suggérant que le processus de tumorisation et d'indépendance à l'Epo sont

distincts.

La synthèse de l'ensemble de ces études indique que le développement des

érythroleucémies de Friend progresse par une séquence d'évènements oncogéniques distincts.
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5ème Partie . Le facteur de transcription
PU.1/spi-1.

5.1 Identification et caractérisation du facteur de transcription
PU.1/spi-1.

Le gène  codant pour le facteur de transcription PU.1 a été caractérisé quasi-

simultanément par deux approches. Comme cité dans la partie précédente, le locus spi-1 a été

identifié comme étant un site d'insertion récurrent pour le SFFV, dans les érythroleucémies

murine de Friend (Moreau-Gachelin et al., 1989; Moreau-Gachelin et al., 1988).

Parallèlement, le criblage d'une banque murine de cDNA de macrophages permis de cloner un

nouveau facteur de transcription selon sa capacité à se fixer sur une séquence riche en purines

(5'-GGAA-3') contenue dans le promoteur des gènes de classe II du complexe majeur

d'histocompatibilité. Ce facteur était également capable d'induire la transcription de gènes

rapporteurs sous contrôle de divers promoteurs myéloïdes (Klemsz et al., 1990). L'analyse de

la séquence de ce facteur, baptisé PU.1, a montré qu'il était relié à la famille de protéines

transcriptionelles ETS. Remarquablement, PU.1 est le facteur présentant le plus de

divergences avec les autres membres de la famille ETS. Rapidement, il s'est avéré que le

facteur de transcription PU.1 correspondait au produit de l'oncogène spi-1 (Goebl, 1990; Paul

et al., 1991). Ces deux approches esquissent les principaux aspects de PU.1 qui ont été

étudiés, à savoir, son implication pathologique dans les érythroleucémies de Friend et son rôle

dans les cellules myéloïdes et lymphoïdes.

Le gène spi-1/pu.1 code pour une protéine de 272 ou 266 acides aminés (selon le

codon d'initiation utilisé), composée de plusieurs domaines distincts (cf. figure I10). La partie

C-terminale comprend un domaine ETS qui est partagé par de nombreux facteurs de

transcription formant la famille ETS. Ce domaine peut lier l'ADN sous forme monomérique

(Wasylyk et al., 1992) et inclut un motif de type hélice-boucle-hélice ("winged helix-turn-

helix"). Ce domaine ETS est également responsable de l'interaction avec divers partenaires

comme les facteurs GATA par exemple. PU.1 possède également un domaine PEST, qui est

essentiellement impliqué dans des interactions protéine-protéine (avec Pip "PU.1 interacting

partner" notamment) et ne semble pas avoir d'influence sur la stabilité de la protéine (les
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domaines PEST ont été originellement identifiés comme des domaines favorisant la

dégradation). Enfin, le domaine riche en glutamines ainsi que les résidus acides sont essentiels

pour la capacité de transactivation de PU.1, même si dans les cellules hématopoïétiques, il

semble que le véritable domaine de transactivation soit le domaine Gln (Shin and Koshland,

1993).

Figure I10: Représentation schématique de la protéine PU.1 et de ses
domaines fonctionnels.
La partie N-terminale contient un domaine acide riche en acide aspartique (D) et glutamique
(E). Ce domaine possède une activité transactivatrice in vitro et dans des cellules non-
hématopoïétiques. Le véritable domaine d'activation fonctionnel dans les cellules
hématopoïétiques est le domaine riche en glutamines (Gln). Le domaine PEST central
possède 4 sites de phosphorylation. Le domaine ETS C-terminal est le domaine de liaison à
l'ADN. Les chiffres indiquent les numéros des acides aminés. Les associations physiques
avec les autres facteurs de transcription principaux sont indiquées avec des doubles flèches,
au niveau de la partie de la protéine PU.1 qui réalise l'interaction.

5.2 PU.1: un oncogène impliqué dans les érythroleucémies de
Friend.

5.2.1 La surexpression de PU.1: un évènement clé.

C'est le rôle de PU.1 dans le développement des érythroleucémies de Friend qui a été

initialement découvert. En effet, une caractéristique frappante des éythroleucémies de Friend,

est que les clones proérythroleucémiques émergeants présentent quasiment tous (95%) une

insertion du SFFV en amont (10 à 13Kb) du locus spi-1/PU.1 (Moreau-Gachelin et al., 1989;

Moreau-Gachelin et al., 1988). Cette fréquence inhabituelle de ciblage d'un gène unique a

immédiatement suggéré que ce gène joue un rôle essentiel dans cette pathologie. L'insertion



57

du SFFV induit une surexpression de PU.1 par le biais des séquences LTR ("long terminal

repeat") du virus qui fonctionnent comme des enhancers hétérologues.

La relation entre la surexpression de PU.1 et l'apparition de tumeurs

érythroleucémiques a été clairement démontrée. Initialement, une étude a montré que des

cellules de moelle osseuse transduites avec un rétrovirus codant pour PU.1, proliféraient

indéfiniment et généraient des clones érythroblastiques immortalisés (Schuetze et al., 1993).

Un modèle de souris transgéniques exprimant PU.1 sous contrôle de la région LTR du SFFV

a permis de reproduire la plupart des aspects des érythroleucémies de Friend (Moreau-

Gachelin et al., 1996), validant la conclusion comme quoi la surexpression de PU.1 est un

événement clé dans ce processus pathologique.

Par la suite, des études utilisant des lignées cellulaires dérivées de ces

érythroleucémies (cellules MEL pour "Murine erythroleukemia") ont évalué la relation entre

la surexpression de PU.1 et le blocage de la différenciation érythroïde. Une caractéristique

importante de ces cellules MEL est qu'elles peuvent réintégrer un processus de

différenciation, lorsqu'elles sont traitées avec du DMSO (dimethylsulfoxide) ou du HMBA

(hemamethylene bisacetamide). Cette différenciation induite est accompagnée par une

décroissance rapide et spécifique des transcrits et protéines PU.1 (Hensold et al., 1996;

Schuetze et al., 1992). De plus, la maintenance de l'expression de PU.1 inhibe cette

différenciation induite (Rao et al., 1997), démontrant que la répression de l'expression de

PU.1 est requise pour autoriser la différenciation érythroïde finale.

Parallèlement, des études utilisant un modèle de culture d'érythroblastes aviaires ont

également évalué l'influence de la surexpression de PU.1 dans des précurseurs érythroïdes

primaires. Ces études ont permis de montrer que spi-1/PU.1 peut inhiber la différenciation et

l'apoptose des précurseurs érythroïdes aviaires et promouvoir leur prolifération, mais que ces

capacités sont dépendantes des signaux dérivés du récepteur à l'Epo activé et de c-Kit pour la

prolifération (Quang et al., 1997). En outre, il  a été montré que PU.1 coopère directement

avec la Gp-55 dans ces érythroblastes aviaires, pour induire le blocage de la différenciation

ainsi que l'inhibition de l'apoptose induite par l'absence d'Epo (Pereira et al., 2000), suggérant

que l'établissement du phénotype leucémique implique une synergie entre les évènements

précoces (interaction Gp-55/EpoR) et tardifs (surexpression de PU.1) des pathologies de

Friend. En corrélation avec cette hypothèse, une étude chez la souris a souligné le fait que

l'activation du récepteur pour l'Epo par la Gp-55 pouvait, in vivo, induire l'expression de PU.1

dans les érythroblastes, et ceci indépendamment de l'insertion du SFFV (Afrikanova et al.,
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2002). Collectivement, ces études ont donc montré que PU.1 agit comme un oncogène dans le

lignage érythroïde grâce à sa capacité à bloquer la différenciation terminale.

5.2.2 Mécanisme moléculaire du blocage de la différenciation des
cellules MEL par PU.1.

Au niveau moléculaire, il semble que PU.1 interfère avec la différenciation érythroïde

en interagissant avec d'autres facteurs de transcriptions requis pour induire la maturation

érythroïde. En effet, l'expression d'une forme tronquée de PU.1, ne possédant pas le domaine

de transactivation, est tout de même capable de bloquer la différenciation de cellules MEL

induite par le DMSO (Yamada et al., 1997), alors qu'une forme amputée du domaine ETS

(impliqué notamment dans les interactions protéine-protéine) en est incapable. Cette étude

suggère que ce n'est pas l'activité transcriptionelle de PU.1 qui est impliquée dans le blocage

de la différenciation érythroïde, mais plutôt sa capacité à interagir avec d'autres facteurs.

5.2.2.1 Interaction et antagonisme fonctionnel avec GATA-1.

Un antagonisme fonctionnel entre PU.1 et le facteur érythroïde GATA-1 a été

clairement mis en évidence par plusieurs études. C'est l'équipe d'Arthur Skoultchi qui a

initialement révélé l'interaction physique entre GATA-1 et PU.1, via leurs domaines respectifs

de liaison à l'ADN ceci in vitro et in vivo (Rekhtman et al., 1999). Cette étude a montré que

PU.1 peut effectivement réprimer l'activité transcriptionelle de GATA-1. De plus, la

surexpression de GATA-1 dans les cellules MEL surpasse le blocage de la différenciation

induit par PU.1, suggérant fortement que le ratio PU.1/GATA-1 est important pour réguler le

destin des précurseurs érythroïdes (Choe et al., 2003; Rekhtman et al., 1999). Parallèlement, il

a été montré que GATA-1 pouvait également inhiber la fonction transactivatrice de PU.1 pour

des gènes cibles myéloïdes, notamment en entrant en compétition avec c-Jun un coactivateur

important des gènes myéloïdes (Zhang et al., 1999). Par la suite, il a été proposé que PU.1

interfère directement avec la liaison à l'ADN de GATA-1, expliquant ainsi le blocage de la

différenciation (Yamada et al., 1998a; Zhang et al., 2000). Cependant, d'autres études

semblent infirmer cette hypothèse car la liaison de GATA-1 à des séquences cibles ne semble

pas être diminuée dans des cellules surexprimant PU.1 que ce soit en expérience de gel retard,
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par empreinte d'ADN ("DNA footprint") ou par immunoprécipitation de chromatine (Crossley

et al., 1995; Hong et al., 2002; Reddy and Shen, 1993; Yamamoto et al., 1997).

Enfin, récemment, une autre étude a suggéré que l'inhibition de GATA-1 par PU.1

pouvait être médiée en partie par la protéine du rétinoblastome (Rekhtman et al., 2003). Cette

étude suggère notamment que PU.1 peut se lier à GATA-1 directement sur l'ADN et ainsi, via

son interaction avec Rb apporter un répresseur de la transcription au niveau du complexe

transcriptionel. Ce modèle ne fait pas intervenir la fonction de régulateur positif de

l'érythropoïèse de Rb qui a été mise en évidence récemment (cf. Introduction partie 4.3.2),

mais est en accord avec les observations indiquant que PU.1 n'affecte pas la liaison à l'ADN

de GATA-1.

5.2.2.2 Interaction avec CBP/P300.

Comme je l'ai décrit dans la partie précédente, GATA-1 peut être acétylé par

CBP/P300, et cette activation est censée augmenter son activité transcriptionelle (cf

Introduction partie 4.3.2). Or il a été montré que PU.1 pouvait interagir avec CBP (Yamamoto

et al., 1999) et par ce biais, inhiber l'acétylation de GATA-1 dans des cellules MEL (Hong et

al., 2002). En outre, PU.1 prévient également l'accroissement de l'acétylation du locus de la β-

globine qui accompagne la différenciation terminale. Ce mécanisme, en plus de l'interaction

directe avec GATA-1 pourrait donc contribuer à l'effet d'inhibiteur de la différenciation

érythroïde de PU.1.

La synthèse de l'ensemble des données sur l'implication pathologique de PU.1 dans le

développement des érythroleucémies de Friend aboutit à la conclusion que PU.1 agit dans les

précurseurs érythroïdes comme un oncogène, probablement en bloquant la fonction de

facteurs importants pour l'érythropoïèse. La question cruciale apportée par ces études est de

savoir si cette fonction pathologique est reliée à une fonction physiologique durant un

processus érythropoïétique normal.
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5.3 Expression, gènes cibles et régulation de PU.1.

5.3.1 L'expression de PU.1 est restreinte au système
hématopoïétique.

Une des caractéristiques les plus intéressantes de PU.1 est que son expression est

quasi-exclusivement restreinte au système hématopoïétique (PU.1 étant également exprimé

dans les testicules, mais sans fonction associée pour l'instant), comme l'ont présenté les

premières études à propos de son expression (Hromas et al., 1993; Klemsz et al., 1990). Par la

suite, d'autres études ont précisé que dans le système hématopoïétique, PU.1 est exprimé

essentiellement dans les cellules lymphoïdes B ainsi que dans les cellules myéloïdes matures

(Chen et al., 1995b; Klemsz et al., 1990). Par contre PU.1 est totalement absent des cellules

érythroïdes matures (TER-119+) ainsi que des lymphocytes T matures.

Les cellules du compartiment précurseur étant plus difficiles à identifier et à isoler,

l'expression de PU.1 est moins bien caractérisée dans ces cellules. Durant la différenciation

lymphoïde T, PU.1 semble faiblement exprimé, mais uniquement durant les stades les plus

précoces (Anderson et al., 1999b). Dans les précurseurs érythroïdes, il n'existe que peu de

données suggérant l'expression de PU.1. L'étude générale par Hromas et al., qui utilise la

détection d'ARNm par immunohistologie a documenté une expression faible de PU.1 dans des

cellules ayant une morphologie comparable aux érythroblastes (Hromas et al., 1993). Akashi

et al. ont détecté, par RT-PCR une expression de transcrits PU.1 dans les progéniteurs MEP

(Akashi et al., 2000). Il n'existait donc pas d'évidence précise de l'expression de PU.1 dans les

précurseurs érythroïdes avant mon étude. L'expression de PU.1 (au niveau transcriptionel)

dans les progéniteurs multipotents CMP et CLP  été documenté également (Akashi et al.,

2000; Kondo et al., 1997). Pour ce qui est des cellules souches, une étude a montré que ces

cellules co-expriment un grand nombre de gènes normalement restreints aux stades

différenciés, dont PU.1 (Hu et al., 1997). Cette expression a été qualifiée d'expression de pré-

engagement ("pre-commitment"). En résumé, même si PU.1 est essentiellement exprimé dans

les cellules matures myéloïdes et lymphoïdes B, ce facteur est également présent dans le

compartiment précurseur, même si cette expression n'est pas détaillée précisément, ni reliée

avec une fonction spécifique pour l'instant.
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5.3.2 Gènes cibles et mécanismes d'activation de la transcription
par PU.1.

L'essentiel des gènes cibles identifiés de PU.1 sont des gènes actifs dans les cellules

myéloïdes et lymphoïdes B. Le tableau 1 présente, selon le lignage considéré, une liste non

exhaustive des gènes cibles de PU.1  ainsi que les facteurs qui collaborent avec PU.1 pour

l'expression de ces gènes. En résumé, dans les cellules myéloïdes, PU.1 contrôle l'expression

de nombreux composants enzymatiques des granules des neutrophiles et macrophages (

macrosialine, myélopéroxidase, gp91phox) , en plus de l'expression des récepteurs pour le G-

CSF, CM-CSF et M-CSF, suggérant que PU.1 est impliqué dans la différenciation ainsi que

dans la fonction des cellules myéloïdes. Dans les cellules lymphoïdes B, de nombreux gènes

d'immunoglobulines sont contrôlés par PU.1. En outre, dans les lymphocytes B et les cellules

myéloïdes, PU.1 est capable de se lier à son propre promoteur et d'induire son expression,

créant ainsi une boucle d'autorégulation positive (Chen et al., 1995a; Chen et al., 1996). Dans

le compartiment érythroïde, le promoteur de la β-globine possède une séquence capable de

lier PU.1, mais il n'a jamais été prouvé que PU.1 régule l'expression de ce gène (Galson et al.,

1993). Pour l'instant, aucun élément de réponse à PU.1 n'a été clairement identifié dans les

régions régulatrices de gènes spécifiques érythroïdes.

De façon intéressante, PU.1 contrôle l'expression des gènes myéloïdes en se fixant

essentiellement sur des séquences présentes dans le promoteur, alors que les éléments de

réponses à PU.1 des gènes  lymphoïdes B sont situés essentiellement dans des régions distales

de type "enhancers". De plus, le domaine riche en glutamines, qui semble constituer le

domaine principal de transactivation (Shin and Koshland, 1993) est essentiel pour le

développement des macrophages, alors qu'il est dispensable pour le développement

lymphoïde (Pongubala and Atchison, 1997). PU.1 semble donc agir comme un transactivateur

direct au cours du développement myéloïde, mais plutôt comme un élément purement

architectural au niveau des promoteurs des gènes d'immunoglobulines.
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Gènes cible Facteurs collaborateurs connus
CD11b Sp1  AP-2 Ets
CD18 GABP Sp1
cfms (M-CSFR) C/EBPα  AML-1
G-CSFR C/EBPα
GM-CSFR C/EBPα
Scavenger receptors Jun  Ets
FcγRIIIA HLH factors TF3 and USF
Macrosialine Jun
c-fes Sp1
myeloperoxidase C/EBPα   C/EBPβ   C/EBPδ
gp91phox irf-1  Elf-1
SCL/Tal-1 Elf-1   Sp1  Sp3

Gènes
myéloïdes

PU.1 Sp1 C/EBPα

CD20 Oct2   Pip
Btk Sp1
Igκ Oct2   Pip   c-fos/Jun
Igλ Pip
IgH ETS-1   TFE3
Ig J-chain SpiB (?)
MHC class II I-Aβ NF-YA   NF-YB

Gènes
lymphoïdes

PU.1 Oct2   Sp1

Tableau 1: Gènes cibles de PU.1 et facteurs collaborateurs.
Les facteurs Sp1 et Jun sont des collaborateurs pour la régulation de nombreux gènes aussi
bien dans les cellules myéloïdes que lymphoïdes. Les facteurs qui synergisent avec PU.1
pour l'expression de gènes cibles dans les cellules myéloïdes sont notamment les membres
de la famille C/EBP. Dans les cellules lymphoïdes, Pip (PU.1 interacting partner) et le facteur
Oct2 contribuent à la régulation de nombreux gènes avec PU.1.

5.3.3 Régulation de l'expression de PU.1.

Les études initiales utilisant la technique de transfection transitoire de vecteurs

rapporteurs avaient identifié une région régulatrice dans le promoteur de PU.1. Cette région

contient des sites de fixation pour le facteur Sp1, des séquences de type octamères qui

peuvent lier des facteurs Oct, ainsi qu'un site de fixation pour PU.1 (site ETS) (Chen et al.,

1995a; Chen et al., 1996). Ces études ont montré que l'expression myéloïde de PU.1 était

induite notamment par la coopération entre Sp1 et PU.1. Dans les lymphocytes B, le site

octamère ainsi que le site ETS sont importants pour conduire l'expression de PU.1. Dans les
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cellules myéloïdes, le facteur C/EBPα est également un régulateur positif de l'expression de

PU.1 (Wang et al., 1999).

Par la suite, le groupe de Daniel Tenen a identifié un fragment génomique de 91 Kb

qui s'étend de part et d'autre du locus PU.1 et qui confère toutes les caractéristiques de

spécificité de l'expression de PU.1 à un transgène rapporteur (Li et al., 2001). Plus

précisément, dans ce fragment génomique, 14 Kb en amont du site d'initiation de la

transcription, se trouve une région conférant la spécificité myéloïde. La destruction de cette

région conduit à une réduction de 80% de l'expression de PU.1 dans les cellules myéloïdes

(Rosenbauer et al., 2004). Cette réduction a des conséquences importantes sur la

différenciation myéloïde (Cf. Discussion partie 2.1 ).

5.4 Régulation du développement hématopoïétique par PU.1.

Toutes ces données sur la répartition de l'expression de PU.1, la façon dont cette

expression est régulée, ainsi que ses gènes cibles, indiquent que PU.1 joue certainement un

rôle crucial dans plusieurs voies de développement hématopoïétiques. Ces divers rôles ont été

investigués en analysant l'hématopoïèse de souris déficientes pour PU.1, puis en utilisant les

cellules PU.1-/- de ces souris comme outil afin de préciser la fonction de PU.1.

5.4.1 Conclusions apportées par l'étude des souris inactivées pour
PU.1.

Deux stratégies d'inactivation par recombinaison homologue, du gène codant pour

PU.1 ont été initialement mises en œuvre. Ces deux stratégies ont ciblé le domaine de liaison

à l'ADN (codé par l'exon 5) et ont généré des mutations nulles du locus PU.1 (McKercher et

al., 1996; Scott et al., 1994).

Les souris générées par Scott et al. meurent in utero autour du stade E17, alors que la

mutation de McKercher et al. permet la naissance de souris PU.1-/-, qui meurent en 48h si

elles ne subissent pas de traitement antibiotique. Sous antibiothérapie, ces nouveau-nés

survivent durant 15 jours environs. Cette disparité n'est pas expliquée, mais pourrait provenir
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de la stratégie de recombinaison homologue. Les souris de scott et al. sont clairement

dépourvues de toute expression d'une protéine PU.1 et peuvent donc être considérée comme

des mutants nuls. McKercher et al.  ont proclamé une absence d'activité de liaison à l'ADN de

PU.1 dans leurs souris PU.1-/-. Cependant la possibilité d'une expression résiduelle d'une

protéine PU.1 tronquée n'est pas exclue. La figure I11 résume les altérations présentes dans

les souris PU.1-/-

Figure I11: représentation schématique des altérations présentes chez les
souris PU.1-/-.
Les compartiments myéloïdes et lymphoïdes, sévèrement altérés, sont représentés en rosé.
La génération des cellules NK n'est que faiblement compromise et est donc représentée en
jaune. Des données contradictoires ont été rapportées pour la génération des cellules
dendritiques dans les mutants PU.1, c'est pourquoi ce compartiment est aussi représenté
comme faiblement altéré. Les progéniteurs communs myéloïdes (CMP) et lymphoïdes (CLP)
ne sont pas inclus dans les zones colorées car aucune donnée ne précise leur présence ou
absence dans les mutants PU.1. HCS: cellule souche hématopoïétique; PMP: progéniteur
multipotent.
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5.4.1.1 La différenciation myéloïde et lymphoïde est bloquée en

absence de PU.1.

L'étude du foie fœtal des embryons PU.1-/- montre que la différenciation myéloïde est

bloquée à un stade relativement immature. Aucune cellule GR-1+ Mac1+ (CD11b) n'est

détectée. Même si quelques cellules Gr-1+ se développent après la naissance dans les souris de

McKercher et al., la différenciation granulocytaire reste anormale, et ces cellules ne

présentent aucune activité phagocytaire. De plus, le nombre de précurseurs myéloïdes est

drastiquement réduit. De manière similaire, aucune cellule lymphoïde B (exprimant B220)

n'est détectée dans les mutant de Scott et al. et aucun précurseur de type pro-B, capable de

répondre à l'IL7 n'est présent dans le foie fœtal. Les souris PU.1-/- de McKercher et al.

présentent une production de cellules B220+, mais celles-ci expriment de façon non

coordonnée les autres marqueurs lymphoïdes B et ne réarrangent jamais leur locus

immunoglobuline, confirmant que la différenciation B est sévèrement altérée dès un stade très

précoce.

Des études ultérieures ont montré que des cellules ES PU.1-/- ne contribuent pas aux

compartiments myéloïdes et lymphoïdes de souris chimériques, à l'instar de cellules de foie

fœtal PU.1-/- transférées dans des souris irradiées, démontrant que ce défaut est bien

intrinsèque aux cellules PU.1-/- (Olson et al., 1995; Scott et al., 1997). Enfin, des systèmes de

culture en milieu semi solide ont montré que les précurseurs PU.1-/- ne répondent pas aux

cytokines G-CSF, GM-CSF et M-CSF, à cause de leur très faible expression des récepteurs

correspondants. Néanmoins, ces précurseurs peuvent répondre au cocktail de cytokines

IL3+IL6+SCF et forment des colonies qui toutefois restent bloquées dans la différenciation

myéloïde au stade myéloblastique. La réexpression des récepteurs pour le G-CSF ou le M-

CSF dans ces précurseurs PU.1-/- autorise leur prolifération et leur survie en réponse aux

cytokines correspondantes, mais ne permet pas leur différenciation (Anderson et al., 1998;

Anderson et al., 1999a; DeKoter et al., 1998). Ces données démontrent que PU.1 possède un

rôle crucial lors de la différenciation myéloïde, en plus du contrôle de l'expression des

récepteurs de cytokines myéloïdes.

Le développement des lymphocytes T est également sévèrement altéré par la mutation

de PU.1. Cette observation n'était pas aussi prévisible que le blocage myéloïde et lymphoïde

B, puisque PU.1 n'est pas exprimé dans la grande majorité des thymocytes. Dans les souris de

scott et al., la différenciation lymphoïde T est altérée à un stade très précoce (Spain et al.,

1999). La majorité des thymocytes PU.1-/- présentent un phénotype CD4- CD8- Thy-1- CD25-
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CD44+ c-Kitlo Sca1lo HSA+, qui correspond à une population non engagée dans le lignage T,

puisqu’elle possède encore un potentiel dendritique et NK (cf. Introduction partie 2.3.3). De

façon intéressante, la différenciation des cellules NK, qui est censée prendre son origine à

partir de ce progéniteur commun avec la voie T, est très peu altérée, soulignant le fait que

l'absence de PU.1 altère sélectivement le développement T à partir de ce progéniteur

multipotent (Colucci et al., 2001).

5.4.1.2 Le développement des cellules dendritiques dans les

souris PU.1-/-.

Deux études ont documenté une implication de PU.1 dans la génération de cellules

dendritiques. Anderson et al. ont pu montrer que les précurseurs PU.1-/- de la moelle osseuse

et du foie de nouveaux nés étaient incapable de générer des cellules dendritiques "du type

myéloïde" CD11c+ MHCII+ en culture (Anderson et al., 2000). De plus, aucune cellule

dendritique n'a pu être détectée dans le thymus 10 jours après la naissance. Ces cellules

dendritiques thymiques sont censées êtres à l'origine des cellules dendritiques lymphoïdes.

L'autre étude, utilisant les mutants générés par Scott et al. a conclu que les embryons PU.1-/-

étaient dépourvus de cellules dendritiques "myéloïde" CD11c+ CD11b+. Par contre, des

cellules dendritiques "lymphoïdes" CD8α+ DEC-205+ sont présentes en nombre quasi normal

dans le thymus des embryons PU.1-/- à partir de 16,5 jours de gestation (Guerriero et al.,

2000). Ces cellules sont fonctionnelles car elles peuvent activer des lymphocytes T CD4. En

conclusion, même si ces deux études n'utilisent pas les mêmes approches, elles documentent

un rôle critique de PU.1 dans la génération de certains types de cellules dendritiques.

Toutefois, l'expression de PU.1 et son rôle précis dans l'ensemble des cellules dendritiques

reste encore obscur. Mes données apportent des informations supplémentaires sur l'expression

de PU.1 dans ces cellules (cf. Résultats partie 3.1 et Discussion partie 4.1).

5.4.1.3 Le développement érythroïde semble normal dans les

souris PU.1-/-.

Considérant l'implication de PU.1 dans les érythroleucémies de Friend, l'effet de la

mutation de PU.1 sur le développement des cellules érythroïdes a également été investigué

avec attention.  Cependant les deux mutations ont abouti à une conclusion commune: le
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développement érythroïde ne semble pas affecté par l'absence de PU.1. En effet, les cellules

érythroïdes sont les seules cellules matures présentes dans les souris PU.1-/-, la proportion des

précurseurs érythroïdes étant normale (McKercher et al., 1996; Scott et al., 1994). En

corrélation avec ces observations, les expériences de génération de souris chimériques à partir

de cellules ES ou de souris reconstituées avec des cellules de foie fœtal, ont démontré que les

cellules PU.1-/- ne peuvent régénérer que le lignage érythroïde (Scott et al., 1997).

De façon intéressante, les progéniteurs foetaux PU.1-/- ne reconstituent pas le

compartiment érythroïde de façon durable, et les souris chimériques adultes ne possèdent plus

aucunes cellules hématopoïétiques dérivées de cellules PU.1-/-. En outre, une observation

surprenante dans les mutants de Scott et al. est qu'un tiers des mutants homozygotes

présentent une anémie. Ce phénomène est toutefois mal caractérisé et disparaît sur un fond

génétique C57bl/6 pur. Mes résultats, ainsi que d'autres données très récentes permettront de

proposer une hypothèse probable pour expliquer ces observations (cf. Discussion partie 3).

En conclusion, ces études ont institué PU.1 en tant que régulateur positif critique du

développement myéloïde et lymphoïde. À l'opposé, PU.1 ne semble avoir aucun rôle normal

dans le contrôle de l'érythropoïèse.

5.4.2 Le niveau et le stade d'expression de PU.1 déterminent
différents destins dans les progéniteurs hématopoïétiques.

Les études sur les souris "knock-out" PU.1 ont permis de révéler un rôle important de

PU.1 dans les lignages lymphoïdes et myéloïdes, cependant, peu d'informations étaient

connues quant à un rôle instructif de PU.1 au niveau des progéniteurs multipotents. J'ai déjà

mentionné le fait que le ratio entre PU.1 et GATA-1 est important pour spécifier le destin des

précurseurs érythroïdes (cf. Introduction partie 5.2.1).

Une des premières études qui à révélé un rôle instructif pour PU.1, a été conduite par

Nerlov et Graf (Nerlov and Graf, 1998). Ces auteurs ont montré que l'expression de PU.1 dans

des progéniteurs aviaires multipotents (par transduction rétrovirale) induisait leur

différenciation myéloïde, tout en supprimant leur potentiel érythroïde, puisque l'expression de

GATA-1 était parallèlement réduite. De façon intéressante, l'expression transitoire de PU.1
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conduisait à une formation d'éosinophiles à la place de neutrophiles ou de macrophages,

suggérant déjà que des doses différentes de PU.1 peuvent instruire des destins différents.

Cette hypothèse a été validée par la suite, en utilisant des progéniteurs PU.1-/-

réexprimant PU.1 (toujours par transduction rétrovirale) (DeKoter and Singh, 2000). Ces

auteurs ont observé que des progéniteurs qui réexpriment de hauts niveaux de PU.1,

généraient des macrophages, alors que ceux réexprimants des doses plus faibles, se

différenciaient majoritairement en lymphocytes B. Par conséquent, en plus d'inhiber la

différenciation myéloïde, PU.1 peut aiguiller de manière différentielle un destin lymphoïde ou

myéloïde. En outre, dans le compartiment myéloïde, le niveau d'expression de PU.1 semble

également orienter la différenciation granulocytaire vis-à-vis de la différenciation

macrophagique (Dahl et al., 2003), un niveau plus faible de PU.1 étant lié à une

différenciation préférentielle vers le lignage granulocytaire. Finalement, durant la

différenciation lymphoïde T, l'expression de PU.1 doit être également contrôlée de manière

très précise. En effet, l'absence de PU.1 bloque cette différenciation juste avant l'engagement

définitif dans la voie T, alors que la surexpression de PU.1 conduit également à un blocage de

la différenciation T au stade proT, c'est à dire juste après l'engagement définitif dans la voie T

(Anderson et al., 2002).

L'ensemble de ces études a par conséquent confirmé l'importance cruciale de PU.1

dans la différenciation myéloïde et lymphoïde, en précisant que des niveaux d'expression

distincts de ce facteur peuvent diriger un progéniteur multipotent vers des destins  différents.

De surcroît, Ces données soulignent le fait que l'expression de PU.1 dans des progéniteurs

multipotents, supprime leur potentiel de différenciation érythroïde, renforçant l'hypothèse

selon laquelle PU.1 n'a pas de rôle au cours de la différenciation érythroïde. Mes résultats

infirment cette interprétation (cf. Résultats partie 2).
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Comme décrit dans l'introduction, deux mutations inactivatrices du locus PU.1 ont été

produites avant la mutation que j'ai étudié. Outre le fait que les phénotypes détaillés

initialement pour ces deux mutations présentaient des différences notables (cf. Introduction

partie 5.4.1), l'expression de PU.1, en dehors des cellules B et myéloïdes était peu

documentée. La mutation générée dans mon laboratoire d'accueil cible l'exon 1 du locus (à la

différence des deux précédentes stratégies qui ciblent l'exon 5), en y insérant une construction

comprenant le transgène rapporteur EGFP ("Enhanced Green Fluorescent Protein") et le gène

de résistance à la néomycine floxé (cf. figure R1A). Par conséquent un des intérêts principaux

de cette mutation réside dans la possibilité de pouvoir visualiser la dynamique de l'expression

de PU.1 dans l'ensemble du système hématopoïétique. L'analyse par cytométrie de flux

permet de surcroît une étude au niveau de la cellule unique.

Le premier allèle obtenu a donc été nommé PU.1neo étant donné que le gène

néomycine (Neo) est encore présent dans cette construction.  Après croisement de souris

hétérozygotes PU.1+:neo avec des souris exprimant la recombinase cre ubiquitairement, j'ai pu

obtenir une lignée de souris porteuse de l'allèle PU.1G dans lequel le gène Neo est délété.

Lors de mon année de DEA dans l'équipe de Philippe Kastner et Susan Chan, j'ai

analysé le phénotype des souris porteuses de la mutation PU.1neo. Comme je vais le décrire

plus bas, cet allèle n'est pas un allèle nul et le phénotype des mutants PU.1neo/neo est très

différent de celui des mutants PU.1G/G. Par la suite je me suis donc concentré sur l'étude des

souris porteuses de l'allèle PU.1G, qui est un allèle nul (cf. figure R1B). Deux axes principaux

se sont développés: 1- l'analyse de l'effet de la mutation PU.1 sur le développement

érythroïde. 2- l'analyse détaillée de la dynamique de l'expression de PU.1 dans le système

hématopoïétique.

En parallèle, j'ai participé à deux projets en collaboration avec les équipes du Dr

Bohdan Wasylyk et du Pr Johan Auwerx. Ces deux collaborations m'ont permis de transférer

mes connaissances hématopoïétiques à d'autres projets.
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1ère partie. Analyse du phénotype des souris
PU.1neo.

les souris PU.1G ont été volontairement incluse dans cette partie afin de servir

d'élément de comparaison. En outre, ceci me permettra de ne pas refaire une description du

phénotype général des mutants nuls PU.1G/G par la suite.

1.1 L'allèle PU.1neo n'est pas un allèle nul.

L'analyse de l'expression des transcrits du gène PU.1, par RT-PCR (cf. figure R1B),

montre que le transcrit total (exon 1-5) n'est pas présent chez les mutants PU.1neo/neo.

Cependant, des transcrits possédant des séquences en aval du site d'insertion de la cassette

EGFP/PGK néo (exon 2-5 et 3-5) peuvent êtres détectés chez les mutants. Les foetus

PU.1
neo/neo

 expriment donc des transcrits PU.1 résiduels, mais pas le transcrit comprenant

l'ensemble de la séquence PU.1. Des expériences de " 5' RACE PCR" indiquent que la plupart

de ces transcrits sont initiés dans la cassette PGKneo (cf. figure R1D). En outre, l'analyse par

western blot montre que les foetus mutants (PU.1
neo/neo

) expriment encore des protéines

détectées par l'anticorps dirigé contre PU.1 et qui possèdent un poids moléculaire similaire à

celui des protéines PU.1 normales (cf. figure R1C). Cependant, ces protéines sont exprimées à

un niveau beaucoup plus faible que chez les foetus de type sauvage. En outre, elles sont

probablement dépourvues des séquences codées par l'exon 1, mais identiques à PU.1 pour les

parties codées par les exons suivants (ie. l'essentiel de la protéine). Au contraire, l'allèle PU.1G

est un allèle nul, puisque qu'aucun transcrit possédant des séquences en aval du site de

mutation n'est détecté chez les mutants PU.1G/G.
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Figure R1: représentation schématique des altérations présentes chez les
souris PU.1-/-.
A: Stratégie de ciblage du locus PU.1 et génération de l'allèle PU.1G. Les amorces (P1-P4)
utilisées pour détecter les transcrits PU.1 sont notées en haut. Le fragment d'ADN utilisé
dans le vecteur de ciblage est représenté par une ligne épaisse. Seul l'exon 1 n'est pas à
l'échelle. B: Détection de transcrits PU.1 dans les foies foetaux PU.1G/G et PU.1neo/neo (stade
E14,5). Les amorces utilisées sont P1 à P4 (cf. figure R1A). (+) (-) RT indique la présence ou
l'absence d'enzyme lors de la réaction de réverse transcription. C: Western blot d'extraits
nucléaires de foies fœtaux (stade E14,5). D: Schéma des transcrits identifiés par 5' RACE-
PCR dans les foies fœtaux PU.1neo/neo (stade E14,5). Le nombre de transcrits possédant le
type de séquence représenté est noté.

1.2 Phénotype général des foetus PU.1neo/neo.

Les foetus PU.1
neo/neo

 possèdent un phénotype clairement différent des foetus PU.1+/+

et PU.1G/G. Tout d'abord, à partir du stade 14,5 jours post coïtum (jpc), les mutants PU.1neo/neo

présentent un défaut important dans le système sanguin comme l'atteste leur couleur beaucoup

plus pâle comparée à celle des foetus sauvages (Figure R2A). De plus, ces mutants subissent

une mortalité précoce durant le développement foetal. En effet, aucun mutant PU.1neo/neo
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vivant n'a été obtenu passé 15,5 de développement (données non figurées). Certains mutants

meurent avant le stade 14,5 jpc. Enfin, le foie foetal des foetus PU.1
neo/neo

 est visiblement plus

petit, ce qui est vérifié par une cellularité réduite de plus de 50% chez les mutants par rapport

aux foetus de type sauvage (cf. figure R2B). Ce phénotype était déjà clairement distinct des

phénotypes obtenus avec les précédentes mutations (Anderson et al., 1998; McKercher et al.,

1996; Scott et al., 1997; Scott et al., 1994; Simon et al., 1996).

Figure R2: Phénotype général des fœtus PU.1neo/neo.
A: Morphologie externe des fœtus contrôles et neo/neo au stade E15. FF: Foie fœtal. B:
cellularité des foies fœtaux à 14,5 et 15,5 jours de développement. C: Cellules myéloïdes au
stade E15,5 dans les mutants G/G et neo/neo. Le pourcentage de la population considérée
est noté dans chaque diagramme. D: Analyse de la population lymphoïde B dans les deux
types de mutants, toujours au stade E15,5.
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1.3 Altération incomplète du compartiment myéloïde chez les
mutants PU.1neo.

À l'opposé des deux précédentes mutations, les mutants PU.1neo/neo ne présentent pas

de délétion complète des cellules myéloïdes Gr-1+ Mac-1+ (CD11b)+ (cf. figure R2C). En

outre, même si le nombre de précurseurs myéloïdes répondant en culture aux cytokines GM-

CSF et M-CSF est sévèrement réduit, il existe un nombre significatif de ces précurseurs dans

le foie fœtal des mutants PU.1neo/neo (données non figurées). Par conséquent, l'expression

résiduelle de protéine PU.1 semble autoriser une différenciation myéloïde basale. De façon

intéressante, ces foetus PU.1neo/neo ne développent jamais de cellules B comme le montre

l'absence totale d'expression du marqueur CD19 (cf. figure R2D).

1.4 Blocage de la différenciation érythroïde.

Comme je l'ai déjà indiqué, les foetus PU.1neo/neo sont visiblement anémiques.

L'observation cytologique des cellules du sang foetal, montre qu'au stade 15,5 jpc les

érythrocytes définitifs (énucléés) sont présents en majorité chez les foetus de type sauvage,

par rapport aux érythrocytes primitifs (nucléés). Par contre, chez les foetus PU.1neo/neo ce sont

les érythrocytes primitifs qui sont présents en majorité (cf. figure R3A). L'érythropoïèse

définitive n'est cependant pas bloquée, mais semble réduite. Les mutants PU.1G/G semblent

normaux vis-à-vis de la transition entre érythropoïèse primitive et définitive.

L'observation cytologique des foies foetaux, toujours au stade 15,5 jpc, montre que la

proportion de cellules érythroïdes au stade érythroblaste est augmentée chez les mutants, par

rapport aux PU.1+/+ (cf. figure R3A). Des cellules à des stades ultérieurs de différenciation,

comme les normoblastes, sont présentes chez les mutants mais sont plus rares que dans les

foies foetaux sauvages. La réduction du nombre des cellules myéloïdes et lymphoïdes, ajoutée

à la proportion augmentée des cellules au stade érythroblaste, résulte dans le fait que les foies

foetaux de ces mutants sont composés pour une grande partie de cellules érythroïdes

immatures. A ce stade de développement, l'observation cytologique des foies fœtaux PU.1G/G

révèle peu de différences par rapport aux contrôles (les cellules myéloïdes et lymphoïdes étant

encore minoritaires).
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En outre, l'analyse par cytométrie de flux des foies foetaux souligne que chez les

foetus PU.1neo/neo, la population TER119
+
 est réduite d'environ 65% (cf. figure R3B). Les

foetus PU.1neo/neo possèdent donc une population érythroïde mature réduite, ce qui corrobore

leur aspect morphologique anémique. Comme il sera décrit dans la partie suivante des

résultats, les foetus PU.1G/G commencent à révéler une différence plus frappante dans la

proportion de la population TER119+.

Figure R3: Blocage de la différenciation érythroïde dans les fœtus PU.1neo/neo.
A: Visualisation par coloration de May-Grünwald Giemsa de "cytospin" de sang et de foie
fœtal au stade E15. Les érythrocytes primitifs sont nucléés, au contraire des érythrocytes
définitifs. Une grande proportion des érythrocytes des mutants neo est de type primitif. Le
foie fœtal PU.1neo/neo contient visiblement plus de grosses cellules ayant une morphologie de
type proérythroblaste. B: Analyse de la population érythroïde mature (TER119+) à 15,5 jours
de développement. Cette population est sévèrement réduite chez les fœtus PU.1neo/neo, et
commence à être sur-représentée chez les mutants PU.1G/G (cf. Résultats partie 2). C:
Quantification des précurseurs érythroïdes immatures (BFU-E) et matures (CFU-E) au stade
E15. Les CFU-E sont quantifiées après 3 jours de culture en méthylcellulose complémentée
avec de l'Epo, par coloration à la benzindine. Les BFU-E sont quantifiées après 7 jours de
culture dans un milieu méthylcellulose complémenté avec de l'Epo, du SCF, de l'IL-3 et de
l'IL-6, et apparaissent comme des colonies entièrement colorées en noire par la benzidine.
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La proportion des précurseurs érythroïdes CFU-E est réduite chez les mutants

PU.1neo/neo (257 précurseurs pour 30000 cellules de foie foetal), comparée aux foetus contrôles

(430 CFU-E pour 30000 cellules) (cf. figure R3C). Il est tout de même intéressant de

remarquer que la proportion des précurseurs érythroïdes plus immatures BFU-E, détectés en

milieu avec IL-3, IL-6, SCF et EPO n'est pas réduite de façon significative chez ces mutants

(cf. figure R3C). Par contre, les cellules érythroïdes matures (TER119+) sont quasiment

absentes des colonies après culture avec ces cytokines, soulignant encore le défaut dans la

maturation érythroïde (données non figurées).

Ce blocage est donc très similaire à celui résultant de la surexpression d'une protéine

PU.1 normale. Ce résultat paraît paradoxal, considérant la quantité très faible de protéines

produite chez les mutants PU.1neo/neo. L'interprétation de ces résultats reste cependant délicate.

En effet, la nature exacte des protéines PU.1 exprimées par ces mutants n'est pas connue.

Néanmoins, il est probable que la transcription des ARNm résiduels (initiés pour la plupart

dans la cassette PGKneo), ne soit pas contrôlée par les éléments régulateurs naturels du locus

PU.1. Ainsi, on peut concevoir que ces transcrits puissent êtres exprimés de manière

ectopique, notamment dans les cellules érythroïdes ou normalement PU.1 devrait être absent.

Considérant l'effet inhibiteur de l'expression de PU.1 sur la différenciation érythroïde,

l'expression ectopique de ces protéines pourrait induire un blocage similaire. Comment une

faible quantité de protéine pourrait générer un blocage aussi important? Une possibilité

consiste à postuler que la délétion des séquences N-terminales de PU.1 conduit à un

accroissement de sa propriété inhibitrice de la différenciation.

Quoiqu'il en soit, ces observations soulignent encore un effet important de PU.1 dans

le compartiment érythroïde. Ceci, en partie, nous a incité à scruter avec attention le

compartiment érythroïde des souris PU.1G/G.
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2ème partie. PU.1 contrôle la balance entre
prolifération et différenciation dans les
précurseurs érythroïdes.

Comme décrit dans l'introduction, l'implication oncogénique de la surexpression de

PU.1 dans les précurseurs érythroïdes a été clairement démontrée. Néanmoins, l'absence

apparente de déficience dans le compartiment érythroïde des souris nulles pour PU.1, alors

que le reste du système hématopoïétique est sévèrement altéré ont imposé PU.1 comme un

gène maître du développement lymphoïde et myéloïde. A l'opposé, ces mêmes observations

ont conduit à l'interprétation que l'activation de PU.1 par le SFFV n'est que le reflet d'une

expression ectopique de ce facteur dans les précurseurs érythroïdes, sans connexion avec une

fonction normale de PU.1 dans l'érythropoïèse.

Toutefois, aucunes données dans la littérature ne démontre clairement l'expression de

PU.1 dans les précurseurs érythroïdes normaux (cf. Introduction partie 5.3.1). Par ailleurs, la

production de cellules érythroïdes matures en absence de PU.1 ne signifie pas nécessairement

que PU.1 ne joue aucun rôle au cours de la maturation de ces cellules. De plus, la très grande

spécificité de l'insertion du SFFV au niveau du locus PU.1 est intrigante: pourquoi PU.1

aurait-il acquis, par hasard et de façon hautement spécifique, des fonctions lui permettant

d'interférer avec l'érythropoïèse précoce? Enfin, comme mentionné plus haut, notre mutation

PU.1neo conduit à une déficience érythroïde surprenante. L'hypothèse d'un rôle normal de

PU.1 dans l'érythropoïèse précoce méritait donc d'être examinée de façon approfondie.

2.1 Données publiées.

J'ai pu montrer, en utilisant un système de culture érythroïde, que les PE PU.1G/G ne

parviennent pas à maintenir un état immature, mais  arrêtent de proliférer et subissent une

apoptose accrue. De façon importante, dans les souris adultes hétérozygotes, des défauts

similaires sont détectés suite à une induction de l'érythropoïèse de stress. Par conséquent ces
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données révèlent une nouvelle fonction pour PU.1 dans le contrôle de l'homéostase

érythroïde. En outre, cette faculté est strictement dépendante d'une expression faible de ce

facteur dans les PE.

L'article "PU.1 determines the self-renewal capacity of erythroid progenitors" présente

l'essentiel  de ces données.



[Signalement bibliographique ajouté par : ULP – SCD – Service des thèses électroniques]

PU.1 determines the self-renewal capacity of erythroid progenitor cells

Jonathan Back, Andrée Dierich, Corinne Bronn, Philippe Kastner, and Susan Chan

Blood, 15 May 2004, Vol. 103, No. 10, pp. 3615-3623

Pages 3615-3623 :

La publication présentée ici dans la thèse est soumise à des droits détenus par un éditeur
commercial.

Pour les utilisateurs ULP, il est possible de consulter cette publication sur le site de l'éditeur :
http://www.bloodjournal.org/cgi/content/full/103/10/3615

Il est également possible de consulter la thèse sous sa forme papier ou d'en faire une demande
via le service de prêt entre bibliothèques (PEB), auprès du Service Commun de
Documentation de l'ULP: peb.sciences@scd-ulp.u-strasbg.fr

http://www.bloodjournal.org/cgi/content/full/103/10/3615
mailto:peb.sciences@scd-ulp.u-strasbg.fr
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2.2 Résultats additionnels.

Afin d'investiguer le mécanisme d'action de PU.1 dans les PE, j'ai évalué l'implication

possible des facteurs P53, GATA-1 et CBP/P300 dans cette fonction.

2.2.1 La perte d'un allèle de P53 ne compense pas le défaut
d'amplification des précurseurs PU.1+/-.

L'inactivation du gène p53 est un événement récurrent dans les érythroleucémies de

Friend et important pour la progression vers le stade tumoral. Par ailleurs, en collaborant avec

l'équipe du Dr Wasylyk, j'ai contribué à montrer que P53 possède la capacité de promouvoir

la différenciation érythroïde (cf. (Ganguli et al., 2002) et Introduction partie 4.1). l'hypothèse

d'une synergie entre l'action de PU.1 et P53 dans les précurseurs érythroïdes (PE) méritait

donc d'être testée. Etant donné que les PE PU.1+/G se comportent de façon altérée dans le

système de culture érythroïde, j'ai testé si l'inactivation d'un allèle de P53 pouvait compenser

le défaut d'autorenouvellement dû à la réduction de PU.1.

Des souris PU.1+/G ont été croisées avec des souris P53+/- afin d'obtenir des mutants

doubles hétérozygotes. Ces mutants sont viables et atteignent l'âge adulte. Les cellules Lin- de

la moelle osseuse des animaux correspondant aux 4 génotypes possibles ont été mises en

culture dans le milieu érythroïde pendant 9 jours (cf. figure R4). Comme attendu, les cultures

PU.1+/G sont moins efficacement amplifiées et génèrent plus de cellules érythroïdes matures

que leur pendant PU.1+/+ (cf. figure R4A et B).  L'hétérozygotie pour P53 ne semble pas avoir

d'effets détectables sur l'autorenouvellement ainsi que sur la différenciation. En effet, les

cultures simple hétérozygotes P53+/- ne présentent pas de différences significatives, tant du

point de vue de l'amplification que du nombre de cellules TER119+ générées, indiquant

qu'une demie dose de P53 est suffisante dans les PE. De plus, la perte d'un allèle P53 n'accroît

pas l'amplification des PE PU.1+/G (cf. figure R4B, comparez les courbes rouges et vertes –

toutes mes excuses aux daltoniens). De façon concordante, les cultures doubles hétérozygotes

présentent, au bout de 6 ou 8 jours, une proportion similaire de cellules érythroïdes matures

par rapport aux cultures PU.1+/G, indiquant que l'accroissement de la différenciation dû à la

réduction de PU.1 n'est pas non plus compensé par la réduction de P53 (cf. figure R4A). Ces
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données suggèrent que P53 et PU.1, plutôt qu'agir en synergie, influencent le développement

érythroïde précoce de manière indépendante.

Figure R4: La perte d'un allèle P53 ne corrige pas les défauts érythroïdes des
cellules PU.1+/G.
105 cellules Lin-  (B220- Gr-1- TER119- CD3- F4/80- NK1.1-) de moelle osseuse de souris des
génotypes indiqués ont été placées en culture érythroïde (cf. Résultats partie 2). A: Analyse
après 6 et 8 jours de culture de la production de cellules érythroïdes matures (TER119+) par
les différentes cultures. Ces données sont représentatives de 3 expériences. La proportion
des cellules érythroïdes matures est indiquée dans chaque graphique. B: Courbes
d'amplifications des différentes cultures, entre 3 et 9 jours de culture. Ce graphique présente
une expérience sur un total de 3 donnant des résultats semblables. Il n'y a pas de différence
significative entre les cultures PU.1+/G et PU.1+/GP53+/-.
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2.2.2 L'acétylation de GATA-1 ne semble pas altérée dans les
précurseurs érythroïdes PU.1G/G.

L'acétylation de GATA-1 par CBP/P300 est supposée accroître son activité, et ainsi

favoriser la différenciation (cf. Introduction partie 5.2.2). Or, PU.1 est capable d'inhiber

l'activité acétyl-transférase de CBP. Par conséquent, l'augmentation de la différenciation des

PE due à l'absence de PU.1 pourrait être, en partie, la conséquence de la suracétylation de

GATA-1. Afin de tester cette hypothèse, j'ai réalisé des immunoprécipitations avec un

anticorps anti GATA-1, à partir d'extraits nucléaires de PE, soit PU.1+/+, soit PU.1G/G (après 3-

4 jours de culture érythroïde). J'ai ensuite quantifié l'acétylation de GATA-1 par western blot,

avec un anticorps anti-acétyllysine. Même si je détecte une quantité de GATA-1 plus

importante dans les PE PU.1G/G, le ratio de protéine GATA-1 acétylée est semblable entre les

PE mutants et contrôles (cf. figure R5). Par conséquent, ce mécanisme de blocage de

l'acétylation de GATA-1 par PU.1 ne semble pas pertinent dans le cadre des PE primaires.

CBP et P300 sont impliqués dans de multiples processus hématopoïétiques et peuvent

jouer des rôles distincts. Ainsi, CBP semble important pour maintenir le potentiel

d'autorenouvellement des cellules souches hématopoïétiques, alors que P300 semble plus

impliqué dans le processus de différenciation (Kung et al., 2000; Rebel et al., 2002). Des

mutations dans le domaine KIX de P300, impliqué dans l'intéraction avec c-myb et CREB

notamment, conduit à de multiples déficiences hématopoïétiques (Kasper et al., 2002), alors

que la mutation de ce domaine dans CBP altère peu son contrôle de l'hématopoïèse. Une

observation intéressante a été apportée par Blobel et al., suggérant que l'inhibition de

CBP/P300 par l'expression de la protéine adénovirale E1A, dans des cellules

érythroleucémiques (MEL) bloquait leur différenciation et réprimait l'expression de gènes

cibles de GATA-1 (Blobel et al., 1998). Considérant l'hypothèse d'une action pour CBP/P300

favorisant la différenciation érythroïde, j'ai tenté une approche génétique pour préciser si CBP

et P300 coordonnent effectivement leurs actions avec celle de PU.1 dans les PE. Pour cela, à

l'instar de P53, les souris PU.1G on été croisées avec des souris déficientes pour CBP et P300.

Malheureusement, la lignée CBP s'est révélée particulièrement difficile à amplifier dans notre

animalerie.
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Figure R5: GATA-1 n'est pas hyper acétylé dans les PE PU.1G/G.
A: Schéma décrivant l'hypothèse sous-tendante à cette expérience. Une activité d'inhibition
de l'activité acétyl-transférase de CBP a été décrite pour PU.1. En conséquence l'hypothèse
est que dans les PE mutants, l'activité acétyl-transférase de CBP n'est pas compromise par
présence de PU.1, conduisant à une plus grande proportion de protéines GATA-1 acétylées.
Ces protéines acétylées sont censées êtres plus efficaces transcriptionellement.
L'acétylation de GATA-1 est représentée par un cercle noir attaché à la protéine. B: Western
blots anti-acétyllysine et anti-GATA-1 réalisés sur les immunoprécipitations d'extraits de
cultures érythroïdes PU.1+/+ ou PU.1G/G. 500 µg d'extrait nucléaires (Enu) ou cytoplasmiques
(Ecy) ont été immunoprécipités avec un anticorps anti-GATA-1 ou anti-CD8 (ctrl). Un premier
western-blot anti-Acétyllysine a été réalisé, puis après  élimination des anticorps, un second
western-blot anti-GATA-1 a été effectué sur la même membrane. La taille attendue de
GATA-1 est autour de 50kD (Zone cerclée).
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Tout d'abord, j’ai observé que l'expression de P300 dans les PE est très inférieure à

l'expression de CBP (cf. figure R6A). Ensuite, l'analyse de l'amplification des cultures

érythroïdes de simples hétérozygotes indique que comme pour le cas de P53, l'hétérozygotie

pour P300 ne semble pas altérer le comportement des PE. En outre, aucune différence

significative dans l'amplification (cf. figure R6B) des PE doubles hétérozygotes par rapport

aux PE PU.1+/G n'a pu être révélée. De même la proportion de cellules érythroïdes

différenciées (TER119+) produites par les cultures doubles hétérozygotes est similaire

(données non figurées). Ainsi, en corrélation avec l'observation d'une expression très faible de

P300 dans les PE, la perte d'un allèle de P300 n'autorise aucune compensation du défaut

d'amplification et de la différenciation accrue des PE PU.1+/G.

Figure R6: La perte d'un allèle de P300 ne corrige pas les défauts érythroïdes
des cellules PU.1+/G.
A: Détection de l'expression de transcrits pour P300 et CBP dans les PE, après trois jours
d'amplification en culture. CBP est exprimé environ 10 fois plus intensément que P300. B:
Courbes d'amplification des différentes cultures entre 4 et 9 jours de culture. Ce graphique
présente une expérience sur un total de 3 donnant des résultats semblables. Il n'y a pas de
différence significative entre les cultures PU.1+/G et PU.1+/GP300+/-.
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3ème partie. Visualisation de l'expression de
PU.1 par l'intermédiaire du transgène
rapporteur EGFP.

Malgré l'implication du dosage de PU.1 dans le contrôle de la différenciation, peu

d'informations étaient connues quant à son rôle dans de nombreux compartiments du système

hématopoïétique, comme les progéniteurs multipotents ou les cellules matures. Le manque

d'outils permettant de suivre l'activité physiologique de PU.1 a sérieusement limité l'analyse

de cette activité au niveau de la cellule unique ainsi que la visualisation dynamique des

niveaux relatifs exprimés par différentes cellules.

Un intérêt majeur de la mutation du locus PU.1 générée au laboratoire est la présence

du gène rapporteur EGFP, sous contrôle des régions régulatrices naturelles de ce locus. J'ai

utilisé cet avantage, afin de visualiser précisément l'expression de PU.1 dans les différents

compartiments du système hématopoïétique.

3.1 Données soumises à publication.

Les souris hétérozygotes PU.1+/G présentent un phénotype identique aux souris de type

sauvage (à l'exception d'une tendance accrue à produire des cellules érythroïdes qui n'est

révélé que dans un contexte d'érythropoïèse de stress). Les observations préliminaires ont

fortement suggéré que le transgène EGFP (ou GFP pour simplifier) était un rapporteur fidèle

de l'activité du locus PU.1. L'allèle porteur du transgène EGFP peut donc être utilisé comme

rapporteur de l'activité du locus PU.1, dans les souris adultes, comme dans les foetus. Cette

étude a révélé que l'expression de PU.1 est étendue à quasiment l'ensemble du système

hématopoïétique, depuis les cellules souches jusque dans les cellules matures (à l'exception

des cellules érythroïdes et T), indiquant que les fonctions de PU.1 ne semblent pas restreintes

au seul processus de différenciation. PU.1 est notamment exprimé de façon hétérogène dans

plusieurs populations de progéniteurs multipotents (CLP, CMP, ETP) suggérant que
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l'expression de PU.1 pourrait affiner la caractérisation phénotypique de ces populations. En

outre, l'analyse des populations GFP+ et GFP-, dans les hétérozygotes et les fœtus PU.1G/G

indique que la différenciation, mais pas l'engagement dans la voie myéloïde, requiert PU.1.

Par opposition, l'engagement dans la voie lymphoïde B est bloqué par l'absence comme par

l'expression à haut niveau de PU.1, même si cet engagement se traduit par un retour à une

expression faible de PU.1. Toutes ces informations soulignent la régulation particulièrement

dynamique de PU.1, et suggèrent de nouvelles implications pour PU.1 dans les cellules

matures et en tant que marqueur précis de la différenciation.

Ces analyses sont décrites dans le manuscrit "Visualizing PU.1 activity during

hematopoiesis" qui a été soumis récemment à la revue Blood.



105

Scientific Section Heading : Hematopoiesis

Visualizing PU.1 activity during hematopoiesis

Jonathan Back1, David Allman2, Susan Chan1 and Philippe Kastner1

1Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, IGBMC

CNRS/INSERM/ULP, Illkirch CU Strasbourg, France, 2Department of Pathology and

Laboratory Medicine, University of Pennsylvania, Philadelphia, PA 19104-6082, USA

This work was supported by institute funds from the Institut National de la Santé et de la

Recherche Médicale, the Centre National pour la Recherche Scientifique and the Hôpital

Universitaire de Strasbourg, grants from the Association pour la Recherche sur le Cancer

(ARC) #4399, #4743 and #7646 and the Ligue Régionale contre le Cancer (S.C. and P.K.),

and pre-doctoral fellowships from the Ministère de la Recherche et de la Technologie and

ARC (J.B.).

Correspondence: Susan Chan and Philippe Kastner
IGBMC
BP 10142
67404 Illkirch Cedex, France
Tel: 33-3-88-65-34-72
Fax: 33-3-88-65-32-01
Email: scpk@igbmc.u-strasbg.fr

Abstract: 134 words

Manuscript: 3718 words

Running title: PU.1 activity in hematopoietic cells



106

Abstract

PU.1 is a critical transcription factor for hematopoietic development. Although it is required

for the early differentiation of myeloid, erythroid and B lineage cells, little is known about

PU.1's role in multipotent progenitors and mature cell types. Using a green fluorescent protein

reporter mouse line, we show here that PU.1 is dynamically and heterogeneously expressed in

many hematopoietic lineages, from the stem cell stage to terminally differentiated cells,

suggesting that PU.1 is important not only in early differentation events but also may play a

role in mature hematopoietic cell function. Further, examination of GFP+ versus GFP-

populations shows that differentiation, but not commitment, to the myeloid lineage requires

PU.1. In contrast, B cell commitment requires low levels of PU.1, but is blocked in the

presence of high PU.1 levels, or no PU.1 at all.
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Introduction

Hematopoiesis is coordinated by sets of transcription factors that function in concert to

influence self-renewal, cell fate choice and differentiation. PU.1, an ets family member that is

expressed exclusively in hematopoietic cells, plays an important role in these processes. PU.1

has been characterized as a master regulator of myeloid and B cell development, as graded

levels of this factor in multipotent progenitors can alter the cell fate choice between the B cell

and myeloid lineage 1. Graded levels of PU.1 in myeloid cells have also been shown to block

differentiation and cause myeloid leukemias 2, or to regulate macrophage versus neutrophil

cell fate 3. Furthermore, PU.1 is required for mast and dendritic cell differentiation, and plays

a role in early T lymphopoiesis 4-8. More recently, we have shown that very low levels of

PU.1 in erythroid progenitors are necessary for maintaining the self-renewal capacity of these

cells 9. Clearly, slight changes in PU.1 activity can have a significant impact on hematopoietic

differentiation and/or function.

Despite its importance, surprisingly little is known about the potential role of PU.1 in

other hematopoietic cell types, such as pluripotent progenitors and mature cell populations.

Previous attempts to evaluate PU.1 function in these cells have been hampered by the lack of

suitable physiological tools, and instead have relied on traditional mRNA detection methods

to investigate PU.1 expression in bulk populations 10-12. Caveats to these studies included lack

of information at the single cell level, relative levels of expression and the inability to follow

live the PU.1-expressing cells in question. Although progress has been made to examine PU.1

mRNA expression in single cells 13, many limitations remain.

We recently described the generation of a green fluorescent protein (GFP) reporter line

of PU.1-deficient mice 9. The PU.1G mutation was engineered by targeting EGFP cDNA into

exon 1 of the PU.1 locus by homologous recombination. The resulting heterozygote PU.1+/G

mice expressed PU.1 from one allele and GFP from the other. Homozygote PU.1G/G animals

expressed 2 copies of the GFP reporter and were null for PU.1. In this study, we present an in-

depth analysis of PU.1 expression, and its relative levels, from hematopoietic stem cells to

mature cell types. Our results show that PU.1 is dynamically expressed, and reveal an

unexpected heterogeneity within previously defined populations of multipotent progenitors.
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Materials and Methods

Mice

The PU.1G mouse line has previously been described 9. The 6- to 10-week-old mice used in

this study were maintained under specific pathogen-free (SPF) conditions, and have been

backcrossed more than 7 generations onto the C57Bl/6 genetic background. Many

experiments used mice from a 10th backcross generation. All gave similar results.

Antibodies and flow cytometry

For staining of HSCs, CMPs, GMPs and MEPs, the following antibodies were used: biotin-

anti-CD34, phycoerythrin (PE)-anti-IL7RαA7R34), PE-anti-Lineage (Lin; B220, CD3,

NK1.1, Gr-1, CD5, TER119, CD19), PE-Cy5.5-anti-Sca-1, PE-Cy7-anti-CD16, APC-Cy7-

anti-c-Kit (2B8), APC-anti-AA4.1. For staining of CLPs and B lineage cells, we used biotin-

anti-IL7R, PE-anti-Flt3, PE-Cy5.5-anti-Sca-1, PE-Cy7-anti-Lin, APC-Cy7-anti-c-Kit, APC-

anti-AA4.1, PE-anti-CD43, PE-Cy7-anti-B220, APC-Cy7-anti-IgM or PE-anti-IgM, PerCP-

Cy5.5-anti-CD19, biotin-anti-CD11b. The above antibodies were purified and conjugated in

our laboratories according to standard protocols. For staining of DC subsets, we used PE-anti-

CD11c, APC-anti-120G8, biotin-anti-CD8α, APC-anti-CD11b. For staining of NK and NKT

cells, we used  PE-anti-NK1.1, purified-antiCD3. For staining of ETPs, we used purified-anti-

Lin antibodies (B220, CD3, CD8, NK1.1, TCRγδ, CD11b, Gr-1, TER119), PE-anti-CD25,

biotin-anti-c-Kit. Secondary antibodies included: streptavidin (SA)-CascadeBlue. SA-PerCP,

SA-Cy5 and Cy5-anti-ratIgG (the latter two from Jackson ImmunoResearch Labs, West

Grove, PA). For sorting experiments, Lin+ cells were depleted using the following antibodies:

B220, CD3, Gr-1, F4/80, TER119, and NK1.1. Unless specified, all antibodies were from BD

Biosciences (BD Pharmingen, San Diego, CA). Samples were analyzed or sorted using a

FacsCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA), an Epics Elite (Coulter Electronics, Hialeah,

FL), a FACSVantage SE option DiVa (BD Biosciences) or a MoFlo cell sorter (Cytomation,

Fort Collins, CO). Sort purity was >90% for culture assays and >95% for RNA experiments.

Results were analyzed using the FlowJo software (Tree Star Inc., Ashland, OR).

Methylcellulose colony assays

Lin- populations were obtained from WT and PU.1+/G BM cells, or PU.1+/G and PU.1G/G FL

cells. Colonies were obtained as follows: cells were plated in triplicate in 3.5cm plates with

1.1ml of the semi-solid methylcellulose medium M3434 (StemCell Technologies, Vancouver,
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BC) containing erythropoietin (Epo), stem cell factor (SCF), interleukin (IL)-3 and IL-6,

according to the manufacturer's recommendations, and cultured at 37°C. After 7 days, the

cultures were stained with a benzidine solution (2mg/ml benzidine, 0.5% glacial acetic acid,

0.5% H2O2). Large colonies containing only darkly-stained cells were counted as BFU-E

(erythroid burst-forming unit), colonies containing a mix of darkly-stained and unstained cells

were counted as mixed erythro-myeloid colonies. Pure unstained colonies were counted as

myeloid-only colonies (CFU-GM, CFU-M, CFU-G). In some cases, colonies were picked and

their cells stained with May-Grünwald-Giemsa to confirm their identity.

May-Grünwald-Giemsa staining

Cells were cytospun (~105 cells per slide) at 700 rpm for 5 min onto glass slides, and stained

with May-Grünwald followed by Giemsa, according to standard protocols.

RT-PCR

RNA was isolated from 1-3x105 cells using the RNeasy Kit (Qiagen SA, Valencia, CA), and

resuspended in 12µl H2O. 3µl RNA were used in the RT reactions (20µl). 1-2µl of cDNA

were used for the PCR. PCRs were performed as follows: 94°C for 5 min, followed by n

cycles of 94°C 1 min, 60°C 1 min and 72°C 1 min (n=26-35 depending on the gene). The

following primers were used.

Gene Forward primers (5' to 3') Reverse primers (5' to 3')

C/EBPα AAG GCC AAG AAG TCG GTG GA CAG TCC ACG GCT CAG CTG TT

C/EBPε ACC AGT CGA GGC AGC TAC AA CCC GAC ACC CTT GAT GAG

SCL ACC TCA CGG CAA GCT AAG TAA ACG CCG TTG AGC AGG ACT A
EKLF ACC ACC CTG GGA CAG TTT CT GAA GGG TCC TCC GAT TTC AG
GATA-1 GGG AGC TGA CTT TCC CAG T GTC TCC TCT GCC ACA AGG TC
GATA-2 CAA GGA TGG CGT CAA GTA CC ACA GTA ATG GCG GCA CAA G
GATA-3 GTC GGC CAG GCA  AGA  TGA CAG GGC TCT GCC TCT CTA AC
GM-CSFR GAG GTC ACA AGG TCA AGG TG GAT TGA CAG TGG CAG GCT TC
IL7R GGA GGA TCA CTC CTT CTG GT CCC ATC CTC CTT GAT TCT TG

β Actin GTG ACG AGG CCC AGA GCA AGA G AGG GGC CGG ACT CAT CGT ACT

c-fms CTGAGTCAGAAGCCCTTCGACAAAG CTTTGCCCAGACCAA AGGCTGTAGC
EBF AGC CCG TGG AGA TTG AGA G CGG ATG GCA TGA GGA GTT AT
GFP GTG GAT CGA TCT GAG AAC TT GCG GAT CTT GAA GTT CAC
PU.1 GGA TCT GAC CAA CCT GGA GC AGC ACC TCG CCG CTG AA
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Results

HSCs and pluripotent progenitor populations show distinct levels of PU.1 activity

PU.1 has been shown to be expressed at the mRNA level in hematopoietic stem cells (HSCs)

and their downstream, lineage-restricted progenitor populations 10,11,14. Using GFP as a

marker of PU.1 activity, we evaluated the proportion of HSCs, common myeloid progenitors

(CMPs), granulocyte-myeloid progenitors (GMPs), megakaryocyte-erythroid progenitors

(MEPs) and common lymphoid progenitors (CLPs) that express GFP, and its relative levels,

by analyzing heterozygote PU.1+/G bone marrow (BM) cells, using multi-parameter flow

cytometry. As shown in Figure 1, all of the progenitor populations analyzed contained

significant numbers of GFP+ cells. However, the levels of GFP varied among cell populations.

The majority of Lin-Sca-1+c-Kit+CD34- cells, corresponding to long-term reconstituting (LT)-

HSCs, expressed low to medium levels of GFP while a high percentage of Lin-Sca-1+c-

Kit+CD34+ short-term reconstituting (ST)-HSCs expressed markedly higher GFP levels (Fig.

1A). Strong GFP expression was also detected in both CMPs and CLPs (Fig. 1A,B), each of

which contained similar proportions of GFPhi and GFPmed cells. Interestingly, the more mature

GMPs and MEPs showed sharply divergent patterns of PU.1 activity. GMPs were almost

exclusively GFPhi, while MEPs expressed very low levels of the reporter. In the thymus, early

T lineage progenitors (ETPs) appeared to be the only population to contain GFPhi cells (Fig.

1C). Pre-T, all subsequent thymocyte populations and mature peripheral T lymphocytes

expressed no detectable GFP above background levels. These data indicate a highly dynamic

pattern of PU.1 gene activity as HSCs progress from the stem cells to committed progenitors.

Myeloid differentiation correlates with increasing PU.1 activity

High PU.1 expression has been shown to induce myeloid differentiation 1,15,16. We therefore

evaluated the capacity of immature PU.1+/G BM cells expressing high or low/negative levels

of GFP to differentiate along the myeloid lineage. Lin- GFP+ and GFP-/lo cells were first

examined at the morphological level and for their level of PU.1 expression (Fig. 2A). Both

populations were morphologically similar and appeared blastic. Further, GFP+ cells expressed

significant levels of PU.1 mRNA while GFP-/lo cells showed very low PU.1 and GFP mRNA

levels. Low GFP/PU.1 expression in the GFP-/lo population was unlikely to reflect

contamination from GFP+ cells, as it consistently appeared with cells sorted from the BM but

not the fetal liver (FL)(see Fig. 6). Together, these results confirm our previous data showing

the high fidelity of the GFP reporter to the transcriptional activity of the PU.1 locus 9.
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We then tested the colony-forming activity of Lin- GFP+ and GFP-/lo BM cells from

PU.1+/G mice (Fig. 2B). The majority of progenitors within the GFP+ population

predominantly gave rise to pure myeloid-lineage colonies (CFU-GM, CFU-G, and CFU-M).

In contrast, GFP-/lo cells produced a broader range of colonies, about half of which were

mixed colonies containing erythroid and myeloid cells. Surprisingly, GFP-/lo cells also gave

rise to many pure myeloid-lineage colonies. These colonies were different from those

generated from GFP+ cells in several respects. GFP-/lo colonies were large and diffuse, and

contained mostly immature myeloblasts expressing low surface levels of lineage markers,

while GFP+ colonies were small and contained terminally differentiated myeloid cells

(neutrophils and macrophages) expressing high levels of lineage markers (Fig. 2C). These

data indicate that differing PU.1 levels distinguish immature progenitors with high

proliferative potential from myeloid-committed cells which have a limited capacity to

proliferate.

Lastly, we investigated how PU.1 is regulated throughout myeloid differentiation.

Although PU.1 was strongly expressed at all stages of neutrophil differentiation, its activity

significantly increased with differentiation in the BM (Fig. 2D). Terminally differentiated

neutrophils and macrophages, in the BM and periphery, expressed very high levels of PU.1

activity. Among all hematopoietic cell types, these cells expressed the most GFP.

PU.1 is dynamically controlled during B cell development

B cell commitment has been shown to require low levels of PU.1 1, but it is unclear how PU.1

is expressed at later stages of differentiation. We therefore analyzed GFP/PU.1 levels in B cell

subpopulations corresponding to different stages of differentiation in the BM and periphery of

PU.1+/G mice. BM B cells, as distinguished by their unique combination of the surface

markers B220, CD43, CD19, AA4.1 and IgM, were divided into subpopulations of increasing

maturity (Fractions B to E). These fractions exhibited rising levels of PU.1 activity in direct

correlation with their maturity stage (Fig. 3A). Immature Fraction B/C cells expressed low

GFP levels, Fraction D cells expressed low to medium levels, and a large portion of Fraction

E cells expressed medium levels of GFP. Increasing GFP levels were also detected in the

transitional B cell populations of the spleen. The most immature T1 population exhibited

markedly lower GFP levels than the more mature T2 and T3 populations, with T2 cells

expressing the highest GFP among the transitional populations (Fig. 3B). Lastly, mature B

cells expressed the most PU.1 activity within the B cell lineage. Nevertheless, subtle

differences were detected within peripheral B cell subsets. Follicular B cells in the spleen,
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lymph nodes, peritoneal cavity (B2 cells), as well as circulating B cells of the BM (Fraction

F), consistently expressed lower GFP levels than marginal zone (MZ) B cells of the spleen

and B1 cells of the peritoneal cavity (Fig. 3). That MZ and B1 B cells expressed similar levels

of GFP supports the concept that these two lineages are related 17. Collectively, our data

demonstrate that PU.1 is increasingly expressed in maturing B cells and that B cell subsets

can be distinguished on the basis of their PU.1 activity. Interestingly, most B cell populations

also contained a significant GFP-/lo population; these cells, however, expressed similar levels

of PU.1 mRNA when compared with GFP+ cells (not shown), suggesting that PU.1 might

often be mono-allelically transcribed in B cells.

Dendritic cell subsets exhibit distinct levels of PU.1 activity

Dendritic cells (DCs) are a heterogeneous population of cells specialized in antigen

processing and presentation. Previous studies have found that both lymphoid and myeloid-

derived DC development are disrupted in PU.1-deficient mice 5 4. We analyzed PU.1 activity

in these DC subsets, as well as in the plasmacytoid DC (pDC) population. CD11c+CD11b+

myeloid DCs showed strikingly high levels of PU.1 activity in the BM and spleen, with GFP

levels comparable to those detected in BM neutrophils (Fig. 4A,C). Splenic CD11c+CD8α+

lymphoid DCs were also GFP+ albeit at lower levels than myeloid DCs (Fig. 4C); reporter

expression was much more subdued in thymic CD11c+CD8α+ DCs (Fig. 4B). Finally, pDCs,

as detected by the markers CD11c and 120G8 18, exhibited very low levels of GFP, both in

the BM and the spleen. Collectively, these data indicate that DC subsets express distinct

levels of PU.1, suggesting differential requirements for PU.1 in their differentiation and/or

function.

NK and NKT cells show no detectable PU.1 activity

Natural killer (NK) and natural killer T (NKT) cells are derived from CLPs and/or ETPs 11,19,

which show bimodal expression of the GFP reporter. We tested GFP expression in these

lymphoid-related cells. As shown in Fig. 5, both NK and NKT cells expressed background

levels of GFP in the BM, thymus and spleen. Thus, these populations are similar to T cells in

their PU.1-negativity.

Lineage commitment in the absence of PU.1

Homozygote, PU.1-null PU.1G/G animals die at birth 9, but their FL cells can also be divided

into GFP+ and GFP- populations (Fig. 6A). In contrast to BM cells (see Fig. 2), no residual
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PU.1 or GFP expression was detected in FL GFP- cells (Fig. 6B). To determine how loss of

PU.1, and differential activity of the PU.1 locus, affects the colony-forming activity of these

populations, we analyzed Lin- GFP+ and GFP- FL cells from 17.5 day post-coitum (dpc)

PU.1G/G and PU.1+/G fetuses (Fig. 6A). Strikingly, only the GFP+ population from both

genotypes contained cells with significant potential to become erythroid, myeloid or mixed

erythro-myeloid colonies, in agreement with our previous findings that erythroid progenitors

arise from GFP+ cells 9. Interestingly, the overall distribution of these FL-derived colony-

forming progenitors was strikingly different from that derived from adult BM cells, where

most multipotent progenitors were confined to the GFP-/lo population. In addition, PU.1+/G

cells gave rise to mature granulocytes while PU.1G/G cells were arrested at the promyelocyte

stage of differentiation (not shown), in agreement with the previously demonstrated

requirement for PU.1 in terminal myeloid differentiation 20,21. Thus, although GFP expression

is clearly associated with colony-forming potential, PU.1 does not appear to play a significant

role in directing or maintaining the identity of colony-forming progenitors.

We next analyzed the expression of a panel of genes implicated in the engagement

and/or differentiation of hematopoietic progenitors in Lin- GFP+ and GFP- FL cells freshly

isolated from PU.1G/G and PU.1+/G fetuses (Fig. 6B). Among the myeloid lineage genes, GM-

CSFR and the M-CSFR-encoding c-fms were strongly expressed in PU.1+/G but not PU.1G/G

GFP+ cells, in agreement with previous observations that these genes are expressed fairly late

in myeloid differentiation while myeloid development is blocked early in PU.1-null fetuses,

and that they are direct PU.1 target genes 22,23. Interestingly, c-fms was also weakly expressed

in PU.1+/G GFP- cells, suggesting possible promiscuous transcription of this gene in early

progenitors. Moreover, weak c-fms expression was still detected in PU.1G/G GFP- cells,

indicating that this early transcription is not critically dependent on PU.1. In contrast, C/EBPα

and C/EBPε were expressed only in the GFP+ fraction of both PU.1+/G and PU.1G/G cells. As

C/EBPα is considered an early marker of myeloid commitment and C/EBPε a marker of

granulocyte commitment, their restricted expression in GFP+ PU.1-deficient FL cells indicate

that at least some GFP+ progenitors have committed to the myeloid lineage, and that this

occurs independently of PU.1. Furthermore, our results also indicate that PU.1 does not

autoregulate its expression, as has been suggested 24, since both PU.1+/G and PU.1G/G erythro-

myeloid progenitors expressed comparable GFP levels.

Among B cell lineage genes, those linked to B cell commitment such as Pax5, IL-7R

and EBF were observed only in the GFP- population of PU.1+/G cells and undetectable in
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PU.1G/G cells (Fig. 6B). Together with our observations that immature B cells express low

levels of GFP, and that these genes are expressed in a similar manner in GFP- BM cells of

adult PU.1+/G mice (not shown), these data indicate that B cell commitment requires very low

levels of PU.1, while high PU.1 levels, or its absence, blocks commitment.

Strikingly, genes associated with the erythroid lineage (ie. EpoR, EKLF, SCL, GATA-

1) were expressed quite differently in PU.1+/G versus PU.1G/G populations (Fig. 6B). They

were strongly expressed in PU.1+/G GFP- cells, but were expressed equally well in both the

GFP- and GFP+ fractions of homozygote PU.1G/G cells. Similarly, GATA-2 and GATA-3,

associated with immature hematopoietic differentiation, were mainly expressed in the GFP-

fraction of PU.1+/G cells, but were prominent in the GFP+ fraction of PU.1G/G cells. These data

suggest a possible role for PU.1 in repressing these genes.
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Discussion

Our study of the GFP reporter in PU.1+/G mice provides the first comprehensive single cell

analysis of PU.1 activity in hematopoietic cells. We show that GFP is a faithful reporter of

PU.1 activity, and that the relative levels of GFP expression reflect PU.1 levels in most

contexts (with the possible exception of B cells). Notably, we find that GFP/PU.1 is

dynamically regulated in different lineages, increasing dramatically with differentiation in

myeloid cells, only moderately in B cells, and losing all detectable expression in T, NK and

NKT cells. Furthermore, our findings that PU.1 is constitutively expressed by mature myeloid

cells, peripheral B cells and some splenic DC subsets suggest that PU.1 is important not only

in early differentation events but may also play a role in mature hematopoietic cell function.

Our results underscore the distinct roles of PU.1 in the commitment and differentiation

of various hematopoietic lineages. We demonstrate that commitment to the myeloid lineage

does not require PU.1 but that differentiation does, as myeloid-dedicated colonies can arise

from heterozygote PU.1+/G GFP-/lo BM cells and homozygote (PU.1-null) PU.1G/G FL cells

(Fig. 6), but many more myeloid-committed progenitors are consistently detected in

PU.1/GFP-expressing PU.1+/G BM cells than the GFP-/lo fraction (Fig. 2). That PU.1 is

associated with, but not required for, myeloid commitment is also shown by the restricted

expression of C-EBPα and ε in PU.1G/G GFP+ FL cells. These data are in agreement with

previous reports that early myeloid progenitors are present in PU.1-null Fls 20,21. In striking

contrast, B cell commitment requires low levels of PU.1, and is blocked either in the presence

of high PU.1 levels, or no PU.1 at all.

Interestingly, colony-forming activity differs between BM and FL cells, indicating a

differential dependence on PU.1 between adult and fetal progenitors. While multipotent

progenitors are mostly GFP+ at the fetal stage, they no longer express high GFP levels in the

adult BM. These findings are consistent with previous evidence showing differences between

fetal and adult hematopoiesis. For instance, lymphoid-restricted CLPs are particular to the

BM, as FL progenitors always retain bipotent lymphoid-macrophage potential 25-28. FL HSCs

have also been shown to have more long-term repopulating power 29,30.

Does PU.1 activity signify a requirement for PU.1? This question has yet to be

investigated in great detail for a variety of progenitors. PU.1 is expressed in some HSCs,

CMPs and CLPs, suggesting a possible function in these early precursors. In this respect,

PU.1 plays a role in FL HSC self-renewal 31, similar to our findings in immature erythroid

progenitors 9.
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Finally, our analyses of pluripotent progenitors reveal an unexpected heterogeneity

among populations previously taken to be homogeneous. The observation that HSCs, CMPs,

CLPs and ETPs are heterogeneous for PU.1 activity strongly suggests that these cells can be

further subdivided and analyzed for their differentiation potential. In Figure 7, we display a

summary of PU.1 activity during hematopoietic development. Seen together, it is tempting to

speculate that committed populations already exist within multipotent progenitor populations.

High and low PU.1 levels in CMPs, for example, may indicate an early step in the

commitment towards a myeloid or erythro/megakaryocyte fate, respectively. As CMPs

contain many progenitors that generate pure-myeloid colonies in vitro 10, PU.1 expression

may identify these early myeloid-committed cells. Furthermore, our observation that

multipotent progenitors reside mostly in the Lin- GFP-/lo population suggests that CMP GFP-/lo

cells may be similarly enriched for these cells. Likewise, CLPs, precursors of B and T cells,

can be split into high and low GFP-expressing populations. Immature B cells express very

low levels of GFP, while ETPs express high levels of GFP, suggesting that some low GFP-

expressing CLPs might already be B cell committed while high GFP-expressing CLPs might

be T cell committed. Future experiments using the GFP reporter as a basis to purify

subpopulations of progenitors to assess their differentiation potential will be of great interest,

both to determine the importance of PU.1 for differentiation and for defining more

homogeneous progenitor populations.
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Figure Legends

Figure 1 – PU.1 activity in HSC and pluripotent progenitor populations.

GFP levels expressed by: A) BM Lin-cKit+Sca1+CD34- and CD34+ stem cell populations,

CMPs, GMPs, MEPs; B) BM CLPs; C) ETPs in the thymus, pre-T cells and more mature

thymocyte populations. Gates and arrows signify the successive populations that were

analyzed. Numbers indicate the percentage of gated cells in each histogram. White histograms

indicate PU.1+/G cells, grey histograms indicate WT cells. Plots are representative of 4

experiments.

Figure 2 – Myeloid differentiation is correlated with rising PU.1 activity.

A) Sorted populations of BM Lin- GFP+ and GFP-/lo progenitor cells show similar morphology

(May-Grunwald-Giemsa stainings) and fidelity of the GFP reporter, as shown by RT-PCR.

B) In vitro differentiation of purified BM Lin- GFP+ and GFP-/lo cells over 7 days using the

indicated cytokines. Ery, erythroid-pure colonies (BFU-E). Myel, myeloid-pure colonies

(CFU-GM, CFU-G, and CFU-M). Ery/myel, mixed erythro-myeloid colonies. GM-CSF

induces CFU-GM and CFU-M. M-CSF induces CFU-M.

C) Phenotype of myeloid-only colonies arising from GFP-/lo or GFP+ progenitors, after 7 days

of culture in IL-3, IL-6, SCF and EPO. Left panels show a binocular view (20x amplification)

of the size of typical colonies. Center panels show a May-Grunwald-Giemsa staining of

cytospun cells from a typical colony. Histograms show the Lineage staining of total colonies

from representative cultures (Lin: B220, CD3, Gr-1, F4/80, TER119, NK1.1).

D) Flow cytometry analysis of myeloid populations from BM and peritoneal cavity (PC).

Boxes in the contour plots signify the populations that were analyzed for GFP expression. The

GFP mean fluorescence intensity for each gated population is indicated in the histograms.

White histograms indicate PU.1+/G cells, grey histograms indicate WT cells. One

representative experiment out of four.
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Figure 3 – Dynamic changes in PU.1 activity during B cell development.

GFP expression in: A) BM pro-B cells (Fraction B/C, left panels), and immature and mature

B cells (Fractions D to F in ascending order, right panels); B) transitional splenic B cells (left

panels), follicular (Fo) and marginal zone (MZ) B cells; C) lymph node (LN, left panels) and

peritoneal cavity (PC, right panels) B lymphocytes. Boxes in the contour plots signify the

populations that were analyzed for GFP expression. White histograms indicate PU.1+/G cells,

grey histograms indicate WT cells. One representative experiment out of four.

Figure 4 – PU.1 activity is strikingly distinct in subpopulations of dendritic cells.

GFP expression in CD11c+ A) BM, B) thymic and C) splenic myeloid (CD11c+CD11b+) DCs,

lymphoid (CD11c+CD8α+) DCs and plasmacytoid (pDC, CD11c+120G8+) DCs. Boxes in the

contour plots signify the populations that were analyzed for GFP expression. White

histograms indicate PU.1+/G cells, grey histograms indicate WT cells. One representative

experiment out of three.

Figure 5 – Natural killer and NKT cells do not express detectable PU.1 activity.

GFP expression in NK (BM, spleen) and NKT (BM, spleen, thymus) cells. White histograms

indicate PU.1+/G cells, grey histograms indicate WT cells. One representative experiment out

of three.

Figure 6 – Lineage commitment in the absence of PU.1.

A) PU.1+/G or PU.1G/G Lin- FL (17.5 dpc) cells were sorted into GFP- or GFP+ populations

(left panels) and cultured with the indicated cytokines for 7 days (right panels). Erythroid,

myeloid and erythro-myeloid colonies were quantified, as described in Fig. 2.
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B) Similarly purified GFP- or GFP+ populations were analyzed by RT-PCR for their gene

expression. (+) or (-) RT indicates the presence or not of reverse transcriptase in the assay.

The arrows in the C/EBPα lanes indicate the specific band. One representative experiment out

of three.

Figure 7 – Summary of PU.1 activity during hematopoiesis.

GFP analyses in early and late progenitor populations, and mature cell types, show a dynamic

regulation of PU.1 activity during differentiation, revealing unexpected heterogeneity within

defined progenitor populations. EP, CD71hiTER119- BM cells; Mature erythroid, TER119+

cells.



124



125



126



127



128



129



130



131

3.2 Résultats additionnels concernant l'activité de PU.1 dans
le système hématopoiétique.

3.2.1 Caractérisation transcriptionelle des cellules Lin- dans les
hétérozygotes adultes.

J'ai décrit dans le manuscrit que les précurseurs Lin-GFP+ de la moelle osseuse sont

davantage engagés vers la voie myéloïde que leurs pendants GFP-/lo. L'analyse par RT-PCR

de l'expression de divers gènes caractéristiques des différents compartiments

hématopoïétiques vient corroborer cette conclusion (cf. figure R7). Les précurseurs Lin- GFP+

expriment en effet essentiellement des gènes myéloïdes (cfms, GM-CSFR, C/EBPα), alors

que la fraction GFP-/lo exprime à la fois des gènes érythroïdes (EpoR, GATA-1) et lymphoïdes

(IL-7R, GATA-3, Pax5), mais aussi les gènes myéloïdes (plus faiblement toutefois),

soulignant le fait que cette population de précurseurs GFP-/lo semble plus immature et possède

un potentiel de différenciation moins restreint que la fraction positive pour l'expression de la

GFP.

Figure R7: Caractérisation transcriptionelle des cellules Lin- GFP-/lo et GFP+

dans la moelle osseuse adulte.
Résultats de RT-PCR réalisés à partir d'ARNm extrait de 105 cellules Lin- (B220- Gr-1-

TER119- CD3- F4/80- NK1.1-) GFP- ou GFP+ de moelle osseuse de souris PU.1+/G. (+) et (-)
RT indiquent la présence ou l'absence d'enzyme lors de la réaction de réverse-transcription.
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3.2.2 Expression du rapporteur et de PU.1 dans les cellules B activées.

Les cellules B matures, dans la rate et les autres organes périphériques, expriment le

rapporteur de façon intense (moins toutefois que les cellules myéloïdes). J'ai voulu préciser si

l'activation des cellules B modifie l'activité du locus PU.1. En effet, il a été documenté que

PU.1, avec son homologue spi-B, est important pour la transduction du signal dérivé du BCR

("B cell receptor") (Garrett-Sinha et al., 1999). Pour cela, j'ai stimulé des splénocytes de

souris PU.1+/G pendant 48h avec du LPS (stimulation polyclonale via le récepteur TLR4 "toll-

like receptor 4") ou via leur BCR, à l'aide d'anticorps anti-IgM et CD40 (la stimulation IgM

seule n'est pas suffisante et induit l'apotose) (cf. figure R8A). Cette stimulation peut être

visualisée par l'augmentation de taille des cellules, ou par l'augmentation de l'expression du

marqueur CD86 (cf. figure R8A, graphiques de gauche). Ces données montrent que

l'expression de PU.1 ne varie quasiment pas suite à ces 2 types de stimulation. Le niveau

d'expression de la population GFPlo semble augmenter suite à la stimulation, néanmoins,

l'intensité du contrôle +/+ augmente parallèlement d'un même facteur, par conséquent cette

amplification apparente de la fluorescence GFP est dû à une autofluorescence accrue des

cellules stimulées. Cette observation indique donc que le niveau de PU.1 présent avant

stimulation est suffisant pour transmettre les signaux d'activation et que PU.1 n'est

certainement pas une cible de la signalisation d'activation, aspécifique (via TLR4) ou

spécifique (via le BCR).

De plus, une fraction des cellules B matures exprime un niveau faible du rapporteur,

bien que des niveaux normaux de PU.1 soient détectés (cf. figure R8B). J'ai testé si ce profil

d'expression est conservé pendant la vie d'une cellule B, notamment après une activation, ou

si l'expression du rapporteur fluctue. Pour cela, j'ai isolé des splénocytes B hétérozygotes,

selon leur expression du rapporteur (fraction GFP-/lo et GFP+), puis j'ai cultivé ces cellules

avec ou sans stimulation (LPS) pendant 2 jours. La figure R8C montre que l'expression du

rapporteur varie très peu, que ce soit pour les cellules qui n'ont pas été activées, ou suite à une

stimulation. Ceci indique qu'une fois acquise par une cellule B mature, l'expression de PU.1

ne varie plus. Cette caractéristique souligne encore le fait que PU.1 semble être requis tout au

long de la vie d'une cellule B mature.
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Figure R8: Evolution de l'expression du rapporteur lors de l'activation des
cellules B.
A: Le profil d'expression du rapporteur ne varie pas suite à une stimulation. 105 splénocytes
PU.1+/+ ou PU.1+/G ont été mis en culture avec ou sans stimulation pendant 48h. Les
panneaux de gauche montrent que la stimulation est très efficace. FS: Forward Scatter – ce
paramètre donne la taille relative des cellules; SS: Side Scatter – ce paramètre représente la
granulosité des cellules. CD86: marqueur d'activation des cellules B. Les histogrammes de
droite (aucun lien avec leur idéologie politique) représentent l'intensité du rapporteur dans les
populations considérées. Lorsque aucune stimulation n'est appliquée, les histogrammes
(courbe bleue) représentent la fraction B220+ des cellules vivantes totales après 48h de
culture. Les histogrammes des cultures PU.1+/+ correspondent au bruit de fond
autofluorescent des cellules. B: Expression  des transcrits PU.1 dans les fractions GFP-/lo et
GFP+ des splénocytes B PU.1+/G. Les graphiques présentent l'expression normalisée par
rapport à la β-actine des transcrits GFP (GFP / β-actine) et PU.1 (PU.1 / β-actine), dans les
fractions GFP-/lo et GFP+. C: Conservation du profil d'expression GFP-/lo ou GFP+ par les
cellules B. 105 splénocytes B (B220+)  GFP-/lo ou GFP+ ont été mis en culture avec ou sans
stimulation (LPS) pendant 48h. Les cellules GFP-/lo ou GFP+ gardent leur taux d'expression
du rapporteur après stimulation, tout comme les splénocytes B non stimulés.
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4ème partie. Collaborations.

4.1 Rôle du gène suppresseur de tumeur p53 dans
l'érythropoièse de stress.

Au cours de cette collaboration, j'ai transféré certaines de mes connaissances du système

hématopoïétique au Dr Gitali Ganguli, qui travaillait dans l'équipe du Dr Bohdan Wasylyk.

Plus précisément, j'ai aidé à étudier l'érythropoïèse dans les souris P53-/-, notamment en

utilisant le système de culture érythroïde que je venais de mettre en place pour l'étude des

mutants  PU.1. J'ai aussi contribué à analyser l'érythropoièse de stress dans ces souris, en

quantifiant les précurseurs érythroïdes et en analysant par cytométrie de flux le phénotype des

cellules érythroïdes produites en réponse à une anémie induite.

Outre la fonction bien connue de gène suppresseur de tumeur, P53 a aussi été impliqué

dans le dans le contrôle de la prolifération, la différenciation et l'apoptose des cellules

hématopoïétiques (Kastan et al., 1991; Lotem and Sachs, 1993; Prokocimer and Rotter, 1994).

Cette étude à permis d'identifier, dans les précurseurs érythroïdes, un antagonisme entre P53

et le récepteur des glucocorticoïdes (GR), qui avait été caractériser auparavant comme un

régulateur crucial de l'érythropoïèse de stress. En réponse à une stimulation du GR par la

dexamethasone, les PE P53-/- prolifèrent d'avantage par rapport aux contrôles. De plus, in

vivo, la réponse érythropoïétique de stress à une anémie (contrôlée par le GR notamment) est

accrue dans les souris déficientes pour P53, impliquant cet antagonisme dans un processus

physiologique.

Cette collaboration a débouché sur la publication de l'article "The p53 tumour

suppressor inhibits glucocorticoid-induced proliferation of erythroid progenitors".
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4.2 La déficience du récepteur nucléaire PPARγ influe sur l'homéostasie

hématopoïétique en altérant la formation osseuse.

Comme je l'ai mentionné dans l'introduction, l'environnement de la moelle osseuse influe

énormément sur l'hématopoïèse. Cette collaboration, avec le Dr Terrie-Anne Cock de l'équipe

du Pr Johan Auwerks, m'a permis de mettre en valeur cette notion. Les souris PPARhyp/hyp sont

déficientes pour PPARγ1 et PPARγ2  ("peroxisome proliferator-activated receptor") dans le

tissus adipeux blanc (Koutnikova et al., 2003). Du fait de cette déficience, ces souris

présentent une ostéogenèse accrue, conduisant à une ostéopétrose. J'ai contribué à analyser

l'hématopoïèse dans ces souris PPARhyp/hyp. J'ai ainsi pu corréler une déficience du potentiel

hématopoïétique de la moelle osseuse, avec une réduction de la cavité osseuse du fait de

l'ostéopétrose, cette déficience étant complémentée par une activité hématopoïétique accrue

dans la rate. De façon importante, des expériences de reconstitution du compartiment

hématopoïétique de souris irradiées ont démontré que ce défaut est non-intrinsèque aux

cellules hématopoïétiques, mais dépend du génotype de l'environement osseux de la moelle.

Ces résultats sont détaillés dans l'article "Enhanced bone formation in lipodystrophic

PPARγhyp/hyp mice relocates hematopoiesis to the spleen."
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PU.1 a été caractérisé comme un facteur crucial pour le développement lymphoïde et

myéloïde. Mes résultats étendent ce rôle au compartiment érythroïde. De plus, l'analyse de

l'activité du locus PU.1 montre que ce gène est exprimé de façon dynamique et hétérogène

dans beaucoup de compartiments du système hématopoïétique, depuis les cellules souches

jusqu'aux cellules matures. Par conséquent, ces nouvelles données, en corrélation avec

certains éléments de la littérature, placent PU.1 comme un facteur central dans le contrôle de

multiples processus hématopoïétiques. Certains points ayant déjà été discutés dans les parties

discussions des manuscrits de la partie résultat, je vais ici approfondir certaines de ces notions

ou souligner d'autres aspects liés à mes résultats.

1ère Partie. Quel mécanisme d'action pour PU.1
dans les précurseurs érythroïdes?

1.1 Une base physiologique de l'effet oncogénique de PU.1
dans les érythroleucémies de Friend.

La fonction de PU.1 dans les précurseurs érythroïdes que j'ai mise en évidence est

fortement corrélée à l'effet pathologique de PU.1 dans les érythroleucémies de Friend. Ainsi,

la surexpression de PU.1 dans les PE provoque un blocage de la différenciation, couplé à une

prolifération accrue. À l'opposé, l'absence de PU.1 (ou sa réduction comme dans les

hétérozygotes) est liée à une réduction de la capacité de prolifération des PE ainsi qu'à une

différenciation accentuée. Par conséquent, l'activation de PU.1 par le SFFV correspond à une

amplification de la fonction normale de PU.1 dans les précurseurs érythroïdes.

1.2 Un mécanisme commun dans les précurseurs érythroïdes
primaires et dans les cellules érythroleucémiques?
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La question qui découle de la conclusion précédente est de savoir si le mécanisme

moléculaire d'action mis en jeu par la protéine PU.1 surexprimée est le même que celui par

lequel PU.1 contrôle le potentiel d'autorenouvellement des PE normaux. En effet, plusieurs

hypothèses quant au mécanisme par lequel la surexpression de PU.1 induit ce blocage ont été

proposées (cf. Introduction partie 5.2.2). Néanmoins, le mode d'action et les cibles de PU.1

dans des PE où il est surexprimé peuvent être différents dans des PE normaux où il est

exprimé faiblement. Cette notion est illustrée par mes résultats concernant la proportion de

GATA-1 acétylé dans les PE PU.1-/- (cf. Résultats partie 2.2.1). En effet, l'inhibition de

l'activité acétyl-transférase de CBP/P300 par PU.1 a été documentée en utilisant des modèles

cellulaires, non érythroïdes de surcroît,  transfectés avec des vecteurs d'expression pour PU.1,

GATA-1 et CBP (Hong et al., 2002). Or, mes résultats n'indiquent pas d'accroissement

significatif du taux d'acétylation de GATA-1 dans les PE PU.1-/-. Il est probable que les

conclusions tirées à partir de ce modèle basé sur la surexpression de PU.1 puissent êtres non

pertinentes dans un cadre physiologique ou PU.1 est normalement exprimé très faiblement.

1.3 Interactions de PU.1 avec "l'érythroïsome".

Une caractéristique importante des facteurs de transcriptions qui interviennent dans la

régulation du développement érythroïde, est qu'ils peuvent interagir et former des complexes

multimériques (cf. Introduction partie 4.3.3). Ces complexes peuvent avoir des effets soit

activateurs soit répresseurs sur la transcription, conduisant à des effets positifs ou négatifs sur

la différenciation. PU.1 peut interagir avec Rb et GATA-1, qui sont des composants de cet

"érythroïsome" (cf. Introduction partie 5.2.2.1). Ainsi, il a été suggéré que PU.1 peut attirer au

niveau des gènes cibles de GATA-1 le facteur Rb qui est connu pour avoir une action de

répresseur de la transcription (Rekhtman et al., 2003). Cette hypothèse suppose donc une

coopération entre PU.1 et Rb pour inhiber certains gènes cibles de GATA-1. D'autre part,

l'expression de c-Kit, qui est critique pour la prolifération des PE, est diminuée, in vitro et in

vivo, par la présence d'un complexe comprenant LMO2, Ldb1, SCL, E2A ainsi que Rb, qui

potentialise fortement cette activité inhibitrice (Vitelli et al., 2000). En relation avec mes

données, j'observe dans les cultures de PE mutants une perte rapide de l'expression de c-Kit,

en liaison avec la perte de leur capacité à proliférer (au bout de 3-4 jours de culture). La
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corrélation entre mes observations et ce mécanisme supposerait une interaction négative entre

Rb et PU.1 pour le contrôle de l'expression de c-Kit, ce qui permettrait à PU.1 de favoriser la

prolifération en maintenant l'expression de c-Kit (cf. figure D1). Une approche

particulièrement intéressante sera de vérifier si, en absence de PU.1, les différents complexes

décrits sont conservés, organisés de manière similaires et possèdent des activités

transcriptionelles semblables.
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Figure D1: Modèle des interactions possibles de PU.1 avec les complexes de
facteurs de transcriptions présents dans les PE.
L'effet théorique des complexes,  en absence de PU.1, sur  la transcription de gènes
impliqués dans la prolifération (c-Kit) et la différenciation (β-globine) est représenté par les
(+) ou (-). A: Modèle dans lequel PU.1 s'associe aux complexes et modifie leur activité. Le
complexe 1, sans PU.1, a été décrit comme activant la transcription du gène β-globine. La
liaison de PU.1 à GATA-1 pourrait inverser cet effet. En absence de PU.1, le complexe 2 est
capable de réprimer la transcription de c-Kit. La possibilité de PU.1 d'interagir avec Rb
pourrait brider cette capacité. Le Complexe 3 pourrait se former grâce à la capacité de PU.1
de lier à la fois GATA-1 et Rb. En amenant Rb qui possède une capacité de répresseur de la
transcription, PU.1 préviendrait à la fois la capacité de ce complexe à induire la transcription
de la β-globine et la capacité d'inhiber la transcription de c-Kit (via Rb). B: Modèle ou PU.1
empêche la formation des complexes actifs en se liant à GATA-1 et/ou Rb. GATA-1 et Rb
n'étant plus connectés au cœur du complexe, celui-ci perdrait sa capacité à réguler la
transcription de ses gènes cibles.
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2ème Partie. PU.1 dans les précurseurs : un
facteur hautement versatile.

2.1 La régulation de la balance entre prolifération et
différenciation dans les précurseurs.

J'ai démontré que PU.1 joue un rôle crucial dans les PE, en déterminant leur capacité

de renouvellement, freinant parallèlement leur différenciation. Cette caractéristique souligne

l'aspect hautement versatile de PU.1 dans les différents lignages. En effet, PU.1 était

considéré comme un facteur induisant la différenciation myéloïde et lymphoïde. L'absence de

PU.1 bloque cette différenciation, et à l'opposé, l'expression forcée de PU.1 dans des

progéniteurs multipotents est capable de diriger la différenciation myéloïde ou lymphoïde B

(DeKoter and Singh, 2000; Nerlov and Graf, 1998). En outre, si PU.1 peut instruire la

différenciation myéloïde, il semble également agir en prévenant la prolifération des

précurseurs myéloïdes. Ainsi, j'ai pu identifier une différence de capacité de prolifération

entre les précurseurs myéloïdes GFP- (qui génèrent de grosses colonies et qui possèdent donc

un potentiel de prolifération important) et les précurseurs GFP+ qui ont perdu ce potentiel de

prolifération important (cf. Résultats partie 3). En accord avec mes observations, la réduction

importante (80%) de l'expression de PU.1 dans les précurseurs myéloïdes, induit une

accumulation de précurseurs myéloïdes peu différenciés, mais toujours capable de proliférer

(Rosenbauer et al., 2004). Ces précurseurs représentent un réservoir de cellules pré-

leucémiques, avec pour conséquence majeure le développement de leucémies myéloïdes

aiguës avec un temps de latence très court. PU.1 exerce donc des effets opposés dans les

précurseurs myéloïdes et les PE, vis-à-vis du contrôle de la balance

prolifération/différenciation.

Cette étude évoque une autre notion à propos de PU.1: l'importance du dosage de son

expression dans les différents précurseurs et progéniteurs. Au cours de la différenciation

érythroïde, j'ai illustré le fait que l'expression de PU.1 est régulée de manière très précise (cf.

Résultats partie 2). PU.1 est en effet significativement exprimé dans les progéniteurs

multipotents, puis dans les PE, son expression est réduite, et enfin, PU.1 est absent des

cellules érythroïdes différenciées (TER-119+). L'information importante étant que cette faible
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expression dans les PE est cruciale pour contrôler correctement la balance

prolifération/différenciation, de sorte que des changements, même minimes, du taux

d'expression de PU.1 (en plus ou en moins) conduisent à des altérations sévères. Mes

expériences de réexpression de PU.1 dans les PE PU.1-/- consolident ce concept. En effet, les

PE réexprimant une dose relativement faible de PU.1 sont sélectivement amplifiés alors que

ceux affichant une expression importante sont délétés. Cette notion d'importance du taux de

PU.1 a également été mise en évidence dans les autres lignages. Au niveau des progéniteurs

multipotents, une expression importante de PU.1 peut dicter une différenciation myéloïde,

alors qu'un niveau plus faible induit le développement de cellules B (DeKoter and Singh,

2000). Plus récemment, Dahl et al. ont suggéré que des doses différentes de PU.1 induisaient

des destins myéloïdes distincts. Plus précisément, une expression importante de PU.1 conduit

au développement de macrophages alors qu'une dose plus faible permet la génération de

neutrophiles (Dahl et al., 2003).

La différenciation lymphoïde T est également sensible au taux ainsi qu'à la

chronologie de l'expression de PU.1. L'absence de PU.1 altère en effet sévèrement la

différenciation T à un stade très précoce, préalable à l'engagement définitif dans la voie T

(stade ETP) (Colucci et al., 2001; Spain et al., 1999). Mais réciproquement, la surexpression

de PU.1 conduit aussi à un blocage de la différenciation T, toutefois à un stade postérieur

correspondant au moment de l'engagement définitif dans la voie T (stade DN3) (Anderson et

al., 2002). Les cellules bloquées sont redirigées vers la voie myéloïde et peuvent se

différencier normalement dans cette voie. La chronologie de la régulation de l'expression de

PU.1 dans la voie T est par conséquent cruciale au déroulement normal de la différenciation

T. Mes données sur l'expression du rapporteur étayent ce modèle puisque j'observe une

expression du rapporteur dans les ETP, alors que les stades suivants en sont dépourvus (cf.

Résultats partie 3). Remarquablement, la différenciation érythroïde et lymphoïde T partagent

des similitudes quant à l'expression de PU.1. Les stades précoces de ces deux voies

nécessitent une expression de PU.1 qui doit toutefois être abolie pour permettre le

déroulement ultérieur de la différenciation. En plus de ces fonctions dans les cellules

précurseurs, PU.1 a aussi été impliqué dans le contrôle de la prolifération des macrophages

(Celada et al., 1996).

Ces données érigent PU.1 comme un facteur central du contrôle de la balance

prolifération/différenciation dans l'ensemble du système hématopoïétique. En outre, elles

illustrent la versatilité de PU.1, qui exerce des fonctions opposées selon le lignage où il est

exprimé, son niveau d'expression, ainsi que le stade de maturation (cf. figure D2).
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Figure D2: Modèle décrivant les implications de PU.1 sur l'autorenouvellement
et la différenciation.
La différenciation est indiquée par les flèches noires. Les flèches noires épaisses indiquent
que la différenciation est accentuée par PU.1. La prolifération est indiquée par les flèches
courbes vertes. Si elles sont épaisses, c'est que ce processus est stimulé par PU.1. Le
dosage relatif de PU.1 est indiqué par les (+). Une action positive de PU.1 est représentée
par une flèche bleue, une action négative par une flèche rouge. PMP: progéniteur
multipotent; HSC: cellule souche hématopoïétique; CLP: progéniteur commun lymphoïde;
CMP: progéniteur commun myéloïde; ETP: précurseur thymique précoce; P: précurseur.



147

2.2 PU.1 et l'engagement ("commitment") dans la voie
myéloïde ou lymphoïde.

Le fait que PU.1 influe, via son taux d'expression, sur le destin des progéniteurs

multipotents ou des précurseurs déjà déterminés, soulève une autre question: PU.1 est-il

requis pour l'engagement définitif dans la voie myéloïde ou lymphoïde B? Mes données

suggèrent fortement que l'engagement dans la voie myéloïde ne requiert pas PU.1, alors que

par opposition, PU.1 est indispensable pour la génération de précurseurs engagés dans la voie

B ( exprimant des marqueurs spécifiques tels que EBF ou Pax5 - cf. Résultats partie 3).  Très

récemment, une étude a apporté des précisions sur le rôle de PU.1 au cours des événements

précoces de la différenciation B (Medina et al., 2004). Selon ces auteurs, PU.1 est essentiel à

des stades très précoces du développement lymphoïde, notamment pour induire, dans les

progéniteurs encore oligopotents, l'expression des récepteurs Flt3 et IL-7R ainsi que du

facteur EBF, qui sont cruciaux pour le déroulement du programme lymphoïde B. Une fois le

stade proB atteint, PU.1 est supposé avoir un rôle moins critique. Mes données sur

l'expression de PU.1 corrèlent bien avec cette hypothèse puisque j'observe une expression de

PU.1 assez intense dans les progéniteurs communs lymphoïdes (CLP), où PU.1 est censé

avoir un rôle important, alors que cette expression est très réduite dans les cellules proB

(fraction B/C) (cf. Résultats partie 3).

De même, mes données corroborent l'observation qu'une expression différentielle de

PU.1 dirige l'engagement soit dans la voie myéloïde, soit dans la voie lymphoïde B (DeKoter

and Singh, 2000). L'engagement myéloïde, visualisé par la progression du stade CMP vers le

stade GMP est effectivement accompagné d'un accroissement de l'expression de PU.1, alors

que l'engagement dans la voie B est caractérisé par une décroissance de cette expression.

Ainsi, même si PU.1 est indispensable pour générer des précurseurs engagés dans la voie B,

l'engagement dans cette voie s'accompagne d'une expression très faible de PU.1. Par

opposition, l'engagement myéloïde, même s'il ne requiert pas PU.1, est corrélé avec une

induction de son expression. A l'instar des effets versatiles dans le contrôle de l'auto-

renouvellement et de la différenciation, PU.1 est impliqué de façon dissemblable dans

l'engagement vers la voie myéloïde ou lymphoïde.
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L'ensemble de ces informations tend à penser, maintenant que nombre des cibles de

PU.1 sont connues, que la prochaine étape dans la compréhension des mécanismes régulés par

ce facteur nécessitera d'explorer plus en détail les régulateurs de PU.1. Quels sont les

évènements, les facteurs qui vont provoquer l'induction plutôt que la répression (ou

inversement) de l'expression de PU.1 dans un progéniteur multipotent? Comment un niveau

précis d'expression de PU.1 permettant le déroulement d'un programme de différenciation

spécifique est-il atteint et maintenu? Ces questions devraient permettre de mieux décoder le

fonctionnement de ce facteur et par extension du système hématopoïétique.
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3ème Partie. Un rôle pour PU.1 dans les cellules souches
hématopoïétiques?

En 1997, le groupe de T. Enver a documenté l'expression de nombreux gènes

caractéristiques de l'engagement dans une voie particulière de différenciation, dans les

cellules souches et les progéniteurs multipotents hématopoïétiques (Hu et al., 1997). L'un de

ces gènes était PU.1. Ce phénomène a été défini comme une expression de pré-engagement

("multilineage promiscuous expression"). Ainsi, même si PU.1 semble exprimé dans les

stades très précoces de la différenciation hématopoïétique, aucune fonction n'a été reliée à

cette expression. De façon intéressante, mes résultats montrent que les populations enrichies

en LT-HSC ou en ST-HSC (cf. Introduction partie 2.2) expriment des proportions et des

niveaux distinct de PU.1 (cf. Résultats partie 3). Ceci suggère que PU.1 pourrait avoir une

fonction spécifique dans ces cellules souches, autre qu'une simple présence de pré-

engagement.

Dans les mutants PU.1G/G, la différenciation érythroïde est intensifiée ce qui requiert la

mobilisation de progéniteurs plus immatures (CFC-ery/mix) et conséquemment du

compartiment souche  pour soutenir ce processus. A ce titre, plusieurs caractéristiques

phénotypiques des souris mutantes pour PU.1 sont intrigantes. Tout d'abord, j'ai observé que

la génération des progéniteurs immatures de type CFC-ery/mix (progéniteurs correspondant

aux BFU-E + CFU-GEMM) est sévèrement altérée au cours du développement dans les

mutants PU.1G/G (cf. Résultats partie 2). Aux stades précoces de l'hématopoïèse dans le foie

fœtal (E11-E12,5), le nombre de ces progéniteurs est supérieur chez les mutants, mais ce

réservoir n'est pas amplifié au cours du développement comme chez les embryons contrôles,

aboutissant à un nombre dramatiquement faible de ces progéniteurs lors des stades tardifs. De

plus, nos mutants homozygotes meurent durant le premier jour après la naissance, même en

conditions SPF ("specific pathogen free", donc a priori pas suite à une septicémie favorisée

par l'absence de cellules immunitaires). Les mutants de Scott et al. meurent encore plus tôt

(vers E17) et 1/3 environ présentent de façon inattendue une anémie. De surcroît, les études

basées sur les précédentes mutations de PU.1 ont documenté que les cellules ES ou les

progéniteurs du foie fœtal déficients pour PU.1 ne sont capables de reconstituer que

transitoirement le compartiment érythroïde (cf. Introduction partie 5.4.1.3). Ainsi, la moelle

osseuse des souris chimériques adultes ne possède plus aucune contribution hématopoïétique
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originaire de cellules PU.1-/- et les souris irradiées reconstituées avec des cellules de foie fœtal

mutantes ne survivent que 2 semaines de plus que des souris non reconstituées. Ce

phénomène a été interprété comme un désavantage compétitif des cellules souches PU.1-/- à

s'installer dans la moelle osseuse, par rapport aux cellules contrôles.

Très récemment, le groupe de C. Klug a suggéré que PU.1 est nécessaire pour la

maintenance du réservoir de cellules souches dans le foie fœtal (Kim et al., 2004), renforçant

l'idée que l'expression de PU.1 que j'observe dans ce compartiment est liée à une fonction

réelle. Ce postulat d'un rôle dans la préservation du potentiel souche hématopoïétique pour

PU.1 expliquerait les déficiences citées plus haut. La réserve en cellules souches des mutants

PU.1 s'épuiserait rapidement du fait de la déficience intrinsèque dans les HSC combiné à une

mobilisation accrue de ces cellules souches en réponse à la différenciation accélérée du

compartiment érythroïde. Ainsi, le compartiment des progéniteurs érythroïdes immatures

(CFC-mix/ery) ne pourrait pas être efficacement soutenu dans les souris PU.1G/G.

Similairement, la mortalité précoce des mutants, l'anémie de certains embryons mutants de

Scott et al., ainsi que le faible potentiel de reconstitution à long terme du compartiment

érythroïde par les cellules PU.1-/- serait la conséquence directe de l'assèchement du réservoir

de cellules souches hématopoïétiques.
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4ème Partie. PU.1 dans les cellules matures.

4.1 Expression différentielle de PU.1 dans les divers types de
cellules dendritiques.

Comme mentionné dans l'introduction, l'origine et le développement des cellules

dendritiques sont très mal connus (cf. Introduction partie 3.3). Remarquablement, les cellules

dendritiques plasmacytoïdes (pDC) présentent, à l'opposé des cellules dendritiques CD8+ et

CD11b+, une expression faible du rapporteur (cf. Résultats partie 3). Il est notamment

intéressant de faire un parallèle avec le niveau d'expression similaire détecté dans les cellules

proB. En effet, des études ont documenté que ces pDC possèdent des caractéristiques propres

de cellules proB, notamment le fait qu'elles présentent des réarrangements du locus de la

chaîne lourde d'immunoglobuline (Corcoran et al., 2003, Shigematsu, 2004 #1092). Il faut

noter que les pDC peuvent être obtenus à partir de précurseurs myéloïdes, soulignant le fait

que les cellules proB ne constituent pas un précurseur pour ces pDC. Mes données renforcent

donc l'hypothèse d'une similitude importante entre les programmes génétiques proB et pDC.

Sachant qu'un haut niveau d'expression de PU.1 gouverne l'engagement dans la voie myéloïde

aux dépends de la voie lymphoïde, il peut être intéressant de déterminer si la surexpression de

PU.1 peut bloquer le développement des pDC et favoriser au contraire la génération des autres

types dendritiques, qui expriment des niveaux importants de PU.1.

4.2 Relation entre l'expression de PU.1, les cellules B de la
zone marginale et les cellules B1.

Parmi les divers types de cellules B matures, deux se distinguent vis-à-vis de

l'expression du rapporteur. Les cellules B de la zone marginale (MZ) ainsi que les cellules B1

expriment des niveaux légèrement supérieurs par rapport aux autres types de cellules B

matures (cellules folliculaires de la rate ou des ganglions, cellules B2 de la cavité péritonéale

et cellules B recirculantes de la moelle osseuse). Cette expression typique suggère une

implication différente de PU.1 dans ces cellules, éventuellement au niveau de leur génération.
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L'origine et la formation sélective de ces deux types de cellules B ne sont pas clairement

établies. Cependant, de nombreuses études tendent à montrer que la spécificité du BCR

exprimé par une cellule B naïve dirige sa ségrégation vers les compartiments B1 ou MZ plutôt

que vers le type folliculaire (ou B2) (Arnold et al., 1994; Chen et al., 1997; Lam and

Rajewsky, 1999; Martin et al., 1997; Martin and Kearney, 2000; Watanabe et al., 1999). Ceci

implique qu'un signal issu du BCR puisse gouverner le destin folliculaire, MZ ou B1 d'un

précurseur B.

PU.1 joue effectivement un rôle important dans les cellules B matures (Garrett-Sinha

et al., 1999; Hu et al., 2001). Un de ces rôles est justement de participer à la transduction du

signal émanant des immunoglobulines de surface (BCR pour "B cell receptor"). Il serait par

conséquent intéressant d'examiner de façon plus approfondie la relation entre l'expression de

PU.1 dans ces cellules B particulières et la signalisation dérivée de leur BCR, par exemple en

utilisant des souris transgéniques pour le BCR, qui génèrent préférentiellement des cellules B

MZ ou B1.
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5ème Partie. Conclusion: PU.1 un facteur
exceptionnel chez les vertébrés?

PU.1 possède donc des fonctions particulièrement versatiles. D'autres facteurs peuvent

également présenter des activités variées dans l'hématopoïèse. Ainsi, SCL/Tal1 participe à

l'autorenouvellement des progéniteurs multipotents (Krosl et al., 1998; Lecuyer et al., 2002;

Mikkola et al., 2003), mais, dans le compartiment érythroïde, il contribue à accentuer la

différenciation, aux dépens de la prolifération (Elwood et al., 1998; Hoang et al., 1996). Un

autre exemple est P53, également impliqué dans nombres de processus antagonistes comme

l'autorenouvellement, l'apoptose et l'induction de la différenciation (Kastan et al., 1991;

Lotem and Sachs, 1993; Prokocimer and Rotter, 1994). De la même façon, Notch (dont la

partie intracellulaire est un facteur de transcription) régule de multiples aspects

hématopoïétiques (cf. (Ohishi et al., 2003) pour revue). Une caractéristique commune à

beaucoup de ces facteurs qui possèdent des fonctions versatiles dans l'hématopoïèse (dont

ceux que je viens de citer) est qu'ils ne sont justement pas restreints au système

hématopoïétique, mais exercent leurs effets multiples dans divers autres systèmes biologiques.

Par opposition, les facteurs dont l'expression est spécifique du système hématopoïétique sont

souvent reliés à une fonction précise. Ainsi GATA-1 est impliqué dans la différenciation

érythroïde, son homologue GATA-3 dans la différenciation lymphoïde T, spi-B qui est le plus

proche homologue de PU.1 est impliqué uniquement dans la différenciation B, tout comme

Pax5 (cf. Introduction). PU.1 se singularise par rapport à ces facteurs par le fait qu'il est

spécifique du système hématopoïétique, qu'il est exprimé dans une large proportion de celui-

ci et qu'il exerce des fonctions variées voir opposées selon le compartiment où il est exprimé.

Un autre facteur présente des caractéristiques similaires: Ikaros. Exprimé dans

l'ensemble des cellules hématopoïétiques (mais toutefois restreint au système

hématopoïétique), ce facteur peut également réguler divers aspects comme la différenciation

lymphoïde B et T, mais aussi contrôler la génération de cellules granulocytaires et érythroïdes

(Dumortier et al., 2003; Kirstetter et al., 2002; Wang et al., 1996). De plus Ikaros a été associé

à une activité d'activateur et de répresseur de la transcription (cf. (Georgopoulos, 2002) pour

revue). PU.1 et Ikaros occupent donc une place centrale dans le contrôle de l'hématopoïèse, et

considérant cela, il n'est pas étonnant que leur expression mutuelle ne semble pas dépendre

l'un de l'autre (Scott et al., 1997; Wang et al., 1996).
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Le concept d'un aiguillage de la différenciation basé sur le dosage d'un facteur de

transcription a été mis en évidence chez la drosophile. Le modèle initial a été la spécification

de l'axe antéropostérieur de l'embryon de drosophile. Cette spécification est déterminée par un

gradient initial des facteurs Bicoïd et Nanos dans l'oocyte qui à leur tour vont permettre

l'établissement d'un gradient des facteurs Caudal et Hunchback le long de l'axe de l'embryon

précoce (cf. (Huynh and St Johnston, 2004; Riechmann and Ephrussi, 2001) pour revue).

C'est l'activité graduelle de ces facteurs qui sera responsable de la détermination des différents

segments qui défissent l'axe antéropostérieur. Cependant, excepté pour PU.1, un effet dose

dépendante pour d'autres facteurs de transcriptions n'a pas été mis en valeur jusqu'à présent

chez les vertébrés. Dans ces organismes, il est couramment considéré que ce sont des facteurs

extérieurs (ou morphogènes) qui selon leur concentration vont dicter des destins différents au

cours du développement (Tabata and Takei, 2004; Wolpert, 1989). Par conséquent, cette

notion fondamentale d'une régulation discrète de la différenciation hématopoïétique, par

opposition à un contrôle basé sur la présence ou l'absence d'un facteur couplé à un effet

unique, institue PU.1 comme un facteur unique chez les vertébrés.
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Rôles versatiles du facteur de transcription PU.1 dans
l'hématopoïèse murine.

Le facteur de transcription PU.1 a été initialement identifié sous le nom de spi-1, un oncogène impliqué dans les

érythroleucémies murines induites par le virus de friend, en tant que site d'insertion majeur pour ce virus. Par la

suite, PU.1 a été caractérisé comme un régulateur positif crucial du développement myéloïde et lymphoïde, mais

sans fonction au cours de l'érythropoïèse. Nous avons généré une lignée de souris porteuse d'une mutation nulle

ciblant le premier exon du locus PU.1, en y insérant le gène rapporteur GFP. L'étude de cette lignée de souris

déficiente pour PU.1 a permis d'étendre le rôle de PU.1 dans les précurseurs érythroïdes, où sa fonction est

fortement corrélée à l'effet pathologique de PU.1 dans les érythroleucémies de Friend. Ainsi, l'absence de PU.1

(ou sa réduction comme dans les hétérozygotes) est liée à une réduction de la capacité de prolifération des PE

ainsi qu'à une différenciation accentuée. L'analyse de l'activité du locus PU.1 in vivo, à l'aide du gène rapporteur

a révélé que l'expression de PU.1 est régulée de façon hautement dynamique et s'étend dans quasiment

l'ensemble du système hématopoïétique. Ces données suggèrent de nouvelles implications pour PU.1 aussi bien

dans le compartiment des progéniteurs que dans certaines cellules matures. La synthèse de ces données érige

PU.1 comme un facteur central contrôlant de multiples aspects de l'hématopoïèse, en exerçant  des effets

antagonistes selon le lignage et son taux d'expression.

Highly versatile functions of PU.1 in hematopoiesis.

PU.1 transcription factor, first known as spi-1 an oncogene involved in the Friend virus-induced

erythroleukemia, has been characterized as a crucial positive regulator of myeloid and lymphoid differentiation,

but as not important for erythropoiesis. We have generated a PU.1 deficient mouse line in which the PU.1 locus

has been targeted with the GFP reporter transgene. The analysis of the PU.1 null mice revealed a new crucial

function for PU.1 in erythroid precursors, highly correlated with its pathological involvement in friend

erythroleukemia. Absence (or reduction as shown by the heterozygous phenotype) of PU.1 in erythroid

progenitors alters their self-renewal capacity and increases their tendency to differentiate. PU.1 locus activity,

visualized with the GFP reporter, underlined a highly dynamic expression in nearly all the hematopoietic system.

These data imply PU.1 in various compartments of the hematopoietic system, suggesting new functions. All

together, theses results set PU.1 as a central regulator of hematopoiesis, exerting antagonistic activities

depending on the lineage and the dosage of its expression.
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