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Résumé

L’érythropoiese est le processus permettant la production de globules rouges matures
partir de cellules souches hématopoiétiques. Ce programme de différenciation est en granae
partie sous le contr6le du facteur de transcription GATA-1 qui active la transcription des
genes €rythroides et de la protéine anti-apoptotique Bcl-x,. Au cours de 1’apoptose, la
caspase-3 clive GATA-1 induisant la diminution d’expression de Bcl-x, . Il a ét€ montré que
I’activation transitoire de la caspase-3 est indispensable pour la différenciation €érythroide
terminale, mais GATA-1 n’est pas clivé. Dans ce travail, nous montrons qu’a la différence du
proccessus apoptotique induit par la privation en Epo, au cours de la différenciation
érythroide, GATA-1 est protégé du clivage de la caspase-3 par la protéine chaperonne Hsp70.
Au moment de I’activation de la capase-3, Hsp70 s’accumule dans le noyau des érythroblastes
et protege GATA-1, permettant ainsi I’expression de Bcl-x, . Par contre, lors de la privation en
Epo, Hsp70 est exportée du noyau et GATA-1 est clivé par la caspase-3 ce qui induit
I’apoptose. D’autre part, la surexpression de GATA-1 induit un blocage de la maturation
donc, I’expression de GATA-1 doit étre finement régulée pour permettre une différenciation
érythroide normale. Nous avons montré qu Hsp27 s’accumule dans le noyau des
érythroblastes en cours de différenciation sous 1’action de la phosphorylation de la MAPK
p38. Hsp27 nucléaire interagit avec la forme acétylée de GATA-1 et induit son
ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome. Ces résultats montrent un nouveau role
d’Hsp70 et Hsp27 au cours de la différenciation érythroide terminale en intervenant dans des
mécanismes de régulation fine de ’expression de GATA-1.

Nous avons déterminé les mécanismes par lesquels Hsp70 est accumulé dans le noyau
des érythroblastes au cours de la différenciation érythroide terminale. L’érythropoiese est
régulée positivement par deux facteurs indispensables a la prolifération et la survie des
progéniteurs éythroides, le SCF pour les phases précoces jusqu'au stade d’érythroblaste
basophile et I’Epo a partir des CFU-E jusqu'au stade d’érythroblastes. Avant la diminution
d’expression de c-Kit, le récepteur au SCF, au stade d’érythroblastes basophiles, Hsp70 est
principalement cytoplasmique. En effet, le SCF induit 1’export nucléaire d’Hsp70 par la
phosphorylation induite par AKT sur la sérine 400 résultant en une faible quantité d’Hsp70
nucléaire. Au stade de la diminution d’expression de c-Kit, I’export nucléaire induit par le
SCF est diminué. D’autre part, ’Epo, en activant Lyn, induit la rétention nucléaire d’Hsp70.
Nous décrivons donc un nouveau mécanisme du retard de la différenciation érythroide par c-
Kit puisque sa diminution est nécessaire pour que GATA-1 soit protégé du clivage de la
caspase-3 par Hsp70 nucléaire. De plus, nous suggérons un nouveau mécanisme de Lyn dans
la survie et la différenciation des érythroblastes sous Epo.

Nous avons testé notre modele au cours de syndromes myélodysplasiques (SMD) de
bas grade, caractérisés par une anémie associée a un exces d’activation des caspases et de
I’apoptose ainsi qu’un retard de différenciation des progéniteurs érythroides. Nous avons
démontré qu’un défaut de localisation nucléaire d’Hsp70 est en partie responsable du
phénotype observé puisque I’expression d’Hsp70 nucléaire restaure en partie le phénotype des
progéniteurs érythroides de patients atteints de SMD. Ces résultats concordent avec notre
modele physiologique. De plus, il est envisageable que c-Kit pourrait étre une nouvelle cible
thérapeutique pour les patients atteints de SMD.

Mots clé : Hsp70, Hsp27, GATA-1, érythropoiese, SMD.



Abstract

Erythropoiesis is a process leading to red cells production. This differentiation
program is mainly under control of the transcription factor GATA-I that controls the
expression of erythroid genes and the anti-apoptotic protein Bcl-x,. During apoptosis, GATA-
1 is cleaved by activated caspase-3, leading to decreased Bcl-x; expression. During terminal
erythroid differentiation, transient caspase-3 activation is required but GATA-1 remains
uncleaved. In this study we demonstrated that during differentiation but not during apoptosis,
the chaperone protein Hsp70 protects GATA-1 from caspase 3-mediated proteolysis. At the
onset of caspase activation, Hsp70 translocates into nucleus and protects GATA-1, allowing
Bcl-x,. In contrast, EPO starvation induces the nuclear export of Hsp70 and the cleavage of
GATA-1 leading to apoptosis. On the other hand, GATA-1 overexpression induces a blocage
of maturation, then GATA-1 expression must be tighly regulated for proper erythroid
differentiation. Here, we showed that Hsp27 is accumulated into nucleus of differentiating
erythroblasts through p38 MAPPK phosphorylation. Nuclear Hsp27 interacts with acetylated
GATA-1 to favor it’s ubiquitinylation and proteasomal degradation. Those results show a new
role for Hsp70 and Hsp27 along terminal erythroid differentiation through the fine tuning of
GATA-1 expression.

Further, we determined the mechanisms of nuclear accumulation during terminal
erythroid differentiation. Erythropoiesis is positively regulated by two factors necessary for
proliferation and survival of erythroid progenitors, SCF from early stage until the stage of
basophilic erythroblast and Epo since CFU-E until erythroblast. Before c-Kit (SCF receptor)
down-modulation at basophilic stage, Hsp70 is mainly localized into cytoplasm. Indeed, SCF
induced Hsp70 nuclear export via S400 Hsp70 AKT phosphorylation resulting in a weak
nuclear Hsp70. At the onset of c-Kit down-modulation, SCF induced Hsp70 nuclear export
was decreased. On the other hand, Epo activated Lyn induced Hsp70 nuclear accumulation.
Then, we described here a new mechanism of c-Kit erythroid blocage since it’s down
modulation is necessary for caspase-3 GATA-1 protection by Hsp70. Moreover, we
highlighted a new survival and differentiating role for Lyn kinase under Epo.

We tested if our model could be applicated to low grade myelodysplastic syndrome
(MDS), characterized by anemia, associated with excessive caspase activation leading to
apoptosis and delayed expression of the glycophorin A marker of erythroid progenitors. Here,
we demonstrated that a defect in nuclear localization of Hsp70 is partially responsible for the
observed phenotype since expression of nuclear Hsp70 partially rescues phenotype observed
in differentiating cells of MDS patients. These results confirm our physiologic model.
Moreover, c-Kit could be a new therapeutic target in MDS.

Key words : Hsp70, Hsp27, GATA-1, erythropoiesis, SMD.
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[miroduetion

1 L’érvthropoiese

L’érythropoiese est le processus de formation des érythrocytes a partir de cellules
souches hématopoiétiques. Lors du développement chez les mammiferes, 1’érythropoiese se
déroule successivement dans le sac embryonnaire, dans le foie feetal et chez ’homme adulte,
elle a lieu uniquement dans la moelle osseuse. Ce processus est finement régulé par 1’effet
combiné du microenvironnement et des facteurs de croissance qui permettent la survie, la
prolifération et/ou la différenciation des progéniteurs érythroides. L’érythropoiese débute par
I’engagement des cellules multipotentes (colony-forming unit-granulocyte erythroid
macrophage mixed ou CFU-GEMM) vers des progéniteurs érythroides (figure 2) qui ont la
capacité de former en 15 jours de culture en méthylcellulose des colonies d’érythroblastes in
vitro, appelées burst forming unit-erythroid (BFU-E) (figure 1). Les progéniteurs capables de
donner des BFU-Es sont les cellules hématopoiétiques les plus immatures déja engagées dans
la lignée érythroide. Ces cellules représentent 0.03% des cellules hématopoiétiques de la
moelle osseuse et seulement 40% des BFU-Es cyclent '. Elles sont dépendantes du stem cell
factor (SCF) * et d’autres facteurs de croissance hématopoiétiques pour leur prolifération et
leur différenciation. Le précurseur érythroide suivant est désigné colony forming unit-
erythroid (CFU-E) et donne apres 7 jours de culture en méthylcellulose de petites colonies
empaquetées * (figure 1). Les CFU-Es représentent 0.3% des cellules hématopoiétiques de la
moelle osseuse et la plupart d’entre elles sont en cycle'. Les CFU-Es sont hautement

dépendants de I’érythropoiétine (Epo) *.

CFU-E

Figure 1 Photos de CFU-E et BFU-E
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Figure 2 schéma de I'hématopoiése

La cellule souche hématopoiétique donne naissance aux progéniteurs des lignées myéloides et
lymphoides: progéniteurs pluripotents CFU-GEMM (colony-forming unit granulocyte-
erythroid-macrophage-megacaryocyte) et progéniteurs lymphoides. Progéniteurs déterminés
des différentes lignées myéloides: BFU-E (burst-forming unit-erythroid) CFU-E (colony-
Jforming unit-erythroid) CFU- MK (colony-forming unit-megakaryocyte) CFU-GM (colony-
Jorming unit-granulocyte-macrophage) CFU-M (colony- forming unit-macrophage) CFU-G
(colony-forming unit-granulocyte) CFU-Eo (colony-forming unit-eosinophil) CFU-Bas
(colony-forming unit-basophil). Les progéniteurs donnent naissance aux précurseurs qui se
différencient en cellules matures.
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Les progéniteurs CFU-Es vont se différencier en cellules morphologiquement
identifiables de la lignée érythroblastique, les proérythroblastes, qui se différencient
successivement en érythroblastes basophiles, polychromatophiles et acidophiles. Du stade
proérythroblastes au stade érythroblastes basophiles, les précurseurs proliférent et se
différencient, on considére que ce sont des érythroblastes immatures. A partir du stade
polychromatophile, les érythroblastes continuent leur différenciation et sont dits matures. Les
précurseurs €rythroides expriment des antigenes de différenciation comme la glycophorine A
(GPA), le récepteur a la transférine CD71 ou le CD36 (figure 3). Les érythroblastes subissent
des transformations morphologiques comprenant une réduction progressive du volume
cellulaire, une diminution du volume du noyau et une condensation tres importante de la
chromatine, acidification du cytoplasme et augmentation de la concentration en hémoglobine

avant 1’énucléation °

. L’énucléation de 1’érythroblaste acidophile donne naissance au
réticulocyte qui mature finalement en globule rouge migrant dans la circulation sanguine
(figures 2 et 3). Les érythrocytes matures sont des disques biconcaves uniformes dépourvus
d’organelles internes et contenant principalement de I’hémoglobine. La fonction de
I’érythrocyte est I’apport en oxygene, les modifications morphologiques complexes durant la
phase terminale de 1’érythropoiese en font une cellule tres efficace. Une fois que I’érythrocyte
a passé un long séjour dans la circulation sanguine, ils commencent a exprimer les
phosphatidylsérines a leur surface. Cette molécule est reconnue par les macrophages réticulo-
endothéliaux qui dégradent les érythrocytes agés et recyclent la plupart des composants du
globule rouge °.

Dans un premier temps, ’engagement des progéniteurs multipotents vers la lignée
érythroide dépend et/ou est sans doute initié par 1’activation d’une succession de facteurs de
transcription tels que basic-loop-helix factor TAL-1 (ou SCL), LMO?2 (Lim-domain partner of
TALI), GATA-2, GATA-1, FOG (Friend of GATA), RB (retinoblastoma protein), EKLF
(erythroid Kriippel-like factor ) et NF-E2 (p45NF-E2 ) ’ (figure 3). Des interactions protéines-
protéines entre facteurs de transcription plus spécifiques de la lignée érythroide tels que
GATA-1 ® et FOG-1 ° sont aussi impliqués. Ensuite, des facteurs de croissances tels que I’Epo,
le SCF ou encore IGF-1 (insulin-like growth factor-1) sont essentiels a la croissance des

érythroblastes ’ (figure 3).
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A. Stades de la différenciation érythroide

®-0-@

Cellule souche . Erythroblaste  Erythroblaste Erythroblaste
hématopoiétique BRUE CFU-B Rrocryfroblaste basophile  polychromatophile acidophile

B. Facteurs de transcription nécessaires pour la différenciation érythroide

< TAL1 »
< LMO2 >
< GATA-2 >
< GATA-1 >
<4—— FOG —»
< RB >
< EKLF >

4—— NFE2 —MMM»

C. Récepteurs pour les facteurs de croissance érythroides

Réticulocyte  Erythrocyte

<— CKIT —— p
< REpo >
4————— RIGF-l —p
D. Protéines de la différenciation érythroide
< (CD34 >
< CD36
< GPA |
< CD71 >
< Globines »
< Bel-X. >

Figure 3 Différentes protéines exprimées au cours de I’érythropoiese

(A) Taille relative et apparence morphologique des cellules érythroides aux différents stades
de la différenciation érythroide. (B) Facteurs de transcription érythroides : TAL1, LMO2,
facteurs a doigt de zinc qui lient la séquence GATA (GATA-1, GATA-2), FOG, RB, EKLF,
NF-E2. (C) Récepteurs pour les facteurs de croissance érythroides : stem cell factor-
receptor/c-Kit, récepteur a 1’érythropoiétine (REpo) et récepteur a 1’insulin-like growth factor-
1 (R-IGF-1). (D) Protéines impliquées dans la structure et la fonction des cellules
érythroides : glycophorine A (GPA), récepteur a la transférine (CD71), B cell lymphoma-X,
(Bcl-X,). (E) marqueurs de surface exprimés ; Cluster designation 34 (CD34) et Cluster
designation 36 (CD36), Pour chaque facteur de transcription, récepteur de facteur de
croissance, protéines et marqueurs de surface, le degré d’expression peut varier pendant la

période d’expression. (Adapté de la revue Koury et al., Current Opinion in Hematology,
2002).
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2 Roles de GATA-1 au cours de I’érythropoiése

GATA-1 précédemment connu sous le nom de Eryf-1, NF-E1, NF-1 et GF-1 a été
originellement identifié pour sa liaison spécifique au promoteur de la B-globine humaine " et
aussi comme facteur de liaison a I’ADN spécifique des érythrocytes qui se fixe a une
séquence régulatrice du géne de la globine du poulet '

GATA-1 joue un réle primordial au cours de 1’érythropoiese normale. Les cellules
érythroides de souris déficientes pour GATA-1 subissent un arrét de maturation au stade
proérythroblaste '*. La différenciation in vitro de cellules souches embryonnaires déficientes
pour GATA-1 (G1E) confirment I’arrét de I’érythropoiese primitive et définitive au stade
proérythroblaste " et montre que les précurseurs arrétés dans leur différenciation meurent par
apoptose '*. La mutation de GATA-1""induit une létalité embryonnaire causée par une anémie
sévere °. Des embryons KO pour GATA-1 (GATA-1.05), exprimant seulement 5% du niveau
d’expression de GATA-1 WT, montrent aussi un arrét d’érythropoiése primitive et meurent '°.
D’autres souris KO pour GATA-1 (GATA-1 faible), exprimant seulement 20% du niveau
d’expression de GATA-1 WT, montrent un phénotype plus léger. Bien que la plupart des
souris GATA-1 faible meurent d’une différenciation érythroide inefficace, quelques-unes
naissent et survivent jusqu’a I’Age adulte . L analyse de ces différents modeles de souris
montre une relation directe entre le niveau d’expression de GATA-1 et la sévérité du
phénotype.

Sur la base de ces observations que les érythroblastes GATA-1™ meurent par
apoptose, Il a été suggéré que GATA-1 soit directement impliqué dans la survie cellulaire. En
effet GATA-1 permet 1’expression du récepteur 2 I’Epo '®. De plus, un autre géne cible de

GATA-1 est B cell lymphoma-X, (Bcl-X, ), un géne codant pour une protéine anti-apoptotique
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2.1 Structure de GATA-1

La famille des facteurs de transcriptions GATA est constituée de 6 membres, de
GATA-1 a GATA-6, capables de lier la séquence consensus 5° A/T GATA A/G . Ces
protéines contiennent 2 motifs a doigts de zinc (Cys-X,-Cys-X,,-Cys-X,-Cys) spécifiques de
la famille GATA. Le doigt de zinc en C-terminal est essentiel pour la fonction de GATA-1
puisqu’il est responsable de la reconnaissance de la séquence consensus GATA et donc de la
liaison a I’ADN au niveau des geénes cibles *'**. GATA-1 posséde également un doigt de zinc

en N-terminal qui contribue a la stabilisation et a la liaison spécifique a ’ADN *'**, GATA-1
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murin et humain utilisent deux sites d’initiation de traduction, cependant la Met84 interne est
moins utilisée **. La version courte de GATA-1 (GATA-1s de 34 kDa) est dépourvue de
domaine de transactivation en N-terminal et perd donc de sa capacité d’activateur de
transcription. Chez la souris, 1’expression de la forme courte de GATA-1 permet la
mégacaryopoiese, la formation de plaquettes et I’érythropoiése ****. Cependant, il semble que
les effets de GATA-1s soient différents chez I’homme. En effet, au sein d’une famille, une
mutation de GATA-I menant a I’expression de la forme de GATA-1s a été identifiée comme la
cause d’une anémie sévere, avec une production normale de mégacaryocytes et plaquettes
fonctionnellement et morphologiquement anormaux, chez les hommes hémizygotes ***". 1l
semble donc que I’expression de la forme longue de GATA-1 soit essentielle pour une

érythropoiese et mégacaryopoicese normales.

Figure 4 Structure en trois dimensions (3D) de GATA-1.

Représentation 3D de GATA-1 de poulet 1ié a I’ADN. La chaine latérale des quatre résidus
cystéines (jaune) qui lient I’atome de zinc, un résidu cible de la phosphorylation (S310,
mauve) et deux résidus critiques de 1’acétylation (K314 et K315, noir et bleu) sont montrés.
Les résidus de ’ADN (5’-TTTATCTG-3’ et 5’-CAGATAAA-3") sont notés et colorés.
D’apres Ferreira mol and cell Biol 2005. (D’apres Ferreira et al, Molecular and Cellular
Bioloy, 2005).

2.2 Interactions protéine-protéine

La fonction primaire de GATA-1 est de réguler la transcription de génes majeurs pour
le développement de cellules hématopoiétiques. GATA-1 joue ce role via la reconnaissance de

son site de liaison consensus a I’ADN mais aussi via des interactions avec des cofacteurs. Il a
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été montré que GATA-1 interagit avec lui-méme, cMyb, EKLF, Fli-1, FOG, HDACS, LMO2,
PU.1, RUNX1, CREB-binding protein/P300, Skil et Sp1 .
Il semble que I’interaction entre GATA-1 et FOG soit essentielle pour I’érythropoiese

nul

puisque les souris invalidées pour FOG (FOG ™) montrent une 1étalité embryonnaire liée a
une anémie sévere >, La liaison de FOG a GATA-1 laisse le doigt de zinc N-terminal libre et
permet donc 2 GATA-1 d’interagir simultanément avec FOG et I’ADN *°,

Le produit du gene spi-1 est PU.1, un membre de la famille des facteurs de transcription ETS
qui interagit aussi avec GATA-1 *. PU.1 est nécessaire pour le développement du lignage
lymphoide et granulo-monocytaire. L’ interaction entre GATA-1 et PU.1 est antagoniste. En
effet, GATA-1 bloque I’activité de PU.1 et réprime donc la différenciation myéloide dans les
cellules se développant vers la voie érythroide. A I’inverse, la répression de GATA-1 par PU.1
empéche la différenciation érythroide. Dans le modele animal de souris transgénique spi-
1/PU.1, I’érythroleucémie développée est un procédé d’oncogénése 2 plusieurs étapes **. En
effet, la surexpression de spi-1/PU.1 entraine un arrét de différenciation au stade
proérythroblaste induisant 1’anémie qui peut étre traitée par transfusion. Dans un second
temps, des cellules malignes indépendantes de facteurs de croissance émergent et induisent la
phase leucémique. Cet événement oncogénique est associé a une mutation gain de fonction du
gene c-Kit, conférant une activité kinase constitutive du récepteur et la prolifération liée a
I’activation des voies phosphatidylinositol 3-kinase (PI13-K) et extracellular signal signal-
regulated kinase (Erk1/2). Cependant ce modele de leucémogénese a deux étapes n’a pas été

retrouvé dans 1’érythroleucémie humaine *.

2.3  Genes cibles de GATA-1

Les enzymes de la_synthése de I’héme

L’hémoglobine, présente en grande quantité dans les érythrocytes, est la protéine
responsable du transport de 1’oxygene et du dioxyde de carbone dans le corps. L’hémoglobine
est une protéine trétramérique composée de 2 chaines de globine a et de 2 chaines de globine
p. Chaque chaine de globine porte un groupe d’héme, une molécule en forme d’anneau
contenant un atome de fer central pouvant lier I’oxygene de maniere réversible. L heéme est
synthétisée a partir de la glycine et la succinyl coenzyme A via une série d’étapes impliquant

huit enzymes. Plusieurs génes codant pour les enzymes impliquées dans la biosynthese de

I’héme sont des cibles de GATA-1 3!,
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Globines

GATA-1 a été identifié dans un premier temps pour son interaction avec le promoteur
du gene de la globine B puis il a été montré qu’il lie plusieurs régions régulatrices des loci des
globines « et p '"*"'°. Malgré I’absence de GATA-1 dans les souris GATA-1 ™, les
érythroblastes sont toujours capables de produire de I’hémoglobine suggérant ainsi que
GATA-1 ne joue pas un rdle critique dans la transcription des génes de la globine . Une
possibilité est que GATA-1 soit remplacé par GATA-2 qui est régulé positivement dans les
souris GATA-1 ™',

L’érvthropoiétine et le récepteur a l‘érythropoiétine

Il a été montré que GATA-1 est impliqué dans la régulation positive de la transcription
du géne du REpo *. Par la suite, il a été démontré que GATA-1 est exprimé avant le REpo
mais que son expression est augmentée par le signal médié par le REpo permettant ainsi une
amplification de la transcription de GATA-1 '® (figure 3). Il semble donc que le REpo ne soit
pas le déterminant primaire de la différenciation érythroide, a la différence de GATA-1. De
maniére surprenante, le REpo est transcrit normalement dans les érythroblastes GATA-1™",
suggérant fortement un role de GATA-2 dans I’expression du REpo dans les précurseurs
érythroides précoces .

Si GATA-1 régule positivement le REpo, GATA-1 régule négativement 1’expression de 1’Epo.
En effet, GATA-1 se lie au site GATA présent dans le promoteur de ce geéne, induisant la

diminution significative du niveau d’expression de I’ARNm de 1’Epo ****.

Bel-X,
Bcl-X, appartient a la famille des protéines Bcl-2 qui agissent comme régulateurs
importants de la mort cellulaire. Bcl-X; est une protéine anti-apoptotique, elle empéche la
dépolarisation de la mitochondrie. Outre son role anti-apoptotique, Bcl-X, intervient dans la
différenciation érythroide, elle est impliquée dans la régulation de la synthése de I’héme ™.
L’expression de Bcl-X; augmente dans la phase tardive de la différenciation
érythroide (figure 3) et semble étre dépendante de la présence d’Epo. GATA-1 joue un role
important dans la régulation positive de I’expression du gene de Bel-X, Il a été montré dans
des cellules souches embryonnaires que GATA-1 induit fortement Bcl-X; permettant un role
anti-apoptotique majeur de GATA-1 au cours de I’érythropoiese . Les souris invalidées pour
Bcl-X, meurent de défauts dans le cerveau et d’anémie sévere et I’invalidation de Bcl-X, *
dans le lignage hématopoiétique induit une anémie hémolytique sévere’’. Bien que ces deux

modeles permettent une production de BFU-E et CFU-E normale, I’apoptose et un défaut de

maturation entrainent I’anémie. Ceci suggere que GATA-1, en coopération avec 1I’Epo,
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empéche 1’apoptose des érythroblastes en cours de différenciation, en permettant 1’expression

de protéines anti-apoptotiques telle que Bcl-X; .

GATA-2
GATA-2 est un régulateur majeur de 1’hématopoiese précoce et il est crucial que son

expression soit régulée négativement pour la différenciation. Le premier indice montrant que
GATA-1 est impliqué dans la régulation du gene GATA-2 est basé sur 1’observation que
GATA-2 est régulé positivement en 1’absence de GATA-1 . De plus, il a été montré que
I’expression de GATA-2 est régulée négativement par GATA-1 ***'. En I’absence de GATA-1,
GATA-2 se fixe sur une région en amont de son promoteur, recrute CBP a ce locus, ce qui
permet ’acétylation et 1’activation de la transcription de GATA-2. GATA-1 induit la
diminution d’expression de GATA-2 en se fixant sur cette région en amont du promoteur de

GATA-2, empéchant ainsi GATA-2 et CBP de s’y lier .

Genes du cycle

Des mutations de GATA-1 sont associées a la prolifération de précurseurs
hématopoiétiques et 1’apparition de leucémie, suggérant un role de GATA-1 dans le contrdle
du cycle *. En effet, GATA-1 intervient dans la régulation de la progression du cycle en G1/S.
Ainsi, GATA-1 inhibe I’expression de cyclin-dependant kinase (Cdk) 6, de la cycline D2 et
induit 1’expression d’inhibiteurs de Cdk tels que p18™**“ ou p27**'. GATA-1 permet donc la

différenciation érythroide mais aussi I’arrét du cycle nécessaire a la différenciation terminale

31

24 Expression de GATA-1

Le géne GATA-I contient deux promoteurs distincts identifiés originellement comme
spécifiques du testicule et des cellules érythroides. Les deux promoteurs contiennent des sites
GATA nécessaires pour la bonne activité du promoteur, suggérant qu’il existe une boucle de
controle positif dans la régulation de GATA-1 *'.

GATA-1 est fortement exprimé dans les cellules hématopoiétiques, notamment les
cellules érythroides **, les mastocytes *, les mégacaryocytes **, les éosinophiles ** mais aussi

a un bas niveau dans les cellules de Sertoli du testicule de jeunes souris ***,
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2.5 Régulation de P’activité de GATA-1 par modifications post-

traductionnelles

L’activité de GATA-1 in vivo est finement régulée. L’absence de GATA-1 conduit a un arrét

12,13,14,15,16 A l’inVerse
. )

de maturation et a [’apoptose des progéniteurs érythroides
I’augmentation de son activité peut mener a un phénotype tel que la létalité embryonnaire *.
L’activité de la protéine est régulée notamment par modifications post-traductionnelles de

GATA-1 telles que I’acétylation, la phosphorylation et la sumoylation.

Acétylation
GATA-1 peut étre acétylé in vivo et in vitro par Uacétyltransférase P300 ¥ et la CREB binding

protein (CBP) **. GATA-1 murin est acétylé sur deux motifs riches en lysines localisés en C-
terminal de chaque doigt de zinc (figures 4 et 5). L’interaction entre GATA-1 et P300/CBP et
par conséquent, 1’acétylation du facteur de transcription, stimule son activité
transcriptionnelle *. Des mutants d’acétylation de GATA-1 ont une capacité de liaison 2 la
chromatine diminuée . L’acétylation de GATA-1 semble nécessaire pour la différenciation
in vitro de la lignée cellulaire GIE GATA-1™" puisque des mutants des sites d’acétylation de

GATA-1 alterent la différenciation érythroide *.

Phosphorylation

GATA-1 est phosphorylé constitutivement sur six résidus sérines situ€s en N-terminal (26, 49,
72,142, 178, 187) et un septiecme situé pres du domaine de liaison a I’ADN (310) (figure 5)
aprés ’induction de la différenciation érythroide *'. Ceci suggére un rdle possible de la
phosphorylation dans la liaison a I’ADN ou dans I’activité transcriptionnelle de la protéine.
Une étude montre que la substitution des sérines en alanines, qui mime une
déphosphorylation, ne révele aucune conséquence, ni sur la liaison a I’ADN, ni sur 1’activité
transcriptionnelle de GATA-1 ' **. D’autres études montrent le contraire. En effet, la
phosphorylation de GATA-1 dans les K562 augmente sa liaison a I’ADN *. II a été¢ démontré
que la signalisation de mitogen activated protein kinase (MAPK) via ERK induit la
phosphorylation de GATA-1 en réponse a I’EGF dans la lignée COS **. Une autre étude a
montré que la phosphorylation de GATA-1 sur la sérine 26 par les MAPK prodigue a GATA-1
son activité anti-apoptotique en régulant positivement 1’expression de Bcl-X; *°. D’autre part,
il semble que la stimulation du REpo induise la phosphorylation de GATA-1 sur la sérine 310
par la voie PI3-K/AKT. La phosphorylation de la S310 augmente 1’activité transcriptionnelle
de GATA-1 et semble importante pour la maturation dépendante d’Epo des progéniteurs

érythroides de foie foetal *°.
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SUMOylation
La sumoylation est une modification réversible qui peut tre associée a une répression de la

transcription *’. Le site consensus de sumoylation (I/L/V)KXE est la K137 sur GATA-1
murin (figure 5). Ce motif peut &étre modifié par sumoylation par 1’action de la ligase SUMO

PIASy *. La signification fonctionnelle de cette modification est encore inconnue.

Sl37 A245-252 A308—316

P26 p4 p72 P42 pl78p187
] 1 11

GATAT nk,— I@

‘ 200-315 413

CODH

Figure 5 Représentation schématique de la protéine GATA-1.

Le domaine hautement conservé comprenant le doigt de zinc est représenté en noir, les
régions entre les cystéines chélateur de zinc sont grisées. Le domaine d’activation N-terminal
(aa de 1 a 83) et les sites d’acétylation (A), de phosphorylation (P) ou de sumoylation (S) sont
indiqués par des nombres commengant a la premiere méthionine de la protéine. (D’apres
Ferreira et al, Molecular and Cellular Bioloy, 2005).

2.6 Dégradation de GATA-1 par le protéasome

Le protéasome est impliquée dans la dégradation des facteurs de transcription actifs.
Ceci limite la demi-vie du facteur au promoteur et donc aussi le niveau de transcription.

L’activité mais aussi le niveau d’expression de GATA-1 doivent étre régulés pour une
différenciation érythroide normale *. Il est probable que la toxicité d’un niveau de GATA-1
élevé soit liée A son activité transcriptionnelle sur les génes du cycle cellulaire *'. De plus,
comme GATA-1 auto-régule son propre promoteur, 1’activité de GATA-1 doit étre finement
régulée afin d’éviter une accumulation continuelle de GATA-1 dans les cellules *'.

Il a été montré que la forme acétylée et ubiquitinée de GATA-1 est dégradée par le
protéasome. Comme 1’acétylation entraine 1’activation de GATA-1, mais aussi entraine son
ubiquitinylation, I’activation et la dégradation de GATA-1 sont intimement li€es. De plus,
I’acétylation seule n’est pas suffisante pour la dégradation de GATA-1, la phosphorylation de
la protéine est essentielle pour que la dégradation survienne. Les deux modifications sont
donc nécessaires et la forme active acétylée de GATA-1 peut rester fixée au promoteur

jusqu’a sa dégradation induite par phosphorylation médiée par les MAPK .

23



2.7 Les mutations de GATA-1 et les maladies humaines

Un nombre de mutations de GATA-1 sont liées a des maladies humaines et dans la
plupart des cas, des mutations qui modifient les interactions moléculaires de GATA-1 ont été
identifiées. Cinq mutations non-sens dans le doigt de zinc N-terminal ont été retrouvées dans
des cas de thrombocytopénie, anémie et thalassémie. Une de ces mutations (R216Q) empéche
la capacité de liaison du doigt de zinc N-terminal a I’ADN résultant en une thrombocytopénie
liée a I'X avec thalassémie (XLTT) ®'. Deux mutations, V205M et G208S, rendent la protéine
GATA-1 mutée dans le doigt de zinc N-terminal incapable d’interagir avec FOG ** induisant
I’anémie et la thrombocytopénie. Une autre mutation dans le doigt de zinc N-terminal (D218)
résulte en un désordre similaire mais sans affecter la liaison de GATA-1 avec FOG ou ’ADN

(figure 6).
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Figure 6 Mutations dans le domaine N-terminal de GATA-1 causant des maladies chez
I’homme.

L’atome de zinc est représenté par la sphere orange. Les cystéines chélateur de zinc sont
indiquées en jaune. Les résidus impliqués dans la liaison de GATA-1 avec Fog-1 sont
représentés en vert. Les résidus mutés retrouvés chez les patients sont indiqués ; les mutations
V205M, G208S, D218G et D218Y interféerent avec la liaison de FOG-1, la mutation R216Q
interfere avec la liaison a I’ADN (rouge). D’apres Ferreira mol and cell Biol 2005. (D’apres
Ferreira et al, Molecular and Cellular Bioloy, 2005).

Des mutations ont été observées dans d’autres régions de GATA-1. Chez les patients
atteints du syndrome de Down, qui présentent un risque €élevé de développer une leucémie
aigué mégacaryoblastique, des mutations de GATA-1 induisent un codon stop prématuré dans

la séquence codant le domaine de transactivation. Ces mutations restreignent la traduction a

démarrer au M84 produisant ainsi uniquement la forme de GATA-1 courte qui a perdu le
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domaine de transactivation en N-terminal. La capacité de liaison a I’ADN et ’interaction avec
FOG-1 sont maintenues, mais 1’activité transcriptionnelle de GATA-1 est diminuée *. Le
nombre relativement faible de maladies liées a une mutation de GATA-1 est probablement
une indication que la plupart des mutations de la protéine sont létales, ce qui prouve le role

central de GATA-1 dans le développement érythroide.
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3 Roles des facteurs de croissance au cours de I’érvthropoiese

Le systeme hématopoiétique assure la production continue de cellules afin de
renouveler les éléments sanguins matures qui répondent a la demande en oxygene
physiologique. La production des érythrocytes représente le plus haut rendement du systéme
hématopoiétique, avec un taux de production estimé a 2x10" érythrocytes par jour et ceci,
grice a un index de prolifération élevé au cours de 1’érythropoi¢se terminale .

L’homéostasie des cellules érythroides est contrdlée par des signaux positifs et négatifs
qui régulent la survie, I’expansion et la maturation des progéniteurs et des précurseurs
érythroides. Des facteurs intracellulaires et extracellulaires tels que respectivement les
facteurs de transcription et les cytokines jouent un rdle clé dans la régulation de
I’érythropoiese.

La régulation de 1’érythropoi¢se passe par 1’action conjuguée de différentes cytokines
telles que la thrombopoiétine (TPO), I’interleukine-3 (IL-3), I’interleukine-6 (IL-6),
I’interleukine-8 (IL-8), I’interleukine-9 (IL-9), I’interleukine-11 (IL-11) et le granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) . Cependant, aucun de ces facteurs n’est
critique pour le développement érythroide in vivo. Par contre, le facteur de croissance SCF
favorise la survie et la prolifération des progéniteurs pluripotents et des BFU-Es. A partir du
stade CFU-E, la survie et la prolifération des progéniteurs et des précurseurs érythroides sont
principalement sous le controle de 1’Epo. Dans ce travail, nous nous intéressons

principalement a I’effet du SCF et de I’Epo sur I’érythropoiese (figure 3).

3.1 Le Stem Cell factor (SCF) et son récepteur c-Kit

Le SCF, aussi connu sous le nom de Kit ligand, facteur de croissance des mastocytes
ou steel factor, est une cytokine hématopoiétique qui se lie a son récepteur c-Kit. Celui-ci est
exprimé dans les progéniteurs hématopoiétiques et son expression est diminuée au cours de la
maturation, sauf pour les mastocytes ***. Dans des souris mutantes White spotting et Steel qui
sont respectivement mutées pour le géne c-Kit et SCF, les mutations dans les loci du récepteur
ou de son ligand entrainent une anémie fatale, des défauts de la cellule souche et un déficit en
mastocytes. L’interaction c-Kit/SCF joue donc un role essentiel dans le développement des
progéniteurs érythroides puisque les mutants homozygotes meurent d’'une anémie sévere au

cours du développement embryonnaire ou aprés la naissance .
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Le SCF et le récepteur c-Kit

Le SCF est une cytokine fabriquée par les cellules stromales de la moelle osseuse *.
La concentration de SCF dans le sérum humain normal est en moyenne de 3,3 ng/ml ®. Le
niveau de SCF dans la circulation n’est pas inversement 1i€ a I’hématocrite 57 Actuellement, il
n'y a aucun argument démontrant 1’existence d’une régulation de la production de SCF en
fonction de I'hypoxie tissulaire ou a l'inverse en fonction de 1'hyperproduction de globules
rouges. Son expression semble constitutive et il est probable que le taux de SCF disponible
soit dépendant du taux de consommation de SCF par c-Kit et donc aussi du niveau
d’expression de c-Kit a la surface des précurseurs érythroides.

Il existe deux isoformes distinctes de SCF qui résultent du splicing de ’ARNm *. Le
SCF existe donc sous une forme soluble et une forme trans-membranaire qui semble
prédominer pour la régulation de 1'érythropoiese puisque les souris n'exprimant que la forme
soluble sont anémiques *,*%. Des études in vitro montrent que la forme trans-membranaire
peut-étre un régulateur important de I’activation de c-Kit et permet d’augmenter le temps de
demi-vie du récepteur alors que la forme soluble entraine 1’internalisation rapide et la
dégradation de c-Kit ”°.

La signalisation de c-Kit est majeure pour I’érythropoic¢se, la lymphopoiese, le
développement et la fonction des mastocytes, la mégacaryopoiese, la gamétogenese et la
mélanogénése '. Les cellules souches, dans ’embryon et chez 1’adulte, ont la possibilité
unique de choisir entre renouvellement et différenciation pour que les cellules matures
nécessaires a la fonction des organes soient générées et remplacées sans diminuer le pool de
cellules souches de départ. L’origine du terme « stem cell factor » fait référence a son role
initial dans la survie, le renouvellement et la différenciation des cellules souches. Le récepteur

273 et son

c-Kit est exprimé sur la majorité des progéniteurs hématopoiétiques CD34+
expression est élevée au cours des stades BFU-E ,CFU-E de la différenciation érythroide
7757276 1 expression de c-Kit augmente jusqu’au stade CFU-E et persiste jusqu’au stade
d’érythroblaste basophile puis diminue et disparait a la surface des érythroblastes
polychromatophiles et orthochromatophiles "’ (figure 3).

En activant c-Kit, le SCF induit des signaux de survie et de prolifération pour les
progéniteurs €érythroides. En ralentissant la différenciation des érythroblastes les plus matures,
il permet une expansion des progéniteurs les plus immatures ayant les potentiels prolifératifs

7

les plus importants ", Cet effet permet le renouvellement des progéniteurs érythroides

précoces et des précurseurs avant qu’ils ne perdent la capacité de se diviser. Le SCF agit en
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synergie avec d'autres facteurs pour la prolifération, notamment avec I'lL-3, I'IL-1, 1'[L-6 et
I’Epo ™. Outre son effet positif sur la prolifération, le SCF permet la survie des érythroblastes
en présence d’Epo ou lors de I’activation de la voie Fas. Au stade CFU-E, le r6le principal du
SCF est d’empécher 1’apoptose et permettre la prolifération, en synergie avec I’Epo. En effet,
il a été montré que c-Kit interagit avec le REpo ¥. De plus, il a été montré que le SCF
empéche 1’apoptose induite par Fas des progéniteurs érythroides *'. Le SCF empéche
I’activation des caspases-3 et 8 induites par Fas sans diminuer 1’expression de Fas dans les
progéniteurs érythroides GPA+ c-Kit+ et ce d’'une maniere Lck/Yes-related novel tyrosine
kinase (Lyn) dépendante *.

Plus de 30 mutations gain de fonction de c-Kit ont été identifiées et sont associées a
des tumeurs malignes humaines ¥. Les mutations activatrices D816V ou D816Y et D816F
dans le domaine kinase de c-Kit sont associées a une mastocytose humaine et leucémie aigue
myéloide (LAM). La mutation D816V a aussi été retrouvée dans les cellules mononuclées du
sang périphérique de patients atteints de mastocytose avec un syndrome myélodysplasique
(SMD) associé et dans la plupart des mastocytoses systémiques *. La plupart des mutations
activatrices dans la région juxtamembranaire de c-Kit (V560G) est associée a une tumeur
gastro-intestinale (GIST pour gastrointestinal stromal tumor) ¥. Actuellement, un inhibiteur
de tyrosine kinase le STI-571 ou Gleevec est utilisé pour traiter les patients atteints de GIST
et quelques patients LAM c-Kit positifs. Malheureusement des mutations de c-Kit associées a

une mastocytose sont résistantes au STI-571.
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Voies de signalisations induites par c-Kit

Le SCF agit sur son récepteur c-kit, un membre de la famille des récepteurs a tyrosine
kinase de type III. c-Kit est une glycoprotéine de 145 kDa appelée aussi CD117 *. La
structure du récepteur inclut un domaine extracellulaire avec 5 domaines type Ig, un court

domaine membranaire et un domaine cytoplasmique a activité tyrosine kinase * (Figure 7).

NH,

Domaine de liaison
au ligand

Région extracellulaire

Domaine de
dimérisation

” ” E : “ Région transmembranaire

Domaine kinase

Région cytoplasmique

Domaine kinase

COOH
Figure 7 Représentation schématique du récepteur c-Kit.

Le site de liaison a I’ ATP est situé dans le domaine kinase jouxtant la membrane cellulaire. La
région phosphotransférase est dans le domaine kinase distal de la membrane cellulaire.
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La liaison du SCF sur c-Kit résulte en la dimérisation et 1’autophosphorylation du
récepteur sur différents résidus tyrosines cytoplasmiques spécifiques qui deviennent ainsi des
sites de liaison pour les molécules de transduction du signal contenant des domaines SH2 et
les protéines adaptateurs *’: phospholipase C y (PLCy) sur la tyrosine 728 *, la sous-unité p85
de la PI3-K sur la tyrosine 719 ¥, les kinases de la famille Src sur les tyrosines 567/569
2091929 'Grb2 sur la tyrosine 702 et Grb7 sur la tyrosine 934 *.

La régulation négative de la signalisation de c-Kit est médiée par diverses
phosphatases, notamment SHP-1, SHP-2 et SHIP (SH2-containing inositol phosphatase).
SHP-1 interagit avec le récepteur phosphorylé sur la tyrosine 569 et le déphosphoryle *>.
SHP-2 interagit avec c-Kit sur la tyrosine 567 ' et influence 1’activation de la voie MAPK.

SHIP régule négativement la signalisation de c-Kit lors de la dégranulation des mastocytes **.

(Figure 8).

c-Kit

®

SURVIE

934 (2)(@GibD)
|

Figure 8 Résumé des voies de signalisation activées par c-Kit murin en réponse au SCF.

D’apres Manugalavadla et Kapur, Critical Reviews in Oncology/Hematology, 2005).
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Bien que le role précis de chacune de ces voies de signalisation activées par c-Kit en
réponse au SCF ne soit pas bien établi, toutes sont impliquées dans la prolifération et la
survie. Il semble que la PI3-K et les kinases de la famille Src jouent un role essentiel en
réponse au SCF dans la prolifération et la survie des mastocytes *>. Afin de mieux définir le
role de la signalisation induite par c-Kit dans la lignée érythroide, Wiess et al *°, et Gregory et
al ", ont décrit la lignée érythroide G1E-ER2 qui reproduit la dépendance du SCF et de I’Epo
des proérythroblastes pour leur survie, prolifération et différenciation. A I’aide de cette lignée
et de mutants de c-Kit, il a été mis en évidence que I’inactivation d’une des cinq voies
activées par le SCF (PLCy, PI3-K, Src, Grb2, Grb7) entraine une diminution significative de
la croissance et la prolifération des cellules érythroides. Cependant, 1’inactivation de la voie
des Src kinases entraine le défaut de prolifération le plus sévere '®.

Le mutant de c-Kit qui empéche la liaison et I’activation de la famille des kinases Src
(Y567/569F) entraine un défaut profond de prolifération des progéniteurs érythroides.
Cependant, aucune des souris KO pour la famille des Src ne montre de défaut de la lignée
érythroide. Ceci peut partiellement s’expliquer par les fonctions redondantes entre les
différents membres de la famille des kinases Src. Par contre, lors de I’anémie induite chez la
souris, la mutation Y567F de c-Kit modifie I’érythropoiese de stress. En effet, la prolifération
et la survie des progéniteurs érythroides sont alors altérées. Il semble que la voie Mek/Erk ne
soit pas affectée mais que les voies AKT et spécialement JNK2/p54 soient atténuées '*'. 1l
semble donc que la phosphorylation de la Y567 de c-Kit et les voies de signalisation activées
par la suite dans les érythroblastes de la rate soient critiques pour I’érythropoiese de stress.

D’autre part, les cellules érythroides exprimant un mutant de c-Kit qui ne permet pas
la liaison avec la sous-unité p85 de la PI3K (Y719F) ne montre qu'une diminution légere
mais significative de la prolifération et la survie. Ceci peut peut-étre s’expliquer par le fait que
la PI3K peut étre activée par deux mécanismes distincts en réponse a la stimulation par le
SCF ; par la liaison directe du domaine SH2 de la sous-unité p85 de la PI3K au résidu
tyrosine 719 phosphorylé du c-Kit ou par le biais de la kinase Src '”*. A I’inverse de la Y567
de c-Kit, la Y719 ne semble pas critique pour I’érythropoiése de stress '*'.

Par ailleurs, la voie des MAPK (cRaf/Mek /Erk ou Mek est MAPK/Erk kinase) est
activée suite a la liaison du SCF sur c-Kit par la petite GTPase Ras. Une fois activé, Erk
migre dans le noyau ou il régule ’expression de génes en phosphorylant différents facteurs de
transcription. La voie de signalisation des MAPK est impliquée dans la prolifération cellulaire

103,104

des progéniteurs hématopoiétiques , cependant aucun effet sur la prolifération par les

MAPK n’a été démontré dans les progéniteurs érythroides en réponse au SCF.
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3.2 L’érythropoiétine (Epo) et son récepteur REpo

L’Epo, glycoprotéine rénale, est donc le régulateur majeur de la production de
globules rouges et délivre les signaux essentiels de croissance, survie et différenciation aux
progéniteurs et précurseurs érythroides. Les souris invalidées pour le REpo ou I’Epo
présentent une 1étalité embryonnaire d’anémie liée a un défaut de développement érythroide
au stade CFU-E '”. L’Epo n’est pas nécessaire au stade précoce de I’érythropoiése, incluant le
stade BFU-E et I’administration in vivo d’Epo a peu d’influence sur le nombre de BFU-Es.
Par contre, 1’administration d’Epo augmente fortement le nombre de CFU-Es et de
précurseurs érythroides jusqu’au stade d’érythroblastes basophiles, principalement en évitant
leur apoptose et a un moindre degré en augmentant leur prolifération. Il ne semble pas que le
récepteur de I’Epo puisse envoyer des signaux spécifiques de différenciation.

Les progéniteurs et précurseurs €rythroides présentent des sensibilités différentes a
I’Epo qui correspondent a la gamme de concentration d’Epo sérique a I’état normal et
anémique. En cas de besoins accrus (hypoxie au cours du développement embryonnaire,
hémorragie), la concentration d’Epo synthétisée par le rein augmente et induit la survie de la
majorité des progéniteurs CFU-Es, permettant la formation d’un grand nombre d’érythrocytes
et une réponse rapide aux modifications de I’environnement '*. A de faibles concentrations
d’Epo, seuls les progéniteurs et précurseurs hypersensibles vont survivre. C’est pourquoi, la
régulation de 1’apoptose des progéniteurs pendant le stade de dépendance a I’Epo explique le
controdle rapide mais finement régulé de la population d’érythrocytes en réponse a I’hypoxie,
I’hyperoxie et ’anémie, sans effet de I’Epo sur la prolifération et la différenciation. Dans ce
modele, la concentration en Epo module le taux d’apoptose des progéniteurs et précurseurs
érythroides.

Depuis que le géne de I’Epo a été cloné ', ’'Epo recombinante humaine est utilisée
massivement pour traiter diverses formes d’anémies, premieérement chez des patients
souffrant d’insuffisance rénale. Malheureusement, I’Epo est aussi une « drogue de choix »
pour les athletes d’endurance qui parfois, meurent avec un hématocrite extrémement élevé 1ié
a un surdosage d’Epo .

L’Epo exerce son effet en stimulant le récepteur a haute affinit¢ REpo dont
I’expression d’approximativement 1000 récepteurs est maximale au stade CFU-E et

109,110

érythroblaste orthochromatique (figure 3). Le REpo est exprimé sur les progéniteurs
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érythroides de la moelle osseuse mais aussi dans divers tissus non hématopoiétiques tels que
les myocytes, les neurones corticaux et les épithélium prostatiques, du sein et des ovaires. Les
souris invalidées pour le REpo ont une diminution du nombre de progéniteurs neuronaux et
montrent une sensibilité accrue a I’hypoxie. Les cardiomyocytes de ces souris ne répondent
pas a la stimulation 2 I’Epo et montrent une hypoplasie du myocarde ''. La létalité
embryonnaire de ces souris peut étre corrigée par l'introduction d’un transgene du REpo qui
permet son expression exclusive dans la lignée hématopoiétique '>. Malgré le manque
d’expression du REpo dans les tissus non-hématopoiétiques, ces souris invalidées pour le
REpo sont normales, ce qui attribue la 1étalit¢é embryonnaire uniquement a la fonction
hématopoiétique de I’Epo.

Le REpo appartient a la famille de récepteur de cytokine de type I, caractérisée par un

domaine transmembranaire unique et un domaine cytoplasmique sans domaine kinase '". Le
REpo existe déja a 1’état dimérique lorsqu’il n’est pas lié a son ligand. Lors de la fixation de
I’Epo, le récepteur subit un changement conformationnel qui permet la transphosphorylation
et I’activation de la tyrosine kinase cytoplasmique, Janus kinase 2 (JAK2) "¢, JAK2 est
absolument nécessaire pour I’activation du REpo et des souris invalidées pour JAK2 ont un
phénotype presque identique aux souris invalidées pour REpo, avec une 1étalité embryonnaire
115,116‘
JAK?2 activée par sa phosphorylation sur la Y1007 stimule ensuite deux voies de signalisation
distinctes. D’abord, il existe la voie « JAK2 only » décrite ci-dessous. D’autre part, JAK2
induit la phosphorylation de 8 résidus tyrosine dans le domaine cytoplasmique du REpo,
devenant ainsi des sites de fixation pour les molécules de signalisation contenant des
domaines SH2 tels que STAT5a/b, SHP1, SHP2, SHIP, p85a, Grb2, Lyn et les régulateurs
négatifs de la signalisation (SOCS) (figure 9). Les rdles respectifs physiologiques de cascades
de signalisation initiées par la phosphorylation du REpo dans la régulation de I’érythropoiese
normale et de « stress » restent a élucider. Cependant, la plupart des travaux montrent que
certaines voies semblent avoir un réle majeur, parmi lesquelles les voies de signal transducer
and activator of transcription 5 (STATS), Ras/mitogen-activated protein kinase (MAPK) et
PI3-K/Akt, ainsi que la tyrosine kinase Lyn, de la famille des kinases Src. D’autres molécules
de signalisation liant le récepteur a I’Epo ont été identifiées, dont les tyrosines kinases Syk,
Tec, PLC-y, les protéines adaptateurs Shc, Cbl, Crkl, IRS-2 et Gab 1/2 et les facteurs
d’échange nucléiques Sos et Vav.

Des mutations du REpo sont associées a la Polyglobulie, 1’érythrocytose et

I’érythroleucémie ''®*!'711%,
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Figure 9 Voies de signalisation induites par le REpo en réponse a I’Epo.

L’activation de JAK2 associé au REpo par transphosphorylation induit I’activation du REpo

par la phosphorylation via JAK2. JAK?2 activé et Lyn cooperent pour la phosphorylation de
STATS induisant I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-X;. Les voies de
signalisation Ras/Raf/MAPK et PI3K/AKT sont aussi activées. Les phosphatases CD45 et
SOCS inhibent JAK2, la phosphatase Shp-1 inhibe la phosphorylation du REpo et SHIP
inhibe la voie PI3K/AKT. (Adapté de Richmond et al, Trends in Cell Biology, 2005).

Voies de signalisations induites par Repo

La voie JAK2 only
Afin de discriminer les voies de signalisation induites par la voie JAK2/STATS des

autres voies induites par le REpo, deux mutants du REpo ont été construits; le REpo HM,
tronqué dans son domaine carboxy-terminal et déficient pour les 8 tyrosines cibles de

phosphorylation et le REpo H qui est tronqué de la méme maniere mais dont la Y343
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permettant la liaison de STATS au REpo est restaurée '"***. Le REpo HM est capable de
soutenir une érythropoiese basale chez la souris, générant des érythroblastes qui ont toutefois
des capacités de survie et de prolifération réduites. Ce récepteur transmet alors un signal
indépendant de STAT, d’AKT et JNK mais dépendant de JAK?2 et de la voie Erk qui est dans
ce cas hyper stimulée. Il est donc possible que ce récepteur tronqué utilise d’autres voies de
signalisation qu’il reste a identifier '"**. Par analyse transcriptionnelle d’érythroblastes de
souris exprimant le REpo H ou REpo HM, il a été montré que I’axe « JAK2 only » induit la
diminution d’expression de molécules pro-apoptotiques telles que Bim, foxo3A et Trb2 *°

(figure 10).

S3G
- Trb3
FTrbé Irs2
oxo3a .
: Cycline D2
Bim P¥m1 4
Pim3
Cycline G2

Bclo

Figure 10 L’axe « JAK2 only »

L’axe « JAK2 only » inhibe I’expression de Trb2, Foxo3a et Bim. En parallele, 1’axe
JAK2/PY343/STATS induit I’expression de Pim1, Pim3 et I’Epo permet I’induction S3G,
Trb3, Irs2, Cyclin D2 et inhibe la Cycline G2 ainsi que Bcl6. (Dapres Sathyanarayana et al,
Blood, 2008).

La voie Jak2/STATS
La stimulation par ’Epo induit la phosphorylation de JAK2 qui est temps et dose
dépendante '*. Toutes les kinases JAK ont sept domaines uniques appelés JAK-homology
(JH) domaines (figure 11). Un domaine tyrosine kinase actif (JHI) et un domaine
pseudokinase (JH2) qui peut jouer un role de régulation négative, sont situés en C-terminal '"°.

Toutes les kinases JAK contiennent un motif di-tyrosine dans la boucle d’activation. Plusieurs

tyrosines de JAK2 ont un rdle dans sa régulation enzymatique et son activité de
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phosphorylation de substrats. Ainsi, la Y1007 est nécessaire pour son activité tyrosine kinase
' La phosphorylation de Y221 régule positivement JAK2 alors que la phosphorylation de
Y570 diminue son activité kinase. JAK2 phosphoryle préférentiellement les substrats ayant

un motif consensus Yxx(L/I/V) 2%,
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Figure 11 Représentation schématique de la protéine JAK2

Les sept domaines de JAK?2 sont indiqués. Le domaine JH1 a une fonction de domaine kinase,
le domaine JH2 a une fonction de domaine pseudokinase. Les résidus tyrosines (Y221 Y570,
Y1007 et Y1008) impliqués dans la régulation de ’activité de JAK2 sont indiqués. (Dapres
Richmond et al, Trends in Cell Biology, 2005).

Bien que JAK2 phosphoryle STAT1 '** et STAT3 '** qui peuvent jouer un role dans
I’érythropoiese de stress, les cibles principales de JAK2 pour I’érythropoiese basale sont les
isoformes STAT5a et STATSb '**'*'26_ STAT5a et STAT5b sont deux isoformes de STATS
qui partagent 90% d’homologies et font partie des sept membres de la famille des STAT
caractérisée par leur double role de transduction du signal et de facteur de transcription. Ces
protéines sont latentes dans le cytoplasme et peuvent, via un domaine SH2, se fixer sur la
tyrosine Y343 phosphorylée du REpo ce qui induit leur phosphorylation, leur
homodimérisation et I’activation des STATS. Les homodimeres activés de STATS migrent
dans le noyau pour se lier a I’ADN et promouvoir I’activité des génes de survie, prolifération
et différenciation (figures 9 et 10).

Il semble que la voie STATS ne soit pas essentielle pour 1’érythropoiese basale car les
souris déficientes pour STATS5a et b sont viables '*'**. Cependant, il a été montré que ces
souris souffrent d’une anémie foetale et une augmentation de 1’apoptose des érythroblastes
liés a un défaut d’expression de Bcl-X; *"*'** De plus, les progéniteurs érythroides des
souris REpo HM montrent un retard de la différenciation érythroide et une augmentation de

’apoptose "'

et I’expression constitutive de STAT5a hyperactif dans des érythroblastes de
foie feetal est suffisante pour rétablir le défaut de prolifération des érythroblastes de souris
déficientes pour JAK?2 ou le REpo en induisant le renouvellement et la différenciation des
progéniteurs en 1’absence d’Epo '**. Le role anti-apoptotique de STAT5 dans la signalisation

du REpo est probablement médié, en partie, par son induction directe de Bcl-X; dans les
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cellules érythroides . La région promotrice de Bcl-X, contient des sites de fixation pour
STATS ' et GATA-1 ** qui peuvent agir de maniére synergique pour réguler positivement
son activité '®. L’expression exogéne de Bcl-X, humain induit une différenciation
indépendante d’Epo dans des érythroblastes sauvages murins, indiquant que 1’expression de
Bcl-X, peut a elle seule permettre la différenciation érythroide sans 1’activation d’autres voies
de signalisation '*°. L’effet anti-apoptotique de STAT5 est médié par Bcl-X, , mais aussi par la
stimulation de molécules anti-apoptotiques telles que les sérine/thréonine kinases Pimlet
Pim3, Irs2, serphin-3G et la pseudokinase Trb3 " (figure 10). Des études sur des souris
déficientes pour STATSa/b confirment ce role de STATS dans I’érythropoiese de stress chez la
souris adulte. En effet, les progéniteurs érythroides déficients pour STATSa/b montrent un
niveau d’apoptose élevé et sont moins sensibles a I’'Epo '*. Les souris qui expriment le REpo
HM souffrent d’anémie sévere et persistante alors que I’expression du REpo H rétabli
I’expansion des érythroblastes et I’induction de Pim1 via STATS lors de 1’érythropoicse de
stress 7.

L’introduction d’une forme dominante négative de STATS dans des progéniteurs
érythroides adultes induit ’arrét de prolifération et I’apoptose des cellules érythroides **. En
effet, outre son effet sur la survie, ’Epo a un rdle direct sur la prolifération en induisant des
facteurs de progression de cycle cellulaire tels que nuclear protein 1 (Nuprl), GI to S phase
transition 1 (Gsptl), early growth response 1 (Egrl), Ngfi-A binding protein 2 (Nab2) et la
cycline D2 et aussi en inhibant les inhibiteurs du cycle tels que inhibitory cyclin G2,
p27/Cdknlb et B-cell leukemia/lymphoma 6 (Bcl6). L’effet répressif sur la cycline G2 et Bcl6
et I’effet inducteur sur la cycline D2 sont dépendants de la tyrosine 343 (et STATS) du REpo
% (figure 10).

Les voies Lyn et Src
Lyn et Src font partie de la famille des Src kinases qui compte huit membres. La

protéine c-Src est ubiquitaire bien que son niveau d’expression soit plus élevé dans les
plaquettes, les neurones, et les ostéoclastes '’. Lyn est exprimée dans les neurones, les
lymphocytes B et principalement dans les cellules hématopoiétiques myéloides
(macrophages, monocytes et plaquettes) '*', "' et aussi dans les érythrocytes ol Lyn est
impliquée dans la transduction du signal du REpo '**'*'*, La protéine Lyn comprend deux
isoformes, p5S3Lyn et p56Lyn, résultant d’un épissage alternatif '*. Lyn posséde deux
tyrosines régulatrices de son activité. En effet, Lyn oscille entre une conformation inactive,

due a la phosphorylation du résidu Y508 C-terminal et une conformation ouverte active

caractérisée par I’autophosphorylation de la Y397 dans le domaine catalytique (avec au
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préalable I’intervention de la phosphatase CD45 qui déphosphoryle le résidu Y508)
Des études ont montré que Src et Lyn sont activées par le REpo et sont importantes en
tant que kinase secondaire pour la signalisation de REpo. La plupart des études chez la souris

montrent un role de la kinase Lyn dans la différenciation érythroide '**'4'414°

alors qu’il
s’agit plus souvent de la kinase Src chez ’homme "*"*"'**, Cependant, une étude montre que
Lyn est aussi impliquée dans la maturation érythroide chez I’homme .

L’altération de Lyn entraine des effets majeurs sur la différenciation érythroide. En
effet, la lignée murine J2E-NR déficiente pour Lyn montre un défaut de différenciation en
réponse a I’Epo '*, et I’expression de GATA-1, EKLF et STAT5a est diminuée dans cette
lignée '". De la méme maniére, les érythroblastes de souris déficientes pour Lyn n’expriment
pas GATA-1, EKLF et I’expression de STAT5a /b est diminuée et 1’érythropoicse de stress est
fonctionnelle puisque les BFU-Es et CFU-Es augmentent dans la rate '’. L’inactivation
sélective de Lyn et pas de JAK2 dans des érythroblastes humains entraine 1’arrét de
maturation au stade d’érythroblaste basophile . Il semble que les Src kinases soient
impliquées dans 1’activation de STATS5. En effet, dans des lignées hématopoiétiques
dépendantes de I’Epo, Lyn s’associe au REpo sur les tyrosines phosphorylées 464 et 479 du
récepteur et induit la phosphorylation sur la tyrosine 694 de STATS, induisant son activité
transcriptionnelle ** (figure 9). Dans la lignée érythroleucémique humaine K562 et dans
d’autres lignées hématopoiétiques dépendantes de I’Epo, Src est aussi impliquée dans la
phosphorylation de STATS suite a la stimulation par I’'Epo '. D’autre part, dans la lignée,
K562, I’inhibition de I’expression de Src induit la diminution de la maturation de K562 sous
Epo "'. Des études dans la lignée FDC-P1 transfectée avec le REpo suggerent un role de Lyn
dans D’activation de la PI3-K induite par ’Epo '*. Le role de Src dans la différenciation des
K562 sous Epo semble lié a la capacité de Src d’activer la PI3-K via la liaison de la PI3-K au
REpo phosphorylé par Src *>. Cependant, une augmentation du niveau de phosphorylation
d’AKT est observée dans les érythroblastes de souris Lyn”, les auteurs suggérent que ce
mécanisme pourrait étre le reflet de la mise en place d’une réponse compensatoire aux défaut
de croissance et de survie '**.

Outre son effet sur la différenciation, Lyn a également un rdle prolifératif. Lyn permet
la prolifération des progéniteurs précoces Kit*”CD71"¢", puis a un stade plus tardif, permet la
survie et la maturation des érythroblastes Ter119**, probablement via Bcl-X; '**. Récemment,
il a été montré que la surexpression de Lyn dans des cellules de souris transgéniques spi-1,
permettant la prolifération de CFU-E arrétés dans la différenciation, induit la diminution

d’expression de c-Kit '*. Cette étude souligne le rdle double de Lyn comme effecteur positif
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de Lyn dans la signalisation de ’Epo et comme effecteur négatif dans la signalisation du SCF.

La voie PI3-K/AKT
L’Epo stimule la survie cellulaire et la prolifération par I’activation de la PI3-K

constituée de la sous-unité régulatrice p85 et de la sous-unité catalytique p110 (figure 9). La
sous-unité p85 est directement recrutée par le REpo phosphorylé sur tyrosines, et aussi
indirectement par 1’interaction avec un membre de la famille des petites GTPases telle que
Ras. La seconde étape consiste en la génération de 3’-phopshorylated inositol lipid (PIP;) qui
lie la sérine/thréonine kinase PKB/AKT entrainant son activation. L activation de la PI3-K est
nécessaire, mais pas suffisante, pour la protection contre 1’apoptose . Les souris qui
n’expriment pas la sous-unité p85 de la PI3-K montrent une diminution du nombre de
précurseurs BFU-Es et CFU-Es '/ (figure 12).

PKB/AKT activé va induire des effets anti-apoptotiques en phosphorylant des
composants de la machinerie de 1’apoptose comme le facteur de transcription forkhead box
O3A (Foxo3a) ou FKHR-L1 qui est majeur pour I’érythropoiese “*'. L’activité
transcriptionnelle de FKHR-L1 est inhibée par phosphorylation résultant en sa rétention
cytoplasmique par les protéines 14-3-3. Les souris déficientes pour foxo3a souffrent d’une
anémie régénérative, indiquant un réle de FKHR-L1 dans la régulation de la différenciation
érythroide '*. Les cibles de FKHR-L1 sont : B cell translocation gene 1 (BTG1) qui a un role
anti-prolifératif '®; ’inhibiteur du cycle cellulaire p27*"™" '*'; les génes apoptotiques tels que
FasL et Bim '®. La voie PKB/AKT permet aussi la survie par la phosphorylation et
I’inactivation de la protéine pro-apoptotique Bad et la maintenance de l'intégrité de la
membrane mitochondriale; 1’augmentation de la transcription de geénes de survie par
I’activation des facteurs de transcription NF-kB et CREB '**'**'% De plus, la voie PKB/AKT
est impliquée dans la régulation positive de 1’expression de la survivine (un membre de la
famille des protéines inhibiteurs d’apoptose (IAP)) '®. Une autre cible de la voie PKB/AKT
est la sérine/thréonine kinase glycogen synthetase kinase-3 (GSK3), impliquée dans le
métabolisme du glycogene et dans la régulation de I’apoptose des progéniteurs érythoides
humains primaires. L’activité de GSK3 est inhibée par I’Epo et aussi le SCF et son inhibition
par un inhibiteur chimique protege les progéniteurs érythroides de I’apoptose induite par la
privation en Epo 'Y (figure 12).

Bien que le mécanisme d’action ne soit pas encore bien connu, la voie PI3-K/AKT
semble étre impliquée dans la différenciation érythroide. En effet, I’inhibition de cette voie
dans une culture de CD34+ cultivées en présence d’Epo et de SCF diminue 1’apparition de

cellules GPA positives '®. L’expression d’AKT activé permet la différenciation érythroide de
p p p y
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progéniteurs de foie feetal sauvages ou déficients pour JAK2 '®. Cet effet de la voie la PI3-
K/AKT sur la différenciation érythroide est probablement en partie lié a la phosphorylation de
la sérine 310 de GATA-1 par AKT, ce qui augmente son activité transcriptionnelle * (figure

12).

@ BTGl
p27KIP1

K’ FasL

Bim

Figure 12 Représentation schématique de la voie de transduction PI3-K/AKT

L’activation de la PI3-K résulte en la phosphorylation de PKB/AKT. La phosphorylation par
PKB/AKT de foxo3a diminue son activité transcriptionnelle ; la phosphorylation de Bad et
GSK3 les inactive , la phosphorylation de GATA-1 et NFB augmente leur activité
transcriptionnelle. La voie PKB/AKT permet 1’expression de la survivine.

La voie des MAPK
L’Epo active la voie Ras, soit directement par la protéine adaptateur cytoplasmique

Grb2 qui se lie directement a la tyrosine 464 du REpo, soit indirectement, via la tyrosine
phosphatase SHP2 """ ou SHC/SHIP-1 ' (figure 9). Ces mécanismes entrainent la
translocation de SOS, un facteur d’échange, vers Ras, ce qui induit son activation.
L’activation de Ras est essentielle pour la différenciation, la prolifération et la survie des
progéniteurs érythroides in vitro. Chez les mammiferes, il existe 3 protéines homologues de
Ras, H-Ras, N-Ras et K-Ras. Au cours de I’érythropoiese, seule K-Ras est essentielle pour la
différenciation des progéniteurs érythroides jusqu’au stade d’érythroblastes basophiles et pour

la prolifération des progéniteurs hématopoiétiques '”*. L’activation de Ras induit I’activation
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de Raf-1 et finalement des MAP kinases et de genes précoces tels que c-fos, c-myc, c-jun.

L’Epo induit D’activité catalytique de plusieurs MAP kinases dont Erkl1/2
(extracellular-regulated kinases 1/2) '*, SAP kinase (SAPK)/Jun kinase (Jnk) et p38. Erk1/2
participerait a la mitogénese alors que le role de SAPK/INK et p38 est plus complexe et serait
décrit initialement dans la réponse au stress.

La voie de signalisation d’Erk1/2 est impliquée dans les phases de prolifération
précoces de 1’érythropoiese et dans [’inhibition de la différenciation terminale
érythroblastique permettant ainsi I’expansion des progéniteurs ',

JNK est une sérine/thréonine kinase qui phosphoryle le facteur de transcription c-Jun
et induit son activité transcriptionnelle au sein du complexe activator protein-1 (AP1). AP1
est impliqué dans le cycle cellulaire et dans la régulation positive et négative de 1’apoptose.
Le complexe AP1, particuliecrement celui contenant Jun-B, est impliqué dans 1’apoptose
induite par la privation en facteur de croissance. Au contraire, le complexe AP1 contenant c-
Jun activé est impliqué dans la répression de 1’apoptose dans les cellules dépendantes de
facteurs de croissance et 1’induction de c-Jun retarde 1’apoptose induite dans les cellules
érythroides. L’activité de JNK semble jouer un rdle majeur dans la régulation de la
prolifération des cellules érythroides immatures primaires ou issues de lignées, mais n’est pas
nécessaire pour la survie ou la prolifération des CFU-Es et des proérythroblastes '7°.

Les souris invalidées pour p38 souffrent d’une anémie feetale fatale. Ce phénotype est
1ié & un défaut de régulation post-traductionnelle de I’ARNm de I’Epo '”’. p38 ne semble pas
jouer de rdle dans la régulation de 1I’apoptose induite par la privation en Epo dans la lignée
HCDS57 '®. Cependant, la voie de signalisation p38/MAPK semble jouer un rdle critique dans
la différenciation, notamment lors de la différenciation induite par le butyrate de la lignée
K562 ' ou lors de la différenciation sous Epo des cellules murines érythroleucémiques SKT6
"% et des érythroblastes primaires. L’activation de p38 par phosphorylation est augmentée au
cours de la différenciation érythroide terminale humaine et est accompagnée de

I’augmentation de la phosphorylation d’Hsp27 '*'.

Bruton tyrosine kinase
La Bruton tyrosine kinase (Btk) a récemment été décrite comme jouant un rdle dans

I’érythropoiese. Cette protéine, qui fait partie de la famille des tyrosines kinases
cytoplasmiques Tec, est classiquement étudiée dans la lignée lymphocytaire B ou elle joue un

role dans la sensibilité a I’apoptose '**. En effet, les patients ayant un déficit ou une mutation
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de Btk présentent une agammaglobulie liée a 1’X causée par un blocage dans le
développement des cellules B '¥. Btk a été classiquement décrit comme en étant en aval de la
voie de la PI3-K. C’est pourquoi son role a été étudi€ dans 1’érythropoieése notamment dans le
cadre de la signalisation de c-Kit "**. Il a par la suite été montré que Btk s’associe avec le
REpo et JAK?2 et qu’elle peut étre phosphorylée par JAK2 '*°. Les patients déficients pour Btk
et les souris Btk’/" ne présentent pas de défaut d’érythropoiese basale. Cependant, il a été
montré dans ces souris KO, que les progéniteurs €rythroblastiques ont une croissance limitée
en condition sous-optimale d’Epo et de SCF et présentent une diminution de phosphorylation
du R-Epo et de JAK?2 '*°. L’équipe de Von Lindern propose un modele dans lequel Btk a une
action différente selon sa phosphorylation en aval du R-Epo ou de c-Kit. En effet, le SCF
induirait la phosphorylation de Btk qui s’associerait avec le récepteur TRAIL protégeant ainsi
les progéniteurs érythroides de I’effet antiprolifératif de TRAIL. Par contre, la stimulation par

I’Epo permettrait I’amplification des voies de signalisation de I’Epo dont STAT5 et PLC '*>'%,

Phosphatases et kinases impliquées dans la régulation négative de la signalisation du
REpo

La phosphorylation du récepteur de I’Epo est transitoire et revient a un état basal en
environ 30 minutes. Le REpo est en effet rapidement déphosphorylé par plusieurs systemes
impliquant des tyrosine phosphatases qui modulent I’activité de JAK2: cluster differentiation
45 (CD45) et la protein tyrosine phosphatase 1B (PTP-1B) 'V et la phosphatase 2 domaine
SH2 Shp-1 (figure 9). Les progéniteurs érythroides de souris déficientes pour Shp-1 sont
hypersensibles a I’Epo ou ont une croissance indépendante a 1’Epo '**. Shp-1 se lie par son
domaine SH2 au REpo phosphorylé sur les tyrosines 429 et 431 et inhibe 1’activation de
JAK2 en le déphosphorylant ', L’inactivation de Lyn est médiée par la phosphatase
transmembranaire CD45 ',

Une autre famille de protéines impliquées dans I’extinction du signal du REpo est
celle des suppressors of cytokine signalling (SOCS) : SOCS1, CIS (cytokine-induced SH2
containing protein) et SOCS3. Ces protéines sont activées par les STAT suite a la stimulation
par I’Epo "', SOCS1 et 3 inhibent la phosphorylation du REpo et I’activation de STAT5
en inhibant I’activité de JAK?2, CIS initie la dégradation protéasomale du REpo '.

Parmi les phosphatases, on peut également citer les phosphatases d’inositols telle que

172 et

SHIP-1 (SH2-inositol phosphatase) qui se fixent directement au récepteur
déphosphoryle Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3) ', Les souris

déficientes pour SHIP-1 ont une diminution du nombre de BFU-Es, CFU-Es dans la moelle

194
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Récemment, le role dans la régulation négative de 1’érythropoicse de stress de deux
kinases DIRK3 et DAPK2, phosphorylées et activées en réponse a I’Epo, a pu étre mis en
évidence. L’invalidation du géne DIRK3 accroit de fagon importante la production de
réticulocytes et protege de I’anémie '”. La kinase DAPK?2 est exprimée tardivement au cours

de la maturation et pourrait exercer une fonction pro-apoptotique sur les érythroblastes '°.

3.3  Coopération entre le SCF et Epo.

Bien que le SCF induise la prolifération et la survie des progéniteurs érythroides, son
effet est fortement amplifié en combinaison avec I’Epo. En effet, il existe une interaction
physique entre c-Kit et REpo via la région cytoplasmique box2 du REpo ¥. De plus, la
stimulation de progéniteurs érythroides de la lignée HCD-57 (une lignée érythroleucémique
dépendante de I’Epo et qui exprime fortement c-Kit) avec le SCF seul permet la prolifération,
la survie et induit la phosphorylation du REpo *'*"'**, Le SCF permet la prolifération de la
lignée 32D uniquement si ces cellules co-expriment c-Kit et REpo **'*. En outre, dans les
cellules de foie feetal invalidées pour le REpo, I’expression de mutants de REpo permet la
formation de CFU-Es uniquement si les voies du REpo et de c-Kit sont stimulées '*. Une
autre étude dans la lignée UT7 a montré que 1I’Epo induit la phosphorylation sur tyrosine de
c-Kit *.

Il apparait que les résidus tyrosines 567 et 569 de c-Kit jouent un rdle essentiel dans la
régulation de la phosphorylation du REpo et dans la synergie entre c-Kit et REpo des cellules
érythroides (Tan JBC 2003 ; Hong cellular signalling 08). En effet, lorsque c-Kit est muté
pour ces deux tyrosines, I’activation des Src est abolie et c-Kit ne cooperent pas avec le REpo
pour permettre la survie et la prolifération de progéniteurs de lignées ou de CFU-E primaires
en réponse a la co-stimulation de c-Kit et du REpo '*?, La restauration des résidus 567 et
569 en tyrosines de c-Kit muté pour les sept résidus tyrosines impliqués dans la signalisation,
permet de retrouver la synergie entre c-Kit et le REpo '**°"**,

Des mutants de c-Kit ne permettant pas 1’activation de la PI3-K (Y719F), PLC-
(Y728F), Grb2 (Y702F) ou Grb7 (Y934F) ont un effet moindre sur la diminution de la
prolifération et la survie des progéniteurs suite a la co-stimulation de c-Kit et du REpo '®.
Dans une population homogene de proérythroblastes primaires humains dont la survie et la
prolifération dépendent de 1’effet combiné du traitement du SCF et de I’Epo, il a été montré

que la phosphorylation d’AKT est observée suite au traitement par le SCF et non par I’Epo et
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que ’'inhibition de la voie PI3-K induit la diminution de la prolifération des proérythroblastes
stimulés par I’Epo et le SCF *”. Ce résultat est surprenant puisqu’il est connu que I’Epo active
aussi la voie PI3-K/AKT. En effet, I’inhibition de la voie PI3-K par I’inhibiteur chimique
LY294002 supprime fortement 1’érythropoiese induite par I’Epo seule ou I’action combinée
de ’Epo et du SCF en diminuant la survie, bloquant les proérythroblastes en GO/G1 et
diminuant le nombre de cellules GPA positives '*®.

Bien que le SCF induise la phosphorylation du REpo dans les cellules érythroides
primaires humaines, ce n’est pas suffisant pour transmettre le signal par le REpo pour
permettre la survie et la prolifération '”. En effet, le SCF et ’Epo activent de maniére
synergique la voie MAPK (ERK1/2) qui pourrait permettre la survie et la croissance en
réponse a la co-stimulation par le SCF et ’Epo. De plus, I’inhibition des voies de
signalisation MAPK et PI3-K inhibe I’action synergique des MAPK et la croissance
érythroide 7. 1l semble que le SCF induise les MAPK par une voie différente de I’Epo
puisque les MAPK induites par I’Epo mais pas par le SCF sont inhibées par la wortmannin '”.

Dans les cellules G1E-ER2 (dérivées de cellules souches embryonnaires invalidées
pour GATA-1, exprimant seulement les genes érythroides et qui proliférent a un stade arrété
de leur différenciation) il a été montré que la stimulation de c-Kit par le SCF joue un réle
essentiel dans 1’expression du REpo et de STATS, induisant ainsi I’augmentation de
I’expression de Bcl-X, et la survie des progéniteurs érythroides. Par contre, 1’activation de
STATS est dépendante du REpo uniquement et pas de c-Kit ***. De méme, dans la lignée
érythroleucémique HCD-57 ' et dans les précurseurs érythroides primaires humains *”, la
phosphorylation et I’activation de STATS est médiée par I’Epo mais pas par le SCF. Dans les
cellules HML/SE il a été montré que I’ARNm de I’Epo augmente en réponse a la stimulation
par le SCF >,

Il existe donc différents mécanismes de synergie entre c-Kit et le REpo dans la
régulation normale de 1’érythropoiése avec un role majeur des Src, de la voie PI3-K/AKT, des
MAPK (ERK1/2) et de STATS (figure 13).

La phosphorylation des tyrosines du REpo n’intervient pas dans la co-signalisation
entre le REpo et c-Kit. En effet, des études utilisant un REpo tronqué de toutes ces tyrosines
et muté pour la Y343, suggerent que la queue cytoplasmique du REpo n’est pas impliquée
dans la contribution de I’effet synergique entre c-Kit et le REpo, puisque ce REpo tronqué et

muté pour la Y343 permet une synergie avec c-Kit quasi comparable a celle du REpo sauvage

206,201,202
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Figure 13 Schéma représentant le coopération entre c-Kit et REpo pour la prolifération
des proérythroblastes en réponse au SCF et a I’Epo.

L’Epo induit I’activation de la voie JAK2/STATS et le SCF de la voie des Src kinases. Les
voies des MAPK et PI3-K/AKT sont activées en réponse aux deux facteurs de croissance.
L’inhibition d’une de ces voies de signalisation résulte en la suppression de la coopération
pour la prolifération des proérythroblastes en réponse au SCF et a I’Epo. (Adapté de Murat et
al, British Journal of Haematology, 2005).
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4 Régulation négative de I’érythropoiese par I’apoptose

Bien que la production quotidienne d’érythrocytes soit finement régulée, la perte de
sang due a un saignement ou I’hémolyse requiert une augmentation de la production
d’érythrocytes rapide. Afin d’éviter une polyglobulie, le nombre d’érythrocytes produits est
régulé négativement, notamment par 1’apoptose. Celle-ci peut étre induite par deux voies :

-la voie intrinseque, aussi appelée voie mitochondriale, activée lors de la diminution taux
d’Epo circulant qui induit la baisse de Bcl-X; .
-la voie extrinseque, activée lors de la production élevée d’érythroblastes matures qui

expriment FasL et activent la voie Fas des érythroblastes immatures.

4.1 Activation de la voie intrinséque de I’apoptose par la diminution du
taux d’Epo

L’Epo est le facteur régulateur principal de 1’érythropoiese. L’Epo est produite
majoritairement par le rein et va agir au niveau de la moelle osseuse pour stimuler la
production de globules rouges *”. La production de globules rouges va amener de 1’oxygeéne
dans les cellules rénales qui vont alors diminuer leur synthése d’Epo ce qui aura pour
conséquence la diminution en retour de la production de globules rouges. Il existe donc a ce
niveau une véritable régulation endocrine, le rein étant la « glande » productrice et la moelle
osseuse l’organe cible (figure 14). Ainsi, il existe une relation inverse entre le taux
d’hémoglobine et le taux d’Epo **®. La concentration en Epo sérique est physiologiquement
basse ( 5-30mU/ml) et une diminution de I’hématocrite résulte en I’augmentation du taux

d’Epo sérique.
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Figure 14 Régulation endocrine de I’érythropoiese.

Les progéniteurs érythroides roses sont moins sensibles a I’Epo que les rouges qui meurent
par apoptose a de faibles concentrations d’Epo. A droite, la relation entre le niveau d’Epo et
I’hématocrite (Hct).

L’Epo est donc une hormone circulante qui gouverne la production de globules
rouges. L’expression de I’Epo est induite par 1’hypoxie et régulée par le facteur de
transcription HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1)***'°*"'*'? La régulation du taux d’Epo est
régulée non pas par la production d’HIF-1 mais par sa dégradation qui est régulée par le
protéasome. Donc, les cellules normoxiques ont suffisamment d’oxygene pour permettre
I’hydroxylation d’ HIF-1 *"??'#2'321217 entratnant son ubiquitinylation par un complexe
comprenant la protéine de von Hippel-Lindau (VHL), puis sa dégradation par le protéasome
212218 Au contraire, dans les cellules hypoxiques, il n’y a pas assez d’oxygéne pour ces
réactions, HIF-1 n’est pas hydroxylé, pas dégradé et permet la transcription du gene de 1’Epo.

En réponse a I’anémie ou a I’hypoxie, les taux circulants peuvent augmenter jusqu’a
1000 fois. A l'inverse, la diminution du taux d’Epo circulante induit la diminution de
I’activation de STATS et donc de I’expression de Bcl-X, . Ceci induit la dépolarisation de la
mitochondrie. En effet, I'intégrité de la polarité de la membrane mitochondriale dépend, au
moins en partie, des niveaux d’expression des protéines pro (Bax, Bad, Bid) et anti-
apoptotiques (Bcl-x,, Bcl-2) de la famille Bcl-2 *". La dépolarisation de la mitochondrie
conduit a I’activation d’une famille de cystéines protéases, les caspases qui sont les enzymes
exécutant le programme de mort cellulaire par apoptose. Les caspases sont synthétisées sous

forme de pro-enzymes inactives. Les caspases « initiatrices » (caspase-8, caspase-9 et
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caspase-10) activées par auto-clivage catalytique éliminant leur prodomaine, rendent
fonctionnelles les caspases dites « exécutrices » (caspase-3, caspase-6 et caspase-7) par
protéolyse de leurs prodomaines respectifs.

Cette apoptose par la « voie mitochondriale » provoque la sortie dans le cytoplasme de
la caspase-9 et du cytochrome c. Celui-ci va s’associer a Apaf-1,a I’ ATP et va ainsi entrainer
I’activation de la procaspase-9 en caspase-9 activée au sein de I’apoptosome. Cette derniere
va cliver et activer la procaspase-3. D’autres molécules apoptotiques sont libérées de la
mitochondrie : la flavoprotéine AIF (Apoptosis Inducing Factor) qui déclenche les

20221 et Smac (Second Mitochondria

modifications nucléaires caspases-indépendantes
Derived Activator of Caspase, aussi appelé Diablo) qui active 1’apoptose en neutralisant

I’activité des IAPs (Inhibitory Apoptotic proteins) (figure 15).

Diminution du taux d’Epo

Caspases exécutrices

APOPTOSE
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Figure 15 Voie intrinseque de I’apoptose déclenchée par la diminution du taux d’Epo.

La diminution de la protéine anti-apoptotique Bcl-X| et les protéines pro-apoptotique Bax et
Bad induisent la dépolarisation de la mitochondrie avec comme conséquence le relargage de
cytochrome ¢ (Cyt c) qui s’associe avec Apaf-1, ’ATP et la pro-caspase-9 au sein de
I’apoptosome pour engendrer 1’activation de la caspase-9. La caspase-9 entraine 1’activation
de la caspase-3 et de la caspase-7. La caspase-3 entraine ’activation de la caspase-6. AIF
induit 1’apoptose indépendante des caspases et Smac/Diablo inhibe les IAPs ce qui induit
I’activation des caspases. (Adapté de la revue Testa et al., Leukemia, 2004).

4.2 Activation de la voie extrinseque de ’apoptose par la liaison de FasL

sur son récepteur Fas.

Il existe d’autre part, un rétro-contrdle négatif faisant intervenir le récepteur de mort
Fas et son ligand FasL, qui appartiennent a la famille des récepteurs de mort (DR pour Dead
Receptor) et des DR-Ligands respectivement. L’activation de Fas par son ligand permet
I’activation de la voie extrinseque de 1’apoptose et a 1’activation des caspases (figure 16). Ces
récepteurs trimériques recrutent la molécule adaptatrice FADD et la pro-caspase-8 dans le
death-inducing signalling complex (DISC). La caspase-8 clive directement la caspase
exécutrice, la caspase-3. La caspase-8 activée est aussi capable d’activer a son tour Bid par
clivage. Bid clivé va entrainer I’activation des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2
avec pour conséquence, le relargage de facteurs apoptotiques de la mitochondrie *** (figure

16).
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Figure 16 Voie extrinseque de I’apoptose induite par la voie de Fas/FasL

La liaison de FasL sur Fas résulte en la formation d’un complexe contenant la protéine
adaptatrice FADD qui recrute la pro-caspase-8. La caspase 8 activée entraine d’une part
I’activation directe de la caspase-3 et d’autre part le clivage et I’activation de Bid en truncated
Bid (tBid) qui va induire la dépolarisation de la mitochondrie et I’apoptose qui en découle.
(Adapté de la revue Testa et al., Leukemia, 2004).

Dans la moelle osseuse, I’érythropoiese se déroule au sein de 1’il6t érythroblastique
comprenant un ou deux macrophages entourés des anneaux d’érythroblastes a différents
stades de maturation. La couche interne comprend des érythroblastes immatures alors que les
cellules plus matures sont en périphérie de 1’ilot. Cette association spatiale d’érythroblastes
immatures et matures joue un réle important dans 1’érythropoi¢se puisque des interactions
cellules-cellules semblent nécessaires pour la prolifération et la maturation éythroide ***. Cette
structure permet aussi un systeme de régulation négative de la production des érythrocytes
lorsque le nombre d’érythroblastes différenciés est suffisant. En effet, les érythroblastes
matures (stade érythroblaste acidophile), qui expriment le ligand de Fas (Fas-L) a leur
surface, vont induire, par contact cellulaire, I’apoptose et I’arrét de maturation des précurseurs
224

les plus immatures (stade érythroblaste basophile) qui expriment fortement Fas

L’interaction de Fas/Fas-L déclenche [I’activation des caspases qui protéolysent le facteur de
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transcription GATA-1, entrainant ainsi 1’apoptose et/ou 1’arrét de maturation des
érythroblastes immatures selon le taux d’Epo. En effet, en présence de concentration élevée
d’Epo, Fas induit peu 1’apoptose des érythroblastes immatures mais induit un blocage de la
différenciation érythroide alors qu’a de faible concentration en Epo, Fas induit 1’apoptose **°.
D’autre part, Le SCF protege les érythroblastes de I’apoptose induite par la voie Fas et ce,
par un mécanisme dépendant des Src kinases. En effet, le SCF protege des progéniteurs
érythroides humains de ’activation des caspases-3 et -8 induite par la voie Fas, sans diminuer
I’expression de Fas. Cette protection de 1’apoptose médiée par le SCF est levée par PP2, un
inhibiteur de la famille des kinases Src *.

taux d’Epo normal ou élevé
e
blocage de maturation

taux d’Epo faible

Erythroblaste Erythroblaste —> blocage de maturation
acidophile basophile apoptose
Figure 17 Régulation négative de I’érythropoiese des érythroblastes matures qui
expriment le FasL sur les érythroblastes immatures exprimant Fas.
Suite a cette interaction qui a lieu au sein de 1’flot érythroblastique, les érythroblastes
basophiles subissent un arrét de maturation en présence de niveau d’Epo normal ou élevé et

ils arrétent leur maturation puis meurent par apoptose si le taux d’Epo est faible. (D’apres
revue Testa Leukemia 2004).

Au cours de I’érythropoiese de stress, les érythroblastes immatures de rate sont moins
nombreux et meurent plus d’apoptose que les érythroblastes immatures de la moelle osseuse.
En effet, les érythroblastes de la rate coexpriment Fas et FasL.. A nouveau, cette régulation
négative de I’érythropoiese de stress est supprimée par I’Epo qui inhibe 1’expression de Fas et
FasL >,

Outre son effet direct sur ’activation de la caspase-3, il a été montré que Fas inhibe la
prolifération en exercant un controle négatif sur I’activation de ERK et 1‘expression de Raf-1,
permettant ainsi la différenciation érythroide *’. De plus, il a récemment été mis en évidence
un role non apoptotique de Fas dans 1’érythropoiese. En effet, ’activation des caspases-3,-8 et
-9 induites par la voie Fas/FasL sont nécessaires pour la maturation éryhtroide puisque
I’inhibition de Fas ou des caspases-3,-8 et -9 par siRNA entraine 1’arrét de différenciation

érythroide au stade proérythroblaste ***.
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5 Roles des caspases dans la différenciation terminale érythroide

L’activation des caspases est donc le principal mécanisme moléculaire impliqué dans
I’inhibition de 1’érythropoiese. Les caspases exécutrices vont alors cliver de nombreux
substrats et en particulier, des protéines du cytosquelette (Actine-F), des protéines intervenant
dans la réparation de I’ADN (PARP), le clivage de I’ADN (ICAD/CAD pour caspase
activated DNase), la condensation de la chromatine (Acinus), la condensation nucléaire
(Lamine B) ** et la différenciation (GATA-1) * (figure 18 A).

Toutefois, plusieurs observations indiquent que 1’activation des caspases est impliquée
dans le processus de maturation érythroide et pourrait jouer un role important dans ce
phénomene. Une premiere étude a montré que les caspases-1, -2, -3, -5, -6, -7, -8, et -9 sont
exprimées dans les cellules érythroides. Les taux de procaspase-2, -3 et -8 sont nettement plus
élevés dans les érythroblastes immatures que dans les érythroblastes matures **. L’activation
des caspases au cours de I’érythropoiese normale et explique les changements
morphologiques observés au cours de la maturation terminale. Ainsi, la caspase-3 est activée
de facon transitoire au moment ou les changements morphologiques des érythroblastes
apparaissent. Cette activation se fait par la voie mitochondriale avec dépolarisation de sa
membrane et activation de la caspase-9 **' mais aussi par la voie Fas comme décrit ci-dessus
22723 1 activation de la caspase-3 est associée a I’activation de la caspase-6 et au clivage de
la Lamine B, qui pourrait étre responsable de la condensation nucléaire comme cela a été
décrit au cours de I’apoptose >*****. De plus la protéine Acinus, responsable de la condensation
de la chromatine mais pas de sa dégradation, est activée par clivage par la caspase-3 au cours

>4 A I’inverse, bien que les caspases exécutrices soient

de la différenciation érythroblastique
activées, les cellules n’entrent pas en apoptose comme le montre 1’absence de phosphatidyl-
sérines a leur membrane et de clivage d’ICAD I’inhibiteur de CAD, nucléase responsable du
clivage du DNA **. De plus, GATA-1 n’est pas dégradée *' (figure 18 B). L’ajout d’un
inhibiteur des caspases comme le z-VAD a la culture érythroide, juste avant la phase
d’activation des caspases, entraine un blocage de la différenciation érythroide au stade
basophile *'. Cette observation a été confirmée et approfondie en démontrant le role essentiel
de la caspase-3 dans la différenciation érythroide en utilisant une stratégie d’inhibition
spécifique de la caspase-3 par ARN interférence (siRNA) *°. Ces données ont aussi été

confirmées dans les érythroblastes murins. Dans ce modele, il a été montré que I’hyper-

expression de Raf-1, qui prévient I’activation des caspases, empéche la maturation érythroide
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en inhibant la différenciation induite par les caspases. Un phénomene opposé est observé dans

les souris Raf-1" %7

. Ainsi, le destin (apoptose versus différenciation) des précurseurs
érythroides est décidé en aval de I’activation de la caspase-3 et serait donc déterminé par les
cibles clivées par les caspases.

Cette nouvelle fonction des caspases est retrouvée dans d’autres systeémes de
différenciation hématopoiétiques, notamment, au niveau de la formation plaquettaire a partir
de mégacaryocytes ***, au cours de la différenciation des monocytes du sang circulant en
macrophages > ou lors de la différenciation des cellules énucléées comme les kératinocytes

240,241

et les cellules du cristallin , mais aussi des cellules musculaires cardiaques et dans le

systéme immunitaire, dans I’activation lymphocytaire T **.

53



=
Casp 8 ‘—‘

N

acinus  DFF45/ICAD N
l DFF4(l/CAD ) oA

A. APOPTOSE

Lamine B GATA-1 Acinus DFF40/CAD

ETA

. Condensation Arrétde Condensation Fragmentation
“~du noyau maturation ADN ADN

i B
[ Casp8 L

B. MATURATION /

L 8

acinus

Noyau

Lamine B GATA-1 Acinus actif

v

Condensation Maturation Condensation
. du noyau ADN

Figure 18 Roles des caspases au cours de ’apoptose et la différenciation érythroide

terminale.

A) Au cours de 1’apoptose, les caspases 8, 9, 3 et 6 sont activées et induisent 1’activation de
protéines (acinus, DFF45/ICAD) ou la dégradation de protéines nécessaires a la survie
(lamine B, GATA-1) par clivage. B) Dans le cadre de la différenciation érythroide terminale,
GATA-1 et DFF45/ICAD ne sont pas clivées, permettant ainsi les modifications
morphologiques observées lors de la maturation, sans apoptose.
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6 _Roles des protéines de choc thermique (Hsp)

6.1 Les Hsp, protéines chaperonnes

Les protéines de stress ou de choc thermique (Hsp ou heat shock protein) constituent
une classe de protéines tres conservées dans 1’évolution. Les Hsp des mammiferes sont
classées en 5 familles selon leur taille moléculaire : Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 et les
petites Hsp (de 15 a 30 kDa) incluant Hsp27. Chaque famille est composée de membres
exprimés soit constitutivement, soit de maniere régulée et dans différents compartiments
cellulaires. Le besoin d’Hsp augmente suite a un dommage toxique des protéines ou un stress
tels que la chaleur, le stress oxydatif, 1’irradiation ou encore des thérapies chimiques
anticancéreuses **. Les Hsp ont un fort potentiel cytoprotecteur, c’est a dire qu’elles
permettent aux cellules de s’adapter a des changements graduels de leur environnement et de
survivre dans des conditions de stress. Les chaperonnes sont utiles pour la signalisation et le
trafic des protéines, méme en absence de stress. Elles se comportent aussi comme des
protéines chaperonnes d’autres protéines cellulaires. Les fonctions importantes attribuées aux
chaperonnes sont: (1) I'import de protéines dans les compartiments cellulaires, (2) la
conformation de protéines dans le cytosol, le réticulum endoplasmique, la mitochondrie, (3) la
dégradation des protéines instables, (4) la dissolution des complexes protéiques, (5) la
prévention de 1’agrégation des protéines, (6) la conformation des protéines mal conformées
244‘

Hsp60 et sa co-chaperonne Hsp10 sont surtout étudi€es chez la bactérie (équivalent chez
la bactérie 2 GroEL et GroES respectivement) ***. Hsp60 de mammiféres est une protéine
constitutive retrouvée dans la matrice mitochondriale, bien que 15 a 20% soit cytosolique.
Hsp60 participe a la conformation des protéines mitochondriales et facilite la dégradation
protéolytique des protéines dénaturées ou dans un mauvais état de conformation de manicre
dépendante de I’ ATP. Une fois libérées de la mitochondrie, elles accélerent la maturation de la
pro-caspase 3 **°*%.

Dans la famille des Hsp90, on retrouve les chaperonnes dépendantes d’ATP Hsp90,
Hsp908 et Grp94 *'. Les deux isoformes d’Hsp90, essentiels pour la viabilité des cellules
eucaryotes, sont moins abondantes constitutivement. Cette protéine constitue 1 a 2% des
protéines cytosoliques et s’accumule en réponse au stress. Les protéines Hsp90 s’associent a

des protéines de la signalisation incluant des facteurs de transcription comme le récepteur aux
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stéroides ***, mais aussi MyoD ¥, des tyrosine kinases comme v-Src >, des sérine/tréonine
kinases comme Raf-1 **'. Leur rdle chaperon principal est la maturation conformationnelle de
ces facteurs de transcription et kinases de transduction du signal.

La famille des Hsp70 est la classe d’Hsp la plus conservée et la mieux étudiée. Les
cellules humaines contiennent différents membres de la famille Hsp70, notamment Hsp70
inductible par le stress, Hsc70 qui est constitutivement exprimée, la mitochondriale Hsp75 et
enfin GRP78 localisée dans le réticulum endoplasmique *. Dans les conditions normales, les
Hsp70 sont des molécules chaperonnes ATP-dépendantes impliquées dans la conformation
des polypeptides nouvellement synthétisés, I’assemblage des complexes multi-protéiques et le
transport protéique transmembranaire *****, De plus, dans des conditions de stress, la
synthése d’Hsp70 inductible permet aux cellules de supporter les concentrations accrues de

protéines dénaturées ou mal conformées *°.

Hsp70 est composé de deux domaines
fonctionnels distincts: un domaine de liaison peptidique (PBD ou peptide binding domain) et
le domaine ATPase en N-terminal (ABD ou ATPase binding domain) *’. Le PBD incluant la
partie C-terminal et le motif chaperonne EEVD, est responsable de la liaison au substrat et de
la conformation (figure 19 A). Le ABD facilite le relargage des protéines clients apres
I’hydrolyse de I’ATP **. L’activité chaperonne d’Hsp70 est régulée par des co-chaperonnes
telles que Hip, CHIP ou Bag-1 qui augment ou diminuent leur affinité pour des substrats.
Hsp27 est une chaperonne ATP-indépendante qui protege les cellules de 1’agrégation
des protéines *°. Hsp27 peut former des oligomeres jusqu’a 1000kDa, le dimere d’Hsp27
semble étre le bloc de construction du complexe multimérique, le multimer étant 1’état
compétent de la chaperonne **. L’oligomérisation joue un réle central dans la régulation de
I’activité chaperonne d’Hsp27 et est un processus hautement dynamique modulé par la
phosphorylation d’Hsp27. Hsp27 humain peut étre phosphorylé sur 3 résidus sérines **', la
phosphorylation favorise la formation de petits oligomeres d’Hsp27 alors que la
déphosphorylation entraine la formation de grands oligomeres ** (figure 19 B). La
phosphorylation d’Hsp27 est un processus réversible catalysé par les MAPKAP kinase -2 et
-3 en réponse a des agents mitogenes, des cytokines inflammatoires telle que TNF et IL-18,

des agents anti-cancéreux, d’autres oxydants *****,
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Figure 19 Structure d’Hsp70 et Hsp27.

A) Hsp70 contient deux domaines fonctionnels : le peptide binding domain (PBD) incluant le
motif chaperon EEVD en cC-terminal, responsable de la liaison au substrat et du repliement;
I’ ATP binding domain (ABD) en N-terminal qui facilite le relargage des protéines clients. B)
Les trois résidus sérines d’Hsp27 qui peuvent étre des sites de phosphorylation et le motif
WDPF sont indiqués. Ce motif et la phosphorylation de la protéine peuvent influencer 1’état
d’oligomérisation de la protéine. Hsp27 peut former des oligomeres jusqu’a 1000 kDa.
(D’apres revue Garrido Cell Cycle 2006).

Outre leur role de chaperonne, Hsp27 et 70 sont également des protéines anti-
apoptotiques. La surexpression d’Hsp27 et 70 empéche 1’apoptose induite par divers stimuli
tels que I’hyperthermie, le stress oxydatif, des drogues anti-cancéreuses (cellules du cancer
colorectal) **?%?%7 La régulation négative ou I’inhibition d’Hsp27 ou 70 est suffisante pour
sensibiliser les cellules a I’apoptose, montrant que le niveau endogene de ces chaperonnes est

suffisant pour contrdler 1’apoptose ****%

. En effet, ces protéines interagissent avec des
protéines clés de la signalisation de 1’apoptose. Dans ce travail, les roles d’Hsp27 et d’Hsp70

seront plus détaillés.
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6.2 Hsp27

Roles anti-apoptotiques d’Hsp27

Des expériences de déplétion d’Hsp27 suggerent qu’Hsp27 fonctionne principalement
comme un inhibiteur de I’activation des caspases. En effet, I’inhibition d’Hsp27 par siRNA
induit 1’apoptose par I’activation de la caspase-3 ***’'. Ceci peut s’expliquer par le fait
qu’Hsp27 peut empécher la formation de 1’apoptosome et 1’activation des caspases
consécutive **. De plus, Hsp27 peut séquestrer le cytochrome ¢ dans la mitochondrie comme
cela a été montré dans la lignée U937, des cellules Jurkat de lymphome T, et des cellules de
cancer du colon traitées par différents stimuli apoptotiques ***"**”, Dans des cellules de
myélome multiple traitées a la dexaméthasone, Hsp27 inhibe aussi le relargage de Smac de la
mitochondrie *’°. De plus, Hsp27 interfere également avec I’activation des caspases en amont

de la mitochondrie ¥

>, Cet effet semble 1ié a la capacité d’Hsp27 de stabiliser les
microfilaments d’actine. Aussi, lors de la surexpression d’Hsp27, la chaperonne se lie a
I’actine F *” empéchant ainsi la rupture du cytosquelette et la redistribution intracellulaire de
Bid qui précede le relargage du cytochrome c¢ dans des cellules de fibroscarcome humain
traitées a la cytocalasine D ou la staurosporine *”°. Hsp27 inhibe aussi 1’apoptose par la
régulation de voies de signalisation. Des facteurs de survie tels que le nerve growth factor
(NGF) ou le platelet —derived growth factor (PDGF) inhibent 1’apoptose en activant la voie
PI3-K/AKT. Hsp27 se lie a AKT et cette interaction est nécessaire pour 1’activation d’AKT
dans des cellules stressées. En retour, AKT phosphoryle Hsp27 induisant la rupture du
complexe Hsp27-AKT *”®. Hsp27 intervient également dans la voie de signalisation induite
par la stimulation de Fas par FasL. Ainsi, la forme dimérique phosphorylée d’Hsp27 interagit
directement avec daxx ce qui empéche la connexion entre Fas et la protéine kinase Ask1 qui
induit la mort cellulaire indépendante des caspases *°. Hsp27 est impliqué dans la croissance
tumorale des cellules de cancer de la prostate humaine LNCap via STAT3. Hsp27 interagit
avec STAT3 et I’effet protecteur induit par la surexpression d’Hsp27 est aboli par I’inhibition
de STAT3 >,

Hsp27 a également des propriétés anti-oxydantes importantes liées a sa capacité a

280

maintenir la glutathione dans un état réduit (non oxydé) =" afin de diminuer le nombre de

radicaux libres 2

*! et de neutraliser I’effet toxique des protéines oxydées *. Cet effet anti-
oxydant semble particulierement relevant dans les cellules neuronales et implique la forme

phosphorylée d’Hsp27 **.
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Role d’Hsp 27 dans la dégradation protéasomale

Le role cytoprotecteur d’Hsp27 est aussi lié a sa capacité de promouvoir la
dégradation protéasomale. Le systeme d’ubiquitinylation entraine les protéines marquées vers
la dégradation par le protéasome 26S, une protéase a plusieurs sous-unités composée d’une
sous-unité catalytique 20S et d’une sous-unité régulatrice 19S. Plusieurs preuves lient le
systeme de dégradation protéasomale avec les Hsp. Lors de I'inhibition de la dégradation
protéasomale, des corps a inclusions s’accumulent et des protéines ubiquitinées apparaissent
dans la fraction insoluble avec des chaperonnes, dont Hsp27 ***. Ceci suggere donc un role
d’Hsp27 dans la dégradation protéasomale in vivo **. De plus, Hsp27 colocalise avec des
protéines ubiquitinées et la sous-unité 20S du protéasome dans des corps d’inclusion
cytoplasmiques qui caractérisent des maladies dégénératives **°.

Deux des protéines cibles d’Hsp27 sont I’inhibiteur du facteur de transcription NFB,
IxkBa et I'inhibiteur de la kinase cycline dependante p27‘*'. Dans différentes lignées
cancéreuses (monocytes humains U937, fibroblastes embyonnaires de souris MEF, carcinome
du colon de rat REG) traités avec de 1’Etoposide ou du TNF, Hsp27 favorise
I’ubiquitinylation et la dégradation consécutive d’ IB ayant pour conséquence une
augmentation de I’activité de NFkB qui contribue a I’effet protecteur général d’Hsp27 **'.
Dans des conditions de stress (privation en sérum, traitement a la staurosporine), Hsp27
favorise aussi ’ubiquitinylation et la dégradation de p27**'. Ceci entraine une accumulation
de cellules en phase S car il n’y a plus d’arrét de cycle en GO/G1. Les cellules qui
surexpriment Hsp27 sont donc prétes a proliférer une fois la condition de stress passée **.
Finalement, Hsp27 participe a la déphosphorylation qui controle 1’activité du régulateur de
splicing SRp38 permettant ainsi la restauration de 1’activité de splicing inhibée apres un choc
thermique *. Il apparait donc qu’Hsp27 permet d’assurer une dégradation simple et rapide de
certaines protéines, permettant aux cellules de survivre dans des conditions de stress. (Figure

20)
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Figure 20 Roles anti-apoptotiques d’Hsp27

Hsp27 bloque 1’activation des caspases a différents stades, notamment au niveau pré-
mitochondrial indirectement par son action sur 1’actine—F, Bid ou les radicaux libres et au
niveau post-mitochondrial en séquestrant le cytochrome c et en inhibant le relargage de Smac.
Hsp27 influence aussi I’apoptose en induisant 1’ubiquitinylation et la dégradation de protéines
telles que IkBa. ou p27?' dans des conditions de stress. (D’apres la revue Garrido Cell Cycle
2006).

6.3 Hsp70

Roles anti-apoptotiques d’Hsp70

L’expression d’Hsp70 inductible a été observée en présence de divers stress comme la
génération de radicaux libres, la modification du potentiel transmembranaire mitochondrial, la
libération de cytochrome ¢ de la mitochondrie et 1’activation de caspases de type caspase-3
*_L’induction de la protéine Hsp70 augmente la capacité des cellules stressées a faire face a
une concentration accrue de protéines non repliées ou dénaturées *°. L’expression d’Hsp70
inductible est augmentée dans les cellules cancéreuses de souris *' et peut inhiber 1’apoptose,
augmentant ainsi la survie de cellules exposées 2 différents stimuli 1étaux ****. En effet, la
surexpression d'Hsp70 inductible réduit ou bloque I’activation des caspases et supprime les

altérations mitochondriales et les fragmentations nucléaires ***. Hsp70 protége les cellules de
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I’apoptose en agissant a la fois en amont et en aval de I’activation de la cascade des caspases.

En amont de la mitochondrie, Hsp70 lie et inhibe JNK1 (c-Jun N-terminal Kinase) **.
Il semble qu’Hsp70 peut affecter la mort cellulaire dépendante de Bid par I’inactivation de
JNK grice a un mécanisme encore non déterminé *°. Dans des fibroblastes embryonnaires de
souris, lors de I’apoptose induite par hyperosmolarité, 1’absence d’Hsp70 induit la
phosphorylation de JNK et ERK, suggérant un role d’Hsp70 dans la déphosphoryaltion de ces
kinases *’. Hsp70 lie aussi PKC (protein kinase C) mature non phosphorylée permettant sa
rephosphoryaltion et sa stabilisation. De la méme maniere, Hsp70 lie AKT résultant en sa
stabilisation **.

Au niveau mitochondrial, Hsp70 bloque 1’apoptose induite par la chaleur en empéchant
la translocation et I’insertion de bax dans la membrane externe de la mitochondrie, évitant
ainsi le perméabilisation de la membrane et le relargage du cytochrome ¢ et AIF *°. Ce rdle
d’Hsp70 sur la translocation mitochondriale de Bax reste a déterminer dans les progéniteurs
érythroides.

En aval de la mitochondrie, Hsp70 inhibe 1’apoptose en aval du cytochrome ¢ et en
amont de I’activation de la caspase-3 en s'associant a Apaf-1, ce qui prévient le recrutement
de la pro-caspase-9 et la formation de I’apoptosome dans des lignées **.

Par ailleurs, Hsp70 inhibe également de la mort indépendante des caspases puisque
Hsp70 protege de la mort dans des conditions ol les caspases ne sont pas activées **'**.
Ainsi, la surexpression d’Hsp70 protege les cellules MEF Apaf-1" de 1’apoptose induite par

la privation en sérum

, montrant qu’Apaf-1 n’est pas la seule cible de 1’action anti-
apoptotique d’Hsp70. En effet, Hsp70 s’associe directement a AIF (Apoptosis Inducing
Factor), inhibe sa translocation nucléaire et la condensation de la chromatine induite par celle-

+ 302,303,304
C1 .

Le niveau endogene d’Hsp70 semble étre suffisamment élevé pour controler
I’apoptose induite par AIF puisque I’inhibition d’expression d’Hsp70 par un anti-sens
sensibilise les cellules a la privation en sérum et AIF **. De plus, au cours de la
différenciation érythroide reproduite dans la lignée humaine TF1 sous Epo, I’expression
d’Hsp70 est augmentée afin de maintenir AIF dans le cytosol et empécher les dommages a
I’ADN **.

Hsp70 peut aussi agir a des phases plus tardives de 1’apoptose. Lors de I’apoptose
induite par le TNF, Hsp70 n’empéche pas 1’activation de la caspase-3, mais empéche les
changements morphologiques caractéristiques de la mort telle que la morphologie nucléaire. Il

a été mis en évidence grice a des expériences de surexpression d’Hsp70 dans la lignée ME-

180 de carcinome cervical humain que 1’action anti-apoptotique d’Hsp70 contre 1’effet de la
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staurospaurine peut s’exercer en aval de 1’activation des caspases en bloquant la
fragmentation de I’ADN . En effet, ces cellules sont capables de reprendre une croissance
normale malgré la libération de cytochrome c et le clivage de substrats des caspases comme
PARP, PKC delta et cPLA,**. L’activité enzymatique de CAD et son repliement correct sont
régulés par Hsp70, sa-cochaperonne Hsp40 et ICAD. ICAD reconnait une forme de CAD
ayant un repliement intermédiaire conféré par Hsp70-Hsp40 *. Ces résultats indiquent que,
dans certaines conditions, le point de non-retour dans la voie de 1’apoptose se situe en aval de

I’activation des caspases.
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Figure 21 Roles anti-apoptotiques d’Hsp70.

Hsp70 bloque I’apoptose au niveau pré-mitochondrial en inhibant la signalisation induite par
le stress. Au niveau mitochondrial, Hsp70 empéche la perméabilisation de la membrane
mitochondriale en bloquant la translocation de Bax. Au niveau post-mitochondrial en
interagissant avec AIF et Apaf-1 ou en protégeant CAD. (D’apres la revue Garrido Cell Cycle
2006).
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Réle d’Hsp70 dans la dégradation protéasomale

Le r6le d’Hsp70 dans la dégradation protéasomale semble moins direct que pour
Hsp27 puisqu’il est médié par les co-chaperonnes CHIP (C-terminus of HSC70-interacting
protein) et Bag-1. CHIP est une ubiquitine ligase qui, en interagissant avec Hsp70, capture
efficacement les protéines dénaturées, les ubiquitine puis s’associe a la sous-unité 19S du
protéasome pour assurer leur dégradation **"****” Hsp70 agit donc comme un adaptateur pour
CHIP afin d’induire I’ubiquitinylation des protéines clients *'°. Une autre co-chaperonne
d’Hsp70, Bag-1, se lie aussi a la machinerie de dégradation des protéines *'"*'>, CHIP et Bag-1
cooperent pour moduler I’activité de la chaperonne dans le repliement des protéines vers la

dégradation *"*°"*,

Réle d’Hsp70 dans [’import nucléaire

Le transport de macromolécules entre le noyau et le cytoplasme est un procédé
cellulaire critique affectant directement I’expression génique et la transduction du signal. Le
transport bidirectionnel de macromolécules (protéines et ARNm) entre le cytoplasme et le
noyau a travers I’enveloppe nucléaire (NE ou nuclear envelope) est médié par le complexe du
pore nucléaire (NPC ou nuclear pore complex). Le NPC permet le passage par diffusion
passive de molécules de masse moléculaire de 40 kDa. Le transport de macromolécules telles
que des protéines ou ARNm se fait lui par un mécanisme signal et énergie-dépendant °".
L’import nucléaire de protéines karyophiles contenant une courte séquence d’acides aminés
appelée séquence de localisation nucléaire (NLS ou nuclear localization sequence) est un
procédé a plusieurs étapes débutant par la reconnaissance indépendante d’énergie de la
protéine substrat par des facteurs cytoplasmiques. Cette étape est suivie par 1’attachement du
complexe « substrat-récepteur » a la face cytoplasmique du NPC puis, par la translocation
dépendante d’énergie a travers I’élément de transport central. L’ import nucléaire de protéines
est contrdlé par des mécanismes spécifiques de substrats dont I’attachement, le masquage du
NLS ou des modifications covalentes du NLS. Le transport de kinases nucléaires et de
facteurs de transcription est, par exemple, contrdlé par phosphorylation *'°.

Cinq facteurs cytosoliques ont été identifiés comme nécessaires pour 1’import
nucléaire : le récepteur NLS/importine, p97, Ran GTPase/TC4, NTF2/B-2 mais également
Hsp70. En effet, un r6le d’Hsp70 dans le transport nucléaire est décrit dans différentes études.
Ainsi, I’'import de protéines contenant soit la NLS de I’antigéne grand T de SV40 ou de la
NLS de la nucléoplasmine est inhibé par microinjection d’anticorps anti-Hsp70 *'". Des études

in vitro ont montré la déplétion d’Hsp70 d’extraits cytosoliques empéche 1’import karyophile
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3318 Enfin, I’expression ectopique d’Hsp70 humain dans des cellules de souris complémente
le défaut d’import d’un mutant de la NLS de I’antigéne grand T de SV40 *'°. Ces résultats
indiquent qu’Hsp70 peut faciliter la liaison du NLS au récepteur NLS lors de la phase précoce
du ciblage. Par ailleurs, un niveau élevé d’Hsp70 est suffisant pour supprimer le défaut
d’import nucléaire de la protéine de fusion GFP- NLS de I’antigéne grand T de SV40 dans
des cellules mutées pour le NLS récepteur Srplp ou NUP82 codant une protéine dont la
fonction dans le NPC est ultérieure 2 I’attachement **°. Ces résultats montrent donc qu'outre le
role d’Hsp70 dans I’attachement, elle joue également un rdle lors de la phase de translocation
de I’'import nucléaire. Ceci, probablement par son activité chaperonne en favorisant la
formation et la stabilité du complexe Srplp-NLS-substrat. De cette maniere, Hsp70 traverse la
NE et entre dans le noyau comme facteur de transport en association avec le substrat NLS et
Srplp. Il a été montré qu’une mutation de NUP155, une nucléoporine qui est un composant
moléculaire critique pour 1’assemblage et la fonction du NPC, est responsable de la
fibrillation atriale. En effet, la perte de fonction de NUP155 provoque une diminution de la
perméabilité de la NE et une inhibition de 1’'import nucléaire d’Hsp70 (protéine) et de 1’export

nucléaire ’ ARNm d’Hsp70 **'.
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Résuliats

1 Role de la protéine de choc thermique Hsp70 au cours de la

différenciation érythroide terminale:

1.1  Contexte scientifique et situation du projet

Au cours de I’érythropoiese, GATA-1 est un facteur majeur de la différenciation
érythroide terminale en permettant I’expression du REpo, de la GPA, de la globine et en
coopération avec STATS, GATA-1 permet I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-X; .

Les caspases sont connues pour jouer un role dans I’apoptose, mais dans le laboratoire,
il a été montré que I’inhibition des caspases entraine 1’arrét de maturation des progéniteurs
érythroides au stade basophile, avant la condensation du noyau et de la chromatine. Au cours
de la différenciation érythroide, la caspase-3 est transitoirement activée ce qui permet le
clivage de protéines impliquées dans l'intégrité du noyau comme la Lamine B ou la
condensaion de la chromatine comme Acinus, sans induire de mort cellulaire puisque GATA-
1 n’est pas clivé. Ces résultats montrent un nouveau rdle des caspases comme enzymes clés

»!. Ainsi, le destin (apoptose versus

dans le processus de différenciation érythroide
différenciation) des précurseurs €rythroides est décidé en aval de 1’activation de la caspase-3.
Le passage apoptose versus différenciation serait donc déterminé par le choix des cibles
clivées par les caspases. Dans ce modele de différenciation induite par les caspases, il reste a
comprendre par quels mécanismes les cibles sont protégées du clivage puisque la protéine
GATA-1 colocalise avec la caspase-3 activée dans le noyau.

Dans mon travail de these, nous avons essayé de comprendre par quel mécanisme
GATA-1 n’est pas clivé alors que les caspases sont activées. Nous avons donc étudié le

mécanisme de protection de GATA-1 de la caspase-3 au cours dela différenciation érythroide

terminale.

1.2 Hsp70 regulates erythropoiesis by preventing caspase-3 mediated-

cleavage of GATA-1

Jean-Antoine Ribeil*, Yael Zermati*, Julie Vandekerckhove, Severine Cathelin, Joelle

Kersual, Michaél Dussiot, Séverine Coulon, Ivan Cruz Moura, Ann Zeuner, Thomas

Kirkegaard-Sgrensen, Bruno Varet, Eric Solary, Carmen Garrido & Olivier Hermine
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Hsp70 regulates erythropoiesis by preventing
caspase-3-mediated cleavage of GATA-1

Jean-Antoine Ribeil*, Yael Zermatit>*, Julie Vandekerckhove!, Severine Cathelin?, Joelle Kersual®,
Michaél Dussiot, Séverine Coulon®, lvan Cruz Moura®, Ann Zeuner’, Thomas Kirkegaard-Szrensen*,
Bruno Varet"®, Eric Solaryz, Carmen Garrido® & Olivier Hermine®”

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

a +Epo  -Epo b +Epo <

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

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

Figure 1| Hsp70 nuclear expression and co-
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erythroblasts is lost during erythropoietin-
induced apoptosis. a, Top three
rows: co-localization {white) of GATA-1 (red)
and active caspase-3 (p17 subunit, green) at day 7
with erythropoietin (+Epo, d7) or after cytokine
starvation for 5h (—Epo, h5). Bottom row:
moerphological (MGG) analysis of cytokine-
deprived cells {(magnification X40). b, Protein
expression for the indicated days (d2 to d8) in the
presence of erythropoietin. ¢, Top three rows:
Hsp70 (green) and GATA-1 (red) co-localize in
the nucleus in the presence of erythropoietin.
Bottem row: MGG analysis (z = 5).
d, e, Inmunoblot analysis (d) and confocal
microscopy analysis (e) at day 4, pretreated (+)
or not (—) with 20 nM leptomycin B (LMB) for
1h before being starved of erythropoietin
(—Epo) or not (+Epo) for 5h. One
representative experiment of three is shown.
Casp, caspase.
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During erythroid differentiation, caspase-3, and to a smaller extent
caspase-7 but not other caspases (Supplementary Fig. 52), is found
activated in the nucleus and co-localized with GATA-1 (Fig. la, b).
Bel-Xp, a key survival factor in erythropoiesis, prevents the release
of pro-apoptotic molecules from the mitochondria to the cytosol,
upstream of caspase activation'>'?; it therefore may not account for
the differential effect of activated caspases in erythropoietin-stimu-
lated and erythropoietin-deprived erythroblasts. Other protective
proteins include stress-inducible proteins such as the heat-shock
proteins Hsp90, Hsp70 and Hsp27. These molecular chaperones
modulate the assembly, transport and folding of other proteins™.
They also have key functions in cell survival after stressful stimuli,
for example by associating with apoptotogenic proteins downstream
of the mitochondria, including cytochrome ¢ (ref. 15), Apaf-1 (ref.
16) and apoptosis-inducing factor (AIF)". The inducible Hsp70 was
shown also to rescue cells from apoptosis at a later stage than any
other known survival factor, downstream of caspase activation'®.
Although its role is unknown, Hsp70 is expressed constitutively in
etythroid cells of Xenopus laevis'®. On the basis of these observations,
we examined whether Hsp70 was expressed during human erythroid
differentiation and whether it could protect GATA-1 from deavage
by activated caspases. We studied Hsp70 expression, localization and
interaction with GATA-1 during both erythroblast differentiation
and erythropoietin-starvation-induced apoptosis.

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

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

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

To further show the role of Hsp70 in determining the fate of
erythroblasts, Hsp70 expression was inhibited with an approach
involving RNA-mediated interference. Transient transfection of
Hsp70-specific short interfering RNAs (siRNA Hsp70) in erythroid
precursors significantly decreased the Hsp70 protein level 7.5-fold
and 4-fold at days 2 and 4, respectively (Fig 3a, b); this decrease was
observed both in the nucleus and in the cytoplasm {Supplementary
Fig. §5). At day 6, Hsp70 level in Hsp70-specific siRNA-transfected
cells had returned to the level observed in scramble siRINA-trans-
fected erythroid cells (data not shown). To achieve a greater inhibi-
tion of Hsp70 at the time of onset of caspase-3 activation, terminal
erythroid differentiation was accelerated by omitting stem cell factor
(8CF) from the culture medium®, because this omission did not
increase cell apoptosis (data not shown). In these culture conditions,
caspase-3 remained inactivated at day 2 and no significant difference
was observed between Hsp70-specific and control siRNA-transfected
cells with regard to GATA-1 expression, apoptosis and cell differenti-
ation. At the onset of caspase-3 activation (day 4), GATA-1 remained
intact in control siRNA-transfected cells, whereas the protein was
almost completely degraded in Hsp70-depleted cells (Fig. 3a, b). As
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Figure 2 | Co-immunoprecipitation of GATA-1 and Hsp70 during erythroid
differentiation. a, Immunoprecipitation (IP) of GATA-1 in whole cell
extracts at day 7 with erythropoietin (+ Epo, d7) or after cytokine starvation
for 2 and 5 h (—Epe, h2 and h5), and immuneblotting for indicated proteins.
b, Representation of Hsp70: ATP-binding domain (ABD) and peptide-
binding domain {PBD). ¢, Immuneprecipitation of GATA-1 in GATA-1-
transduced HeLa cells transfected with plasmids encoding Hsp70 or mutant
(AABD, APBD) proteins. d, e, SDS-PAGE analysis of in vitro-translated 3.
labelled GATA-1 and poly(ADP-ribese) polymerase (PARP) exposed to
recombinant caspase-3 and increasing amounts (0-1lg) of recombinant
Hsp70 or Hsp90 (1 ug) (d) or full-length or deleted mutants of Hsp70

(e). GATA-1* indicates a GATA-1 cleaved fragment. In all panels, one
representative experiment of three is shown. Casp, caspase.
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expected, the degradation of GATA-1 in Hsp70-depleted erythro-
blasts at day 4 was associated with a strong decrease in the expression
of GATA-1-regulated gene products; for example, fewer than 10% of
cells were haemoglobinized, in comparison with almost 50% in con-
trol cells (P < 0.005; data not shown) and Bel-Xp, protein level was
decreased (Fig. 3b). Depletion of Hsp70 also markedly decreased the
total cell number (Fig. 3d) while increasing the rate of cell death at
day 4 (40% in Hsp70-depleted versus 7% in control siRNA-trans-
fected cells; P = 0.007; Fig. 3¢). Morphological analysis of cells indi-
cated that Hsp70 depletion induced a decrease in cell differentiation
(Fig. 3¢, ); that is, the proportion of immature erythroblasts (iden-
tified by their basophilic cytoplasm and larger size) with nuclear
chromatin condensation was only 10% in Hsp70-depleted cells at
day 4, which was similar to that in control cells, whereas the propor-
tion of mature erythroblasts (identified by their acidophilic cyto-
plasm and smaller size) exhibiting nuclear features of apoptosis
was about 90% in Hsp70-depleted cells (P= 0.0004) (Fig. 3c, g).
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Figure 3 | Decreased Hsp70 content induces death of erythroblasts
undergoing differentiation. Analysis of erythroid progenitors 2 days (d2)
and 4 days (d4) after transfection with siRNA targeting Hsp70 or a
scrambled siRNA. a, Confocal microscopy analysis of GATA-1 and Hsp70
expression. b, Immunoblot analysis of indicated proteins in whole-cell
lysates. ¢, Cell and nucleus morphology assessed by MGG and TO-PRO-3
analysis at various magnifications. d, Growth curves. e, Percentage of cell
death. f, Percentage of mature cells. g, Percentage of mature cells exhibiting
morphological features of apoptosis. Graphed results are means and s.e.m.
for three independent experiments; open bars and symbols, scrambled
siRNA; filled bars and symbols, Hsp70 siRNA. Asterisk, P < 0.05.
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Similar results were obtained when Hsp70 expression was decreased
by the use of antisense oligonudeotides (Supplementary Fig. 56). We
also observed the same results in the presence of SCF, by using a
stealth Hsp70 siRNA that exhibits a longer half-life than standard
siRNAs, ruling out an increase in apoptosis due to the lack of SCF in
the culture medium (Supplementary Fig. 57). Taken together, these
findings indicated that Hsp70 depletion prevented erythroid cells
from undergoing terminal differentiation by allowing activated cas-
pase-3 to trigger apoptotic cell death.

To check whether the effect of Hsp70-targeting siRINA was due to
GATA-1 cleavage rather than to a general effect on cellular metabol-
ism, a previously described GATA-1 mutant (uG1)® that resists cas-
pase-mediated cleavage was retrovirally transduced in CD34-positive
cells. The same vector encoding wild-type GATA-1 (WT G1) and the
empty vector were used as controls. Cell proliferation was decreased
by 50% both in cells transfected with wild-type G1 and cells in trans-
fected with pGl, in accordance with previous observations®. As
expected, transfection with siRNA targeting Hsp70 in cells trans-
duced with either the empty or the wild-type GATA-1-encoding
vectors resulted in a decrease in GATA-1 expression (Fig. 4a), cell
expansion (Fig. 4b) and cell maturation (Fig. 4d), while increasing
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Figure 4 | Transduction of istant GATA-1 mutant protects

erythroblasts from death after depletlun of Hsp70. CD34" haematopoietic
cells transduced with an empty vector (Co), a vector encoding wild-type
GATA-1 (WT G1), or Asp 125-mutated GATA-1 (UG1) were transfected
with Hsp70 siRNA or scrambled siRNA (5c). a, Confocal microscopy
analysis of GATA-1 and Hsp70 expression. Cell maturation was assessed by
morphological (MGG) analysis. b, Cell expansion assessed at day 2 (open
bars) or day 4 (filled bars). ¢, Percentage of trypan-blue-positive cells.

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

On the basis of these observations, we propose a model in which
erythropoietin protects erythroid cells undergoing differentiation
from caspase-mediated apoptosis by regulating the cellular local-
ization of Hsp70 (Supplementary Fig. 58). This model provides a
potential explanation for the lack of cell death when caspases are
activated in erythroid cells undergoing terminal differentiation®".
Bcl-X; is a key protein in erythroid progenitor survival®; it acts by
preventing the release of pro-apoptotic molecules from the mito-
chondria™?, Our results strongly indicate that Hsp70 is another
key erythroid antiapoptotic protein that acts both upstream and
downstream of Bel-Xy. First, by protecting GATA-1 from caspase-
3-mediated cleavage, Hsp70 maintains Bcl-X; expression, in synergy
with erythropoietin. Second, Hsp70 saves erythroid progenitors in
which caspases are activated from apoptosis-inducing GATA-1 pro-
teolysis. We cannot exclude the possibility that, in addition to these
two effects, Hsp70 limits caspase-3 activation by interacting with
Apaf-1, thus preventing the formation of the apoptosome'®?.

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

METHODS

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

Hsp70 and Hsc70

In humans, the inducible Hsp70 and the cognate Hsc70 proteins belong to a same family of
proteins, and are encoded by distinct genes with some homologies (e.g. human Hsc70
demonstrated up to 80% homologies with human Hsp7417). In many cell types, Hsc70 is
constitutively expressed and insensitive to stress, whereas Hsp70 is highly sensitive to stress.
In Xenopus Laevis erythropoiesis, Asp70 gene is constitutively transcribed at earlier stages of
differentiation and heat shock-dependent at later stages (orthochromatic erythroblasts) (RS
Winning and LW Browder, 128 (1):111-120, 1988 Dev Biol). To date, the expression and the

role of Hsp70 are unknown in human erythropoiesis.

Supplementary methods

Reagents

Antibodies used included those targeting GATA-1 (N1 and C20 for immunoblot; N6 for
confocal immunofluorescence microscopy and immunoprecipitation), Lamin B (M20), Hsp27
(M20) and Actin (I19) from Santa Cruz, Bel-Xi (610211) from BD Biosciences, GPA
(555569) from BD Pharmingen, Hsp70 (SPA-812), Hsp90 (SPA-830) and Hsc70 (SPA-815)
from Stressgen Laboratories, activated caspase-3 from Cell signaling (#9661) for confocal
microscopy and from Neomarkers (RB-1197) for immunoblotting. TO-PRO-3 (T-3605) and
Orange Sytox (S11368) were from Molecular Probes, anti-rat-cy3 (712-166-153) and rabbit-
cyS (111-175-144) from Jackson ImmunoResearch, and rat immunoglobulin G (R 5005) from
Sigma. Leptomycin B was a gift from Dr. A Benmerah, (Cochin Institute, Paris).

In vitro generation of erythroid cells.

Umbilical cord blood units from normal full-term deliveries were obtained, after informed
mothers” consent, from the Obstetrics Unit of Hépital Necker-Enfants Malades. CD36"
erythroid progenitors, generated from 7 days I1.-6 (100 ng/ml) +IL-3 (10 ng/ml) +SCF (100
ng/ml)-cultured CD34" progenitors isolated from cord blood (Miltenyi CD34 Progenitor Cell
Isolation Kit), were cultured in the presence of I1.-3 (10 ng/ml) + SCF (100 ng/ml) + Epo
(2U /ml) in IMDM (Gibeo cell culture) supplemented with 13% BIT 9500 (Stem Cell
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Technologies) as described earlier [1]. After seven days of culture, apoptosis was induced by

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

Immunoblot analyses.

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

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

by chemiluminescence using SuperSignal West Dura (Pierce).

Generation of Hsp70 mutants

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

Cell fractionation and immunoprecipitation

Protein-protein  interactions between GATA-1 and Hsp70 were determined by
immunoprecipitation (IP) experiments. Cell fractionation was performed by incubating the
cells in ice-cold buffer [250mM sucrose, 20mM HEPES, 10mM KCI, 1.5mM MgCl,, ImM
EDTA, ImM EGTA, 1ImM orthovanadate, ImM PMSF, ImM DTT, and 10pug/ml of
aprotinin, leupeptin, pepstatin (pH 7.4)], then by homogenization in a Potter-Thomas
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homogenizer. Nuclei were pelleted via a 10 min, 3,200 rpm spin and the supernatant
(cytoplasm) was collected [2]. Nuclei and whole cells (obtained from 107 cells) were lysed on
ice in an IP buffer (1% NP40, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 65mM Tris Hel pH 8, 50mM
Hepes, 3% glycerol, ImM orthovanadate, ImM PMSF, ImM DTT, and 10pg/ml of aprotinin,
leupeptin, pepstatin) for 20 min, then spun at 14,000 rpm for 30 min and the supernatant was
collected. Nuclei or whole cell lysates were incubated on ice for 1.5 hours with either an anti-
GATA-1 (2 pg) or and anti-Hsp70 (1/100) antibody in the presence of 50 ul Protein G
Microbeads (Miltenyi). The immune complex was immobilized to a pColumn, isolated

according to the manufacturer’s instructions and analyzed by immunoblotting.

In vitro GATA-1 cleavage assays

GATA-1 and PARP cDNAs subcloned in PET21 plasmid in frame with amino-terminal T7
tag (GATA-1-PET, PARP-PET) (kindly provided by Dr De Maria and A Zeuner, Roma,
Italy) were transcribed by using the In Vitro Translation Kit (1.4610) from Promega in the
presence of [*S]-methionine (Amersham Biosciences). Two ul of GATA-1 or PARP
translation reaction were preincubated with either human recombinant Hsp70 (NSP-555) (0 to
1ug) or Hsp90 (SPP-770) (1ug) from Stressgen Laboratories and Hsp70 mutants (AABD or
peptide APBD) in a stochiometric manner (~1pg HSP70) for 40 minutes at room temperature
in buffer (25mM Hepes, 0.1% Chaps, 5SmM DTT, lmM EDTA, PH7.5) in a final volume of
135ul, then incubated for 1h at 37°C with 70ng recombinant caspase-3 in a final buffer volume
of 25ul. Reaction products were run on 10% acrylamide gel, and GATA-1 and PARP
products were analyzed by autoradiography of dried gel.

Hsp70 siRNAs.

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

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

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

hours later.

Transfection of hematopoietic progenitors.

2.10° of five days IL-6 (100 ng/ml) +IL-3 (10 ng/ml) +SCF (100 ng/ml)-cultured CD34" cells
were transfected in a Human CD34 Cell Nucleofector buffer with 10ug of siRNA using a
Nucleofector (Amaxa Biosystems) according to the manufacturer’s protocol. Cells were then
cultured for 1 day with IL-6+IL-3+SCF. Thereafter, dead cells were removed with Dead Cell
Removal Kit (Milteny1). Transfection efficiency of the non-silencing Alexa Fluor 488 labeled
siRNA was examined by FACS analysis (>90% of viable cells) (data not shown). Remaining

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

Production of retroviral particles and infection of haematopoietic progenitors.

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

Cell permeabilization and labelling for Fluorescence microscopy

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

hour at room temperature, then anti-rabbit Cy5 for 45 minutes at room temperature. Nuclei
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were stained with TO-PRO-3. and slides were examined with a confocal laser microscope
(LSM 510 Carl Zeiss).

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

room temperature before confocal laser microscope observation.

Supplementary figure legends

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

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

Figure 28S. Caspase 3 is the main caspase activated in the nucleus of erythroblast during
erythroid differentiation.

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

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

Figure 3S. Nuclear colocalization of Hsp70 and GATA-1 in GPA positive cells from
fresh normal human bone-marrow.
Expression analysis by confocal microscopy in normal fresh bone-marrow cells of a- GPA

(blue), GATA-1 (red) and Hsp70 (green). White hue shows GATA-1 and Hsp70
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colocalization. b- GPA (blue), Hsp70 (green), DNA (yellow). ¢- Morphologic analysis after
May Grunwald staining (MGG).

Figure 4S. Ability of Hsp70 interaction with GATA-1 is not affected by Epo starvation.

CD36" cells cultured for 7 days in the presence of Epo+IL-3+SCF and then Epo-starved (-
Epo) or not (+Epo) for 5 hours. Nuclear proteins were immunoprecipitated using an anti-
GATA-1 antibody, then immunoblotted for indicated proteins. A 5-fold increase in the input

of nuclear extract from cells starved of Epo (h5x5) is compared to non starved cells (d7).

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

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

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

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

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

loading control.

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

After 5 days of culture in the presence of IL-3+IL-6+SCF, CD34' progenitors were
transfected with 10 pg of an siRNA stealth targeting Hsp70 or a control siRNA stealth. Two
days after transfection, cells were diluted to 4.10° cells/ml, then cultured in the presence

Epo+IL-3 and in the presence of SCF for indicated times (days). a- Growth curves. b-
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Percentage of cell death. ¢- Percentage of mature cells. d- Percentage of mature cells
exhibiting morphological features of apoptosis. Results are the mean +/- SD of 3 independent
experiments. * p < 0.05. e- Immunoblot analysis of Hsp70 in whole cell lysate at day 2 of

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

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

during erythroid differentiation.
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Fig 8S

Cytoplasm

SURVIVAL and MATURATION APOPTOSIS

1.3 Conclusions article 1

Dans les érythroblastes en cours de maturation, la caspase-3 est activée transitoirement
sans induction de 1’apoptose. Nos résultats montrent que ce phénomene est en partie 1ié a
Hsp70, connue pour réguler le repliement, I’activité et la dégradation de protéines. Dans ce
travail, nous montrons qu’Hsp70 a aussi une fonction dans la maturation érythroide et plus
particulierement, dans la protection de GATA-1 du clivage par la caspase-3 activée au cours
de la différenciation érythroblastique.

Dans un premier temps, nous avons montré que 1’expression d’Hsp70 est
physiologique et non pas la conséquence d’un stress induit par la mise en culture. Parmi des
cellules non cultivées issues de prélevements de moélles normales, les cellules érythroides
médullaires expriment Hsp70. Depuis vingt ans, plusieurs groupes ont noté qu’Hsp70 est
fortement exprimée dans les précurseurs €rythroides et ce, de manicre basale, méme en

I’absence de choc thermique 7224325326327

. L’expression d’Hsp70 au cours de la
différenciation érythroide terminale est peut-tre régulée par GATA-1 puisque dans la lignée
K562, GATA-1 se fixe sur le promoteur d’Hsp70, permettant ainsi I’expression de la protéine
anti-apoptotique ***.

Nos résultats indiquent que dans les érythroblastes primaires, Hsp70 est localisée dans
le cytoplasme mais aussi dans le noyau ou elle interagit avec GATA-1. In vitro, un mutant
d’Hsp70 dépourvu de son site de liaison peptidique (PBD) n’interagit plus avec GATA-1. Par
test de clivage in vitro, nous avons montré qu’Hsp70 et non Hsp90 protege GATA-1 du
clivage par la caspase-3. A I’inverse, lors de la privation des érythroblastes en Epo, Hsp70 est

délocalisée du noyau vers le cytoplasme, induisant ainsi la perte de protection de GATA-1 et

son clivage par la caspase-3 activée, ce qui conduit a la mort des cellules par apoptose.
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L’inhibition d’expression d’Hsp70 par siRNA dans des progéniteurs érythroides humains
entraine le clivage de GATA-1 au moment de I’activation de la caspase-3. Ceci induit une
diminution des genes régulés par GATA-1, incluant I’hémoglobine et la protéine Bcl-X, et a
pour conséquence 1’arrét de différenciation et 1’induction d’apoptose. Cette apoptose est
spécifique du clivage de GATA-1 et n’est pas liée a une altération plus globale du
métabolisme cellulaire puisqu’un mutant de GATA-1 non clivable par la caspase-3 est capable
de réverser le phénotype lors de 1’inhibition d’Hsp70 par siRNA. Dans ce modele, I’Epo
détermine le sort des érythroblastes (apoptose versus différenciation) en aval de I’activation
de la caspase-3 en régulant la localisation d’Hsp70 (cytoplasmique versus nucléaire et
cytoplasmique). Une étude dans la lignée humaine TF1 montre également un réle d’Hsp70 au
cours de la différenciation érythroide, mais cette fois, en amont de la caspase-3. Lors de la
différenciation induite par I’Epo, Hsp70 lie et séquestre AIF dans le cytosol limitant ainsi son

activité apoptotique **.
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2 Le SCF régule la localisation d’Hsp70 au cours de la différenciation

érythroide terminale normale et pathologique.

2.1  Contexte scientifique et situation du projet

L’érythropoiese est régulée positivement par deux facteurs indispensables a la
prolifération et la survie des progéniteurs €ythroides, le SCF pour les phases précoces
jusqu'au stade CFU-E et I’Epo a partir des CFU-E jusqu'au stade des érythroblastes ’. Le SCF
agit sur son récepteur c-Kit, un récepteur a tyrosine kinase, et induit des signaux
intracellulaires essentiellement de survie et de prolifération pour les progéniteurs érythroides.
L'activation de la PI3-K par c-Kit est sans doute une des voies principales pour permettre la
prolifération et la survie, par l'intermédiaire de la phosphorylation de la protéine AKT **.

Au cours de la différenciation érythroide terminale, notre équipe a mis en évidence
qu'Hsp70 est un nouvel acteur essentiel grace a son interaction avec une de ces cibles des
caspases. Hsp70 joue un réle anti-apoptotique majeur en empéchant le clivage de GATA-1 par
la caspase-3 activée transitoirement lors de la maturation érythroide. De facon intéressante,
nous avons observé qu’au début de la différenciation érythroide terminale, Hsp70 est
majoritairement localisée dans le cytoplasme. A partir du stade d’érythroblaste basophile, lors
de la phase d’activation des caspases, Hsp70 s’accumule dans le noyau ou elle protege
GATA-1 du clivage par la caspase-3 **’.

Dans cette seconde partie de ma these, le but était de déterminer par quel mécanisme
Hsp70 s’accumule dans le noyau des érythroblastes basophiles. Il est connu que 1’expression

de c-Kit est diminuée au stade d’érythroblastes basophile

ce qui concorde avec
I’accumulation nucléaire d’Hsp70. Nous avons donc émis I’hypothése que la modulation de
I’expression de c-Kit pouvait étre responsable de la localisation subcellulaire d’Hsp70.
Au-dela de I’érythropoiese normale, nous avons également voulu vérifier si notre
modele pouvait s’étendre a une pathologie érythroide. Nous avons étudié le syndrome
myélodysplasique (SMD) de bas grade qui s’accompagne d’un arrét de maturation et d’une
apoptose des érythroblastes, un phénotype similaire a celui observé dans les érythroblastes

invalidés pour Hsp70.
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Abstract:

Transient caspase-3 activation is required to complete terminal erythroid differentiation.
Nevertheless, in erythroid precursors, caspase -3 activation does not lead to apoptosis. This is
due to the fact that the transcription factor GATA-1 is protected from caspase-3-mediated
cleavage by the chaperone protein Hsp70. In this context, GATA-1 can promote the
expression of anti-apoptotic as well as pro-differentiation genes. Interestingly, GATA-1
expression appears to be impaired in erythroid cells from MDS patient. These observations
underly the importance of GATA-1 integrity and by extension, of Hsp70 cellular localization
during the erythropoiesis process. However, up to date, nothing was known about the
mechanisms regulating the trafficking of Hsp70 in erythroblasts.

Using primary erythroblast cells, we demonstrate that during the early steps of erythroid
differenciation, the serine 400 residue of Hsp70, located in its NES, is phosphorylated via
AKT after SCF activation of its receptor c-Kit. This phosphorylation results in nuclear export
of the Hsp70 protein into the cytoplasm. Progressively, c-Kit expression and AKT activation
decrease leading to the accumulation of the S400 unphosphorylated form of Hsp70 into the
nucleus. Thus, at the basophilic stage, Hsp70 can interact with GATA-1 and protect it from
caspase-3 proteolysis. This model was confirmed by analysing c-Kit expression and Hsp70
localization in low grade MDS blasts. Indeed, we show here that MDS cells, Hsp70
accumulate into nucleus leading to GATA-1 cleavage, resulting in apoptosis and
differentiation arrest.

All together our results supports the fact that Hsp70 is a key regulator of the erythroid

differentiation process and that Hsp70 activity can be impaired in pathological context.
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Introduction:

Erythropoiesis is a multistep process leading to red cell production. This process is regulated
by number of growth factors, among which stem cell factor (SCF) and erythropoietin (Epo).
Studies performed with mutant mice lacking the normal expression of SCF or its receptor c-
Kit or Epo receptor (EpoR), exhibit severe defects in erythroid development and die of
anaemia . There is a continuous cellular process from the earliest BFU-E depending mainly
from SCF * to the latest CFU-es requiring Epo for survival °. First, c-Kit is highly expressed
on the cell surface of BFU-E but progressively decrease from the CFU-E to finally disappear
at the basophilic erythroblasts stages ®. The role of the c-Kit receptor on erythroid progenitors
is to mediate SCF stimulatory effects on cell survival and proliferation and to transmit the
SCF inhibitory effect on cell differentiation ’. The binding of SCF to ¢c-Kit initiates a series of
intracellular signalling cascade involving phosphatidylinositol 3-kinase p85 subunit (PI-
3Kinase)/AKT but also the Ras GTPase activating protein, SHP2 phosphatase and Sre kinases
810 L ater, CFU-E progenitors express markedly less ¢-Kit protein but increased cell surface
Epo receptor (EpoR) compared with earlier BFUe progenitors. In that context, Epo
stimulation of the EpoR is essential for the survival and differentiation of these cells > '
EpoR belongs to class I cytokine receptor family, and initiates signalling by activating Janus
kinase (JAK) 2 '2. Activated JAK2 phosphorylates the EpoR which results in the recruitement
and activation of Stat5a/b, p85a regulatory subunit of PI-3Kinase, Lyn tyrosine kinase,
SHP1, SHP2, SHIP, and suppressor of cytokine signalling (SOCS) '*'7. Subsequently, Stat3,
in cooperation with the main erythroid transcription factor GATA-1, stimulates the expression
of pro- differenciation and anti-apoptotic proteins '*, allowing erythroid cell maturation. Thus,
CFUe give rise to the first morphologically identifiable cell of the erythrocyte lineage the
proerythroblast, which then differentiates successively into the basophilic erythroblast, the
polychromatophilic erythroblast and the acidophilic erythroblast, which is the latest nucleated
cell of the mammalian erythrocyte lineage.

Transient caspase-3 activation is required to cleave several target proteins implicated in
morphological changes associated terminal erythroid differentiation like nucleus and
chromatin condensation °. Despite such a context ol caspase-3 activation, erythroid
precursors appears to be protected from apoptosis. We have shown that this is due to GATA-1
protection by the chaperone protein Hsp70. Indeed, at the onset of caspase-3 activation,
Hsp70 translocates into the nucleus and interacts with the transcription factor GATA-1 to

protect it from caspase-3 cleavage. Hsp 70 mediated GATA-1 protection allows the
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expression of the anti-apoptotic Bel-xL protein and several differenciation markers leading
ultimately to enucleation 2,

MDS comprise a heterogeneous group of disorder of hematopoietic stem cells characterized
by a hypercellular bone marrow with several morphologic features of dysplasis, associated
with peripheral blood cytopenias affecting red blood cells, granulocytes and platelets. The
new OMS classification that shares MDS according to number of blasts in bone marrow and
21

cytogenetics abnormalities

medullary blasts and high risk MDS with blasts between 11 and 19%. The MDS frequently

allows separation of low risk MDS with less than 10%

evolves to acute myeloid leukaemia (AML). Common features of low risk MDS (refractory
ancmia (RA), 5q- syndromes, refractory anemia with ring sideroblasts (RARS), refractory
anemia with excess blasts (RAEB) and refractory anemia with less than 10% medullary blasts
(RAEB-1)) are excessive apoptosis of hematopoietic precursors in the bone marrow =,
abnormal growth of erythroid progenitors such as erythroid burst-forming units (BFU-Es) and
erythroid colony-forming units (CFU-Es) and dysplasy of erythroid cells. Interestingly, low
grade MDS shares similar features with symptoms displayed by Gata™ mice . Moreover, it
appears that low grade MDS are associated with GATA-1 decreased expression. GATA-1
downregulation is responsible for differentiation arrest and increased apoptosis of low grade
MDS erythroblasts since exogenous expression of GATA-1 resistant to caspase-3 cleavage
rescued eythroid differentiation of these cells (manuscript in preparation).These data highlight
the importance of GATA-1 expression during terminal erythroid differenciation and by
extension, the crucial involvement of Hsp70 nuclear accumulation at the onset of caspase 3
activation to mediate GATA-1 protection. However, a remaining question had to be
addressed: how is Hsp70 cellular localization regulated during the erythroid differenciation
process?

In this study, we demonstrate that Hsp70 localization is post-translationally regulated by AKT
phosporylation following SCF binding to c-Kit. This phosphorylation promotes the nuclear
export of the chaperone. Thus, Hsp70 displays a weak nuclear/cytoplasmic localization at the
BFU-E stage. Latter at the CFU-E stage, decreased c-Kit expression leads to a downregulation
of Hsp70 phosphorylation by AKT. In this context, unphosphorylated form of Hsp70
accumulates in the nucleus of erythroid precursors where it can protect GATA-1 from
caspase-3-mediated cleavage. This model is consistent with what we observe in low grade
myelodysplastic syndromes. Indeed, we show that low grade MDS cells display long term c-
Kit overexpression leading to Hsp70 nuclear export defect and as a consequence, caspase-3

mediated GATA-1 degradation, apoptosis and a differentiation arrest.
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Materiel and method

In vitro generation of erythroid cells.

Umbilical cord blood units from normal full-term deliveries were obtained, after informed
mothers’ consent, from the Obstetrics Unit of Hopital Necker-Enfants Malades. CD36~
erythroid progenitors, generated from 7 days IL-6 (100 ng/ml) +IL-3 (10 ng/ml) +SCF (100
ng/ml)-cultured CD34" progenitors isolated from cord blood (Miltenyi CD34 Progenitor Cell
Isolation Kit), were cultured in the presence of IL-3 (10 ng/ml) + SCF (100 ng/ml) + Epo
(2U /ml) in IMDM (Gibco cell culture) supplemented with 15% BIT 9500 (Stem Cell

Technologies).

MDS Patients and controls

Patients with low grade MDS were tested, including refractory anemia or refractory cytopenia
(RA/RC) and RAEB with less than 10% blast cells, as referred to the WHO classification. All
patients were at diagnosis or received only supportive care with blood transfusion. MDS and
normal bone marrow samples from volunteers were obtained by sternal aspiration. Normal
CD34+ cells were also purified from peripheral blood cytapheresis. All patients and
volunteers were informed and gave their consent according to the recommendations of the

local ethics committee.

In-vitro culture of MDS erythroid progenitors

For erythroid cell expansion, CD34+ cells were isolated from the mononuclear cell fraction of
bone marrow samples or cytapheresis products using the MidiMacs system (Milteny1 Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany). CD34+ cells, which purity was higher than 85%, were
cultured at 0.5 x 10°mL for 14 days in IMDM containing 20% BIT 9500, 10™M,
penicillin/streptomycin, rHuEpo 1 UI/mL, SCF 50 ng/mL, IGF-1 40 ng/mL and
dexamethasone 10°M. Cells were diluted every 2 days in the same medium until day 10.
From day 10 to 14, cells were switched to Epo (1 Ul/mL) and insulin (1 Ul/mL) to obtain

terminal erythroid differentiation.

Cell Proliferation, differentiation and apoptosis assay
Throughout the culture, cell differentiation was assessed by morphological analysis of cells

after cytocentrifugation and May-Griinwald Giemsa coloration, and by analysis of

87



glycophorin A and hemoglobin expression by flow cytometry and benzidine staining,
respectively. Cell proliferation was assessed by counting cells every dau after trypan blue dye
exclusion staining. Apoptosis was assessed by annexin V binding and propidium iodide (PT)

staining

Immunoblot analyses.

Cells were lysed in Laemmli buffer (whole cell lysates) or lysed 5 min on ice in a lysis buffer
(0.2% NP40, 20mM Hepes pH7.9, 10mM KCI, ImM EDTA, 10% glycerol, 1 mM
orthovanadate, 1mM PMSF, I mM DTT, and 10pg/ml of aprotinin/leupeptin/pepstatin)
before centrifugation (5 min, 14,000 rpm) and supernatant collection (cytoplasmic extracts).
Remaining pellets were washed with PBS1 mM orthovanadate then lysed (350mM NaCl;
20% glycerol; 20mM Hepes pH 7.9; 10mM KCl; ImM EDTA; 1mM orthovanadate, 1mM
PMSF, 1mM DTT, and 10pg/ml of aprotinin/leupeptin/pepstatin), incubated for 30 min on ice
and centrifuged for 20 min at 14,000 rpm before collecting the supernatant (nuclear extracts).
Whole lysates of 5 x 10° cells or 50pg of proteins of nuclear or cytoplasmic extracts were
resolved on 12% acrylamide gels and analysed by immunoblotting. Antigens were visualized

by chemiluminescence using SuperSignal West Dura (Pierce).

CD36 cell fractionation and immunoprecipitation

Protein-protein interactions between Hsp70 and AKT or Lyn were determined by
immunoprecipitation (IP) experiments. Cell were lysed 30 min on ice in a lysis buffer [20mM
Tris, 2mM EDTA, 150mM NaCl, 0,1% NP40, 1mM orthovanadate, 10mM NaF, lmM PMSF,
and 10pg/ml of aprotinin, leupeptin, pepstatin) then spun at 14,000 rpm for 10 min and the
supernatant was collected. Cell lysates were incubated on ice for 1 hour with 2 ug of either an
anti-Hsp70 (rabbit) or anti-AKT (mouse) antibody precoupled to 40 pl Protein A and Protein

G Microbeads (GE Healthcare). The immune complex was analyzed by immunoblotting.

Generation of Hsp70 mutants

The mutant constructs of HSP70, S400A, S400D, Y524PheA and Y452D were done by
directed mutagenesis following the instruction of the supplier (Stratagen’s QuickChange II
site directed mutagenesis Kit, Agilent technology, Massy, France). The pcdna3 HSP70WT

plasmid was used as a template for the annealing of the following mutagenic oligonucleotides:
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S275A reverse primer (5° CTG GGT GCT GGA CGC CAG GGT CCT CT 3°), forward
primer (5" AG AGG ACC CTG GCG TCC AGC ACC CAG 37), 5275D reverse primer (5’
GGC CTG GGT GCT GGA ATC CAG GGT CCT CTTG 3°), forward primer (5° CAAG
AGG ACC CTG GAT TCC AGC ACC CAG GCC 37), S400A reverse primer (5" TG GAC
GTG GCT CCC CTG GCG CTG GG 37), forward primer (5° CC CAG CGC CAG GGG
AGC CAC GTC CA 37), S400D reverse primer (5° TG GAC GTG GCT CCC CTG GAC
CTG GGG CTG AC 3°), forward primer (5" GT CAG CCC CAG GTC CAG GGG AGC
CACGTCCA 37)

Transfection of 293T cells.

293T cells were cultured in DMEM (Gibco cell culture) supplemented with 10% serum
(Biowest, Abcys), PS and Glut. One day before transfection, 2,5 10° cells were plated in
DMEM without antibiotics. Confluent cells were transfected with 20 ug of wild type or
mutated Hsp70 constructs (subcloned in pcDNA3 vector) or MYR-EGFP-AKTI1* ¢cDNAs
subcloned in PcDNA3 plasmid (kindly provided by Dr Letard and Dubreuil, Marseille,
France) or Lyn Y508F cDNAs subcloned in pPCDNAIAmp plasmid (kindly provided by Pr De
P. Klinken, Pearth, Australia) in Opti-MEM (Gibco cell culture) without serum using
lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) following the manufacturer’s instructions, and

analyzed 48 hours later.

293T cell fractionation and immunoprecipitation

Protein-protein interactions between HA tagged-Hsp70 and AKT or Lyn and phosphorylation
of HA tagged-Hsp70 by AKT or Lyn were determined by immunoprecipitation (IP)
experiments. Transfected cell were lysed 30 min on ice in a lysis buffer (S0mM Tris (pHS,0),
150mM NaCl, 1% Triton) then spun at 10,000 rpm for 10 min at 4°C and the supernatant was
collected. Cell lysates were incubated on ice for 30 min with 50 pl of anti-HA Microbeads
Microbeads (Miltenyi) and separate on pcolomn following the manufacturer’s instructions
(LMACS Epitope Tag Protein isolation kit, Miltenyi) . The immune complex was analyzed by

immunoblotting.

Transfection of hematopoietic progenitors.

4.10° of six days Epo (2UI/ml) +IL-3 (10 ng/ml) +SCF (100 ng/ml)-cultured CD34" cells
were transfected in a Human CD34 Cell Nucleofector buffer with 5pg of plasmid using a
Nucleofector (Amaxa Biosystems) according to the manufacturer’s protocol. Cells were then

cultured for 1 day with Epo+IL-3+SCF. Thereafter, dead cells were removed with medium
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washes. Transfection efficiency of the non-silencing Alexa Fluor 488 labeled siRNA was
examined by FACS analysis (>90% of viable cells) (data not shown). Remaining alive cells

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

Cell permeabilization and labelling for Fluorescence microscopy

5.10" cells were washed, spin on slides, acetone fixated, hydrated with cold 1X PBS/1% BSA
for 30 minutes, treated with formaldehyde (Sigma) for 15 minutes, then with methanol
(Prolabo) for 10 minutes at room temperature. Cells were then permeabilized with 1X
PBS/0.2% Triton X100 (Sigma) for 10 minutes at 4°C, washed with 1X PBS/1% BSA and
incubated in 3% BSA for 30 min. They were then sequentially incubated with antibodies
diluted in 1XPBS/1% BSA/0.1% Tween (Sigma): anti-GATA-1 overnight at 4°C; then anti-
rat-Cy3 for 45 minutes at room temperature, then rabbit anti-Hsp70 for 1 hour at room
temperature, then anti-rabbit CyS for 45 minutes at room temperature. Nuclei were stained
with IP and slides were examined with a confocal laser microscope (LSM 510 Carl Zeiss).
Fresh normal bone marrow cells were separed by centrifugation on Ficoll, spin on slides and
fixed with acetone. Permeabilization and labelling with anti-GATA-1 and anti-Hsp70
antibodies was performed as above. Then, the cells were incubated for 1 hour at room
temperature with anti-GPA antibody and DNA was stained with Orange Sytox for 5 min at

room temperature before confocal laser microscope observation.

Lentiviral production and MDS cell transduction

WT-Hsp70 and the nuclear mutant Hsp70-S400A were cloned in the
pTripAU3EFlalentiviral vector upstream a IRES..,,~-Green Fluorescent Protein (GFP)
cassette. Infectious vector particles were produced in 293T cells by transient co-transfection
with the p8.9 and the VSV-G encoding plasmids. The empty vector devoid of insert was used
as control.

Vector particles were produced by lipofectamine2000 (Invitrogen)cotransfection of 293T cells by
the vector plasmid, an encapsidation plasmid (p8.91) lacking all accessory HIV-1 proteins,
and an expression plasmid (pHCMV-G) encoding the vesicular stomatitis virus (VSV) envelope.
CD34+ cells were transduced twice with viral supernatants at day 1 and 2 after purification.
On day 3, cells were washed twice and seeded in medium for erythroid culture.

Transduction efficacy was measured as the percentage of GFP-positive cells (FL1). Apoptosis

and differenciation markers were always quantified in the GFP-positive population (FL1)
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Results:

Decreased c-Kit expression and subsequent decreased AKT activation induced Hsp7()
nuclear accumulation

¢-Kit expression is decreasing during erythroid differentiation leading to a gradual loss of the
SCF signalling. Interestingly we have found that, at day 3 of primary erythrolasts culture
under SCF and Epo, Hsp70 is mainly localized into cytoplasm and a small fraction is nuclear
(Hsp70 ratio N/C= 0,15). By contrast, at day 6, concomitantly with ¢-Kit down-modulation,
Hsp70 is accumulated into nucleus (Hsp70 ratio N/C= 0,24 at day 6, 0,32 at day 8 and 0,42 at
day 10) (figure 1A) without any protein stabilisation since total Hsp70 expression is constant
in total cell lysate (figure 1B). This result suggests that c-Kit activation through SCF is
involved in Hsp 70 nuclear localisation.In order to confirm this hypothesis, we mimicked c-
Kit loss by SCF starvation at day 4 erythroblasts for 18 hours. Figure 1C shows that over
night SCF starvation induced Hsp70 nuclear accumulation.

This result confirms that Hsp70 subcellular localization is regulated through c-Kit signalling.

Downregulation of the AKT pathway through c-Kit loss is responsible for Hsp70 nuclear
accumulation

After binding to its receptor c-Kit, the SCF activates a series of intracellular signalling
cascades which the main one is the phosphatidylinositol 3-kinase p85 subunit (PI-3K)/AKT
pathway. As already mentioned, along erythroid differentiation, Hsp70 nuclear accumulation
coincides c-Kit downregulation but also with decreased phosphorylated AKT (Figure 1A).
This observation suggests that the PI-3K/AKT pathway besides playing a key role in
proliferation and survival, could also be involved in Hsp 70 cellular localization in
erythroblasts. In attempt to confirm that c-Kit mediated activation of the PI3K/AKT pathway
is involved in Hsp70 localization, day 4 normal primary erythroblasts were treated with 25uM
of the PI3K inhibitor LY294002 and Hsp70 localization was evaluated by cellular fractioning
and immunoblot analysis. Our results show that PI3K inhibition, as well as SCF starvation,
induces Hsp70 nuclear accumulation (figure 1C).

Thus c-Kit, through PI3K/AKT activation, is involved in Hsp70 cytoplasmic localization and
a decrease of PI3K/AKT signalling is responsible for Hsp70 nuclear accumulation at the

basophilic stage of terminal erythroid differentiation process.
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Hsp70 is a substrate for AKT phosphorylation

Since Hsp70 cellular localization appears to be related with the activation level of the PI-
3K/AKT pathway, we tested the hypothesis that Hsp70 could be a direct substrate for the
serine-threonine kinase AKT. We first tested the physical interaction between both proteins
by immunoprecipitation assays and immunoblot analysis. Figure 2B shows that, when co-
expressed in 293T, AKT coimmunoprecipitated with Hsp70. In addition, this interaction was

also detected in primary cells cultured under SCF and Epo (figure 2C).

After testing for a direct interaction between both proteins, we assessed the possibility that
AKT directly phosphorylates Hsp70. Previously, a proteomic study in mesangial cells
identified Hsp70 as target of AKT phosphorylation **.It has previously been shown that
Hsp70 NES is highly conserved in the Hsp70 family proteins and allows the nuclear
localization of Hsc54, a variant of Hsc70 . Among the Hsp70 NES, we have identify two
potential targets of AKT phosphorylation: the S400 and S275 residues (figure 2A). The two
serines were substituted by alanine residues (Hsp70 S400A, and Hsp70 S275A) to block
phosphorylation and independently co-expressed with an active myristoylated form of AKT
(AKT*) in 293T cells. The AKT phosphorylation status of mutated HA-tagged Hsp70
proteins was evaluated using phospho-AKT substrate antibody after HA immunoprecipitation.
As shown in figure 2B, active AKT induced phosphorylation of Hsp70 WT and Hsp70
S275A, suggesting that the S275 residue is not a target of AKT phosphorylation. By contrast,
when the Hsp70 S400A expression vector was cotransfected with the active form of AKT,

AKT induced phosphorylation of Hsp70 decreased significantly (Figure 2B).

All together, these data show that AKT directly interacts with Hsp70 and induces its

phosphorylation on residue S400 located in the NES.

AKT induced nuclear export through NES phosphorylation.

To confirm the importance of Hsp70 S400 phosphorylation status on Hsp70 cellular
localization, the wild-type (WT) or mutated HA-tagged Hsp70 proteins were immuno-
detected in primary erythroblasts. Primary erythroblasts cells were transfected with HA-
tagged Hsp70 WT or mutated expression plasmids. Mutations corresponded to changes of
serine residues either in alanine (Hsp70 S400A, Hsp70 S275A) to block phosphorylation,
either in aspartate (Hsp70 S400D, Hsp70 S275D) to mimic constitutive phosphorylation. 48

hours post-transfection, Hsp70 was visualized by fluorescence microscopy using an HA
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antibody. Under SCF treatment, HA-Hsp70 WT and Hsp70 S400A are localized both in the
cytoplasm and the nucleus (nuclear/cytoplasmic HA fluorescence intensity of 1,2 and 1,7
respectively). In contrast, nuclear Hsp70 S400D localization is significantly decreased
compared to Hsp70 WT (nuclear/cytoplasmic HA fluorescence intensity from 0,5 to 1,2
respectively) (figure 3). These results suggest that Hsp70 nuclear localisation depends on the
dephosphorylated status of the S400. In order to determine whether the AKT mediated S400
phosphorylation of Hsp70 induce the nuclear export of the protein or a its cytoplasmic
retention, we examined the leptomycin B (LMB: nuclear export inhibitor) effect on the
subcellular localization of Hsp70 WT, S400A or S400D. Our results clearly show that the
nuclear accumulation of Hsp70 WT or S400A is not increased when nuclear export was
inhibited (nuclear/cytoplasmic HA fluorescence intensity from 1,2 to 1,2 and from 1,7 to 1,4
respectively). In contrast, LMB treatment significantly increases Hsp70 S400D nuclear
localization (nuclear/cytoplasmic HA fluorescence intensity from 0,5 to 1,8) (figure 3).

All together, these data suggest that Hsp70 is nuclear exported through S400 phosphorylation.
A deregulation of Hsp70 shuttling between the cytoplasm and the nucleus of erythroid
progenitors could be involved in the development of diseases. In particular, we can speculate
that abnormal nuclear export of Hsp70 (due to constitutive AKT activation through c-Kit)
promotes GATA-1 cleavage and subsequent maturation defect and apoptosis as observed in
MDS.

Erythroblasts from myelodysplastic syndrome patients exhibited a weak Hsp70 nuclear
localization and a weak GATA-1 expression.

To confirm the hypothesis mentioned above, we next analysed Hsp70 localization in MDS
cells. We next assessed Hsp70 cellular localization and GATA-1 protein level in erythroblasts
from low grade MDS patients visualized by fluorescence microscopy and immunodetection
analysis. Our results indicated that while control cells exhibit Hsp70 nuclear relocalization
and the presence of GATA-1 at day 10 corresponding to day 6 of normal erythroid culture
when c¢-Kit decrease, no significative Hsp70 nuclear accumulation and the absence of
GATA-1 in the nucleus (figure 4A, B, C). These data argue for a possible involvement of c-

Kit in regulating Hsp70 cellular localization and subsequent GATA-1 protection.
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Lentiviral expression of nuclear Hsp70 S400A rescued GATA-1 expression and MDS
features.

To definitely confirm the key role of the modulation of Hsp70 phosphorylation status along
the erythroid differenciation process, we overexpressed the Hsp70 WT or Hsp70 S400A
proteins in MDS and control cell via lentiviral infection. We first, confirmed Hsp70 WT or
Hsp70 S400A overexpression in these cells compared to the empty vector (data not shown).
Next, we showed by Western blot and fluorescence microscopy analysis that, at day 14 of
MDS cell culture, Hsp70 S400A overexpression promotes GATA-1 nuclear accumulation
compared to control cells or Hsp70 WT expressing cells (figure 5A and 5B). Finally, to prove
that GATA-1 rescue is really effective in Hsp70 S400A expressing cells, we analysed their
mortality and erythroid differentiation capacity. As expected, Hsp70 S400A rescued MDS
erythroblasts from death while empty vector or Hsp70 WT did not (trypan blue positive cells
4% , 9,3% and 8,3% respectively) (figure 5C). In addition, MGG staining revealed that Hsp70
S400A expression in MDS erythroid cells induced an increase of erythroid differentiation
compared to empty vector or Hsp70 WT infected cells (differentiated cells 58% , 35% and
37% respectively) leading to a rescue of erythroid differentiation of MDS blasts (figure 5D ).

Thus, Hsp70 localization deregulation has direct consequences on the normal erythroid
differenciation process and could explain why MDS patients exhibit arrest of erythroid

differentiation and increased apoptosis at the stage of basophilic erythroblast.

Discussion:

It has previously been showed that the SCF receptor c-Kit is highly expressed on the cell
surface from BFU-E to CFU-E and continues until the basophilic erythroblasts stage but
decreasing gradually °. Actually, it has been shown that SCF markedly stimulates the
accumulation of erythroid progenitors cells in vitro and delays their differentiation while
simultaneously providing enhanced proliferation by a process apparently independent of an
effect on cell viability or programmed cell death ”. These observations suggest that c-Kit
down modulation is indispensable for the process of terminal differentiation. However the
mechanism involved while c-Kit is downregulated during erythropoiesis is still unknown.

Here, we show that the level of c-Kit expression tightly regulates Hsp 70 cellular localization
along the erythroid differenciation process according to a precise timing, allowing ultimately

GATA-1 protection from caspase-3-mediated cleavage. More precisely, during the initial step
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of erythropoiesis, c-Kit is highly expressed and activates the PI-3K/AKT pathway leading to
the phosphorylation of Hsp70 on the S400 residue, located in its NES. This has the effect to
promote the nuclear export of Hsp70 from the nucleus to the cytoplasm. Our data fit well the

26,

literature since several putative AKT targets like the forkhead transcription factors “"the

nuclear receptors RAR alpha (retinoic acid receptor alpha) 27 and Acinus, a nuclear factor

28

required for apoptotic chromatin condensation ~°, reside into the nucleus. In addition, a
proteomic screen identified Hsp70 as target of AKT phosphorylation in mesangial cells .
Latter during the differenciation process, at the stage of pro-erythroblasts, c-Kit expression
diminishes leading to a decrease of PI-3K/AKT activation and Hsp70 S400 phosphorylation.
This phenomenon results in an inhibition of Hsp70 nuclear export and Hsp70 nuclear
accumulation. In this context, Hsp70 can protect the transcription factor GATA-1 from
cleavage at the onset of caspase-3 activation. Then, GATA-1 can promote the expression of
anti-apoptotic and pro-differenciation genes allowing the completion of the process and
production of mature erythrocytes. Our results are confirmed by a recent study based on MDS
showing that expression of a caspase-3 resistant mutant of GATA-1 rescued MDS patients
cells from maturation blockage and apoptosis and confirming the importance of GATA-1
protection for completion of erythropoiesis (manuscript in preparation).

We speculate here that, as a consequence of the absence of c-Kit downregulation, Hsp70
localization is deregulated in low grade MDS cells, leading to GATA-1 level reduction. This
phenomenon can explain by itself the cellular phenotype associated with MDS since
overexpression of the Hsp70 S400A mutant in MDS cells is sufficient to recover normal
erythropoiesis.

In conclusion, Hsp70 chaperone activity on GATA-1 is tightly regulated through AKT-
mediated phosphorylation on the S400 residue according to a precise timing determined by
the c-Kit expression level. It clearly appears from this work that Hsp70 trafficking regulation
is a new pivotal rode in erythroid differentiation program and that this regulation is impaired

in several pathological contexts like MDS.
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Figure legends

Figure 1: Decreased c-Kit expression, and subsequent activated AKT, induced Hsp70
nuclear localization

Human primary erythroblasts were induced to differentiate with Epo, IL-3 and SCF. At the
days indicated (day 3, 6, 8 and day 10) (A) nuclear and cytoplasmic fraction or (B) total cell
lysate weres resolved on a gel and blotted with the indicated antibodies. (A, right panel)
Nuclear Hsp70 during differentiation was quantified by densitometric analysis as the ratio of
nuclear Hsp70 versus cytoplamsic Hsp70 at day 3, 6, 8 and day 10 (C) day 4 human primary
erythroblasts cultured with Epo, IL-3 and SCF were 18 hours SCF starved or not and treated
with 25¢M LY294002 or not. Nuclear protein expression were analysed by immnunoblot

with the indicated antibodies. One representative out of three experiments is shown.

Figure 2: AKT induced Hsp70 phosphorylation in normal erythroblasts
(A) Schematic Hsp70. (B) Total cell lysate from 48h transfected 293T co-transfected with
AKT* or not and HA tagged-Hsp70 WT or S400A or S275A were HA-immunopricipitated
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and proteins were resolved on a gel and blotted with the indicated antibodies. (B, right panel)
ratio of phosphorylated/total Hsp70 was quantified by densitometric analysis. (n=4) (C) [P
lysate from day 6 human primary erythroblasts cultured with Epo, IL-3 and SCF were
immunoprecipitated using mouse Hsp70 or mouse Ig ctrl and proteins were resolved on a gel

and blotted with the indicated antibodies.

Figure 3: AKT induced Hsp70 nuclear export through phosphorylation in NES

Day 6 human primary erythroblasts cultured with Epo, IL-3 and SCF were transfected with 5
g of HA tagged-Hsp70 WT or S400A or S400D. 48h later, Hsp70 localization were detected
by fluorescence microscopy using anti-HA antibody. (A, lower panel) ratio of

nuclear/cytoplasmique Hsp70 was quantified by densitometric analysis. (n=4)

Figure 4: defect of Hsp70 nuclear localization and GATA-1 expression in MDS

Human primary erythroblasts from low grade MDS (n=5) were induced to differentiate with
Epo, IGF-1, SCF and dexamethasone. At the days indicated (day 7, 10 and day 14) (A)
nuclear dapi and Hsp70 localization were detected by fluorescence microscopy and
maturation were evaluated by MGG coloration (B) nuclear fraction lysate were resolved on a
gel and blotted with the indicated antibodies. (C) Hsp70 localization and GATA-1 content
were detected by fluorescence microscopy and maturation were evaluated by MGG

coloration.

Figure 5: Lentiviral S400A Hsp70 expression in MDS rescued GATA-1 cleavage and
phenotype

Day 14 human primary erythroblasts from low grade MDS (n=3) were induced to
differentiate with Epo, IGF-1, SCF and dexamethasone and transduced three times with an
empty lentivirus construct (white column) or one encoding Hsp70WT ( thick lined column) or
one encoding Hsp70 S400A (lined column). (A) day 14 total cell lysate weres resolved on a
gel and blotted with the indicated antibodies. (A, lower panel) GATA-1 content was
quantified by densitometric analysis as the ratio of GATA-1 versus Hsc70. (B) Hsp70
localization and GATA-1 content were detected by fluorescence microscopy. At day 14 C)
the percentage of dead cells was evaluated by trypan blue positive cells (D) and maturation

were evaluated by count of polychromatophilic ertythroblasts
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Figure 1. Decreased c-Kit expression, and subsequent

localization
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Figure 2: AKT induced Hsp70 phosphorylation
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Figure 4: c-Kit overexpression induced a defect of Hsp70 nuclear localization in MDS
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2.3  Conclusions article 2

Dans la premiere partie de ma theése, nous avons établi un modele physiologique dans
lequel la localisation d’Hsp70 joue un role majeur pour la survie et la différenciation des
érythroblastes normaux en protégeant GATA-1 du clivage par la caspase-3.

Dans cette partie du travail, nous avons mis en évidence un rdle de c-Kit sur la
localisation subcellulaire d’Hsp70. En effet, au stade CFU-E, avant 1’activation de la caspase-
3, I’expression de c-Kit est élevée et Hsp70 est majoritairement cytoplasmique. A partir du
stade d’érythroblaste basophile, lors de 1’activation de la caspase-3, I’expression de c-Kit
diminue et la voie PI3-K/AKT est également réduite. Ceci entraine 1’accumulation nucléaire
d’Hsp70. Afin de confirmer le role de c-Kit et la voie PI3-K/AKT sur la localisation d’Hsp70,
nous avons montré que la privation en SCF ou le blocage de la voie PI3-K par un inhibiteur
chimique avant I’activation de la caspase-3 entrainent 1’accumulation nucléaire d’Hsp70 de
maniere similaire a I’effet de la diminution de c-Kit observée au cours de la différenciation
érythroide terminale. Afin de confirmer ce modele, il nous reste a tester si la surexpression
lentivirale de c-Kit dans des érythroblastes normaux entraine un blocage de 1’accumulation
nucléaire d’Hsp70.

Dans un second temps, nous avons montré le mécanisme par lequel I’activation de la
voie PI3-K/AKT suite a la fixation du SCF sur c-Kit pouvait moduler la localisation
subcellulaire d’Hsp70. Nous avons montré qu’en interagissant directement avec Hsp70, AKT
induit sa phosphorylation sur le résidu S400 situé dans la NES. Précédemment, une étude
protéomique a partir de cellules mésangiales a identifié Hsp70 comme un substrat de
phosphorylation par AKT **. La phosphorylation de ce résidu sérine 400 entraine 1’export
nucléaire de la chaperonne, puisque le traitement d’érythroblastes primaires par la
Leptomycin B (LMB), un inhibiteur de 1’export nucléaire, induit la rétention nucléaire d’un
mutant d’Hsp70 pseudophosphorylé sur la S400. Ce résultat indique qu’Hsp70 est exportée
activement du noyau vers le cytoplasme. De méme, il a été décrit précédemment qu’une
mutation dans la NES d’Hsc54 ou suite au traitement par la LMB, la protéine s’accumule
dans le noyau de COS7 3! Donc, au cours de la différenciation érythroide terminale, la
diminution de I’activation de la voie PI3-K/AKT consécutive a la diminution d’expression de
c-Kit, induit une diminution de 1’export nucléaire d’Hsp70 permettant a la chaperonne de
s’accumuler dans le noyau des érythroblastes au moment de 1’activation de la caspase-3.

En collaboration avec 1’équipe du Pr M. Fontenay, nous avons pu montrer, que dans

les SMD de bas grade, un défaut de localisation nucléaire d’Hsp70 explique la diminution
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d’expression de GATA-1 observée, ce qui induit a 1’arrét de différenciation ainsi que
I’apoptose des progéniteurs de patients au moment ou la caspase-3 est activée. Nous avons
également mis en évidence que la surexpression d’un mutant d’Hsp70 pour la S400, ne
pouvant étre phosphorylé par AKT et qui induit la localisation nucléaire de la protéine,
restaure partiellement la survie et la différenciation des €érythroblastes de patients atteints de
SMD. Des études montrent que 1’expression de c-Kit *** ainsi que la phosphorylation d’AKT
* sont augmentées chez certains patients atteints de SMD. Il nous reste 2 montrer que
I’expression prolongée de c-Kit apres le stade d’érythroblaste basophile entraine une

diminution de la localisation nucléaire d’Hsp70 chez les patients atteints de SMD de bas

grade.

3 Role de la tyrosine kinase Lyn sur la localisation subcellulaire
d’Hsp70 au cours de la différenciation érythroide terminale

3.1 Contexte scientifique et situation du projet

Le SCF et I’Epo sont les deux cytokines principales nécessaires a la production des
globules rouges. L’Epo n’est pas nécessaire au stade précoce de 1’érythropoiese, incluant le
stade BFU-E et I’administration in vivo d’Epo a peu d’influence sur le nombre de BFU-Es.
Par contre, 1’administration d’Epo augmente fortement le nombre de CFU-Es et de
précurseurs érythroides jusqu’au stade d’érythroblastes basophiles, principalement en évitant
leur apoptose et a un moindre degré en augmentant leur prolifération. L’Epo est donc le
régulateur majeur de la production de globules rouges et délivre les signaux essentiels de
croissance, survie et différenciation aux progéniteurs et précurseurs érythroides.

L’Epo exerce son effet en stimulant le REpo. Le REpo existe a 1’état dimérique
lorsqu’il n’est pas 1ié a son ligand. Lors de la fixation de I’Epo, le récepteur subit un
changement conformationnel qui permet la transphosphorylation et 1’activation de la voie
JAK/STAT, ras/Raf/Erk, PI3K/AKT et la tyrosine kinase Lyn membre de la famille des Src
HA156334335,125,154336 B effet, apres la phosphorylation du REpo par JAK2, Lyn se fixe sur le
récepteur et phosphoryle des protéines de la signalisation intracellulaire telles que STATS,
Crkl, Plc et Erk ainsi que le REpo lui-méme '3*3¢147,

La lignée érythroleucémique J2E, immortalisée au stade de proérythroblaste/

érythroblaste basophile, a été utilisée pour décrypter le role de Lyn dans la signalisation de

I’Epo. Les cellules de cette lignée J2E différencient sous Epo. Un sous-clone de la lignée J2E,
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les cellules J2E-NR sont déficientes pour Lyn et montrent un défaut de différenciation en
réponse a4 I’Epo '*°. La surexpression de Lyn dans cette lignée restaure le défaut de
différenciation et a 1’inverse, I’expression d’un dominant négatif de Lyn dans la lignée
parentale J2E inhibe la différenciation érythroide induite par I’'Epo "“***’. Le role majeur de
Lyn sur la différenciation érythroide a été démontré sur des érythroblastes primaires humains,
ou I'inactivation sélective de Lyn inhibe la différenciation érythroide au stade d’érythroblaste

153

basophile . L’effet de I’inhibition de Lyn sur la différenciation érythroide passe
probablement par GATA-1. En effet, les érythroblastes de souris déficientes pour Lyn
n’expriment pas GATA-1 et EKLF, I’expression de STAT5a/b est diminuée et une anomalie de
différenciation terminale est observée, ainsi qu'une augmentation du nombre de BFU-Es et
CFU-Es dans la rate associée a une anémie '*’. Une autre étude réalisée sur des érythroblastes
issus de souris Lyn -/- confirme un rdle de Lyn dans la différenciation puisque les
érythroblastes matures (Ter119°”) de ces souris sont diminués et I’expression de Bcl-X; est
également inhibée '*.

Dans le laboratoire, nous avons démontré que la protéine Hsp70 est localisée dans le
cytoplasme et le noyau ou elle colocalise avec GATA-1, au cours de la différenciation
érythroblastique. Au cours de ’apoptose induite par la déprivation en Epo, Hsp70 est
délocalisée du noyau vers le cytoplasme permettant ainsi le clivage de GATA-1 par la
caspase-3 activée. Nous proposons ainsi un modele dans lequel, I'Epo détermine le destin des
érythroblastes (apoptose versus différentiation) en aval de la caspase-3 en régulant la
localisation d'Hsp70 (cytoplasmique versus nucléaire et cytoplasmique) **°.

Etant donné que I’inhibition de Lyn dans les progéniteurs érythroides induit un arrét de
différenciation au stade d’érythroblaste basophile également observé lors de 1’inhibition
d’expression d’Hsp70, nous avons cherché a évaluer le role de Lyn sur la localisation

d’Hsp70 dans les progéniteurs érythroides primaires en présence d’Epo.

3.2 Matériels et Méthodes

Isolement et culture de progéniteurs érvthroides

Apres avoir isolé les cellules mononucléées par gradient de Ficoll (Amersham
Bioscience) a partir de sang de cordon, les progéniteurs hématopoiétiques CD34 positifs ont
été triés par sélection positive a 1’aide d’anticorps anti-CD34 et de colonnes magnétiques

Midi-MACS (Isolation de CD34, Miltenyi). Les cellules sont ensuite cultivées dans un milieu
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sans sérum IMDM BIT 15%, 1% PS, 1% glutamine en présence de SCF (100ng/ml), IL3 (10
ng/ml), IL6 (100 ng/ml) pendant 7 jours puis, les cellules CD36+ sont isolées a 1’aide de
I’anticorps anti-CD36 et de colonnes magnétiques Midi-MACS (Miltenyi) et cultivées en
IMDM BIT 15%, 1% PS, 1% glutamine en présence de SCF (100ng/ml), IL3 (10 ng/ml), Epo
(2 U/ml).

Transfection de progéniteurs CD34+

L’ARN interférence (siRNA) de Lyn a été concu par Dharmacon. Le siRNA controle a
également été fourni par Dharmacon.

2.10° cellules CD34 cultivées 5 jours en presence de SCF (100ng/ml), IL3 (10 ng/ml),
IL6 (100 ng/ml) ont été transfectées avec le kit de nucléofection Amaxa selon les instructions
du fabriquant soit avec 1,87 ug de siRNA contre Lyn ou contrdle puis, remises en suspension
et cultivées en présence de SCF (100ng/ml), IL3 (10 ng/ml), IL6 (100 ng/ml). Le lendemain,
les cellules sont lavées avec du milieu a 37°C et remises en suspension a une concentration
finale de 5.10° cellules/ml en IMDM BIT 15%, 1% PS, 1% glutamine en présence d’IL3 (10
ng/ml), Epo (2 U/ml).

Western Blotting
Les progéniteurs érythroides sont lavés deux fois en PBS addititonné de 1 mM de

Na,Vo, avant d’étre lysées dans un tampon laemmli a 95°C (62,5 mM Tris HCI pH 6.8, 1%
SDS, 1,15% Glycérol, additionné de bleu de bromophénol). D’autre part, afin de séparer les
protéines cytoplasmiques et nucléaires, apres deux lavages en PBS addititonné de 1 mM de
Na,VO,, les cellules sont lysées dans un tampon (20 mM Hepes, 10 mM Kcl, ImM EDTA,
10% glycerol) additionné d’agents détergents (0.2% NP40), d’inhibiteurs de protétéases
(1mM pmsf, 1 mM Na,;VO,, 20 ug/ml aprotinine, 20 pg/ml leupeptine, 10 xg/ml pepstatine).
Apres récupération des protéines cytoplasmiques, le culot contenant les protéines nucléaires
est lysé dans un tampon (20 mM Hepes, 10 mM Kcl, ImM EDTA, 350mM NaCl, 20%
glycerol) additionné d’inhibiteurs de protét€ases. La quantité de protéines est mesurée par
méthode colorimétrique (micro BCA protein assay, Pierce, EU) et, apres addition de 5% (v/v)
de mercaptoéthanol, 50 ug de protéines par condition sont déposées sur un gel de
polyacrylamide concentré a 12%. Les protéines, séparées par leur poids moléculaire, sont
ensuite transférées sur une membrane en PVDF (GE Healthcare, EU)). Une fois la membrane
séchée puis réhydratée dans de 1’éthanol 100% et bloquée par 4% de BSA afin d’éviter les
fixations aspécifiques, la présence des protéines d’intérét est détectée par des anticorps anti-

Hsp70, anti-Hsc70 (Tebu, France), anti-Lyn, anti-GATA-1 (santa Cruz, France), anti-HA
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(Covance), anti-PY 102 (Cell signalling) suivis d’un anticorps secondaire conjugué a I’HRP

(Pierce, EU). Le couplage est visualisé par chimiluminescence avec le kit ECL (Pierce).

Immunoprécipitation
80 10° CD36 cultivées pendant 8 jours en IMDM BIT 15%, 1% PS, 1% glutamine en

présence de SCF (100ng/ml), IL3 (10 ng/ml), Epo (2 U/ml) sont lysées dans le tampon
d’immunoprécipitation (tampon d’IP) (20 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA,
0,2% NP40, inhibiteurs de protéases Roche) additionné de ImM Na,VO, et 10mM NaF
pendant 30 minutes sur glace puis, centrifugées a 13000rpm, 10 minutes a 4°C. 700 ug de
protéines sont incubées avec les anticorps anti-Hsp70 de souris ou I’Ig controle pendant 1h a
4°C sous agitation. Ensuite, le complexe est précipité avec 20 ul de protéine A/G sur billes de
sépharose (Amersham) pendant 1 h a 4°C sous agitation et les billes sont lavées 4 fois dans le
tampon d’IP puis, resuspendues dans le laemmli buffer avant le dépot sur gel de

polyacrylamide de 12%.

Génération de mutants d’Hsp70
Les constructions des mutants d’Hsp70, Y524F, Y524D, Y15A and Y15D ont été

réalisés par mutagénese dirigée suivant les instructions du kit (Stratagen’s QuickChange 11
site directed mutagenesis Kit, Agilent technology, Massy, France). Le plasmide pcdna3
Hsp70WT a été utilis€ comme vecteur de départ pour I’annealing des oligonucléotides mutés
suivants (synthétosés par Cogenics (Meylan, France):

Y524F reverse primer (5" GAGGCGGAGAAGTTCAAAGCGGAGGACGAG3’) forward
primer (5> CTCGTCCTCCGCTTTGAACTTCTCCGCCTC 3’); Y524D reverse primer (5°
GAGGCGGAGAAGGACAAAGCGGAGGACGAG 3’) forward primer (5> CTCGTCCTC
CGCTTTGTCCTTCTCCGCCTC 3’); Y294D reverse primer (5'
GTGATGGACGTGTCGAAGTCGAT G 3'y forward primer (5"
CATCGACTTCGACACGTCCATCAC 37), Y294F reverse primer (5'
CTGGTGATGGACGTGAAGAAGTCGAT G 3" forward primer (5'
CATCGACTTCTTCACGTCCATCACCAG").

Culture et transfection des 293T
La lignée cellulaire 293T est cultivée en DMEM, 1% PS, 1% glutamine en présence de

10% SVF (Hiclone) a une densité de 1 10° cellules/ml.
24h avant la transfection, 7 10° 293T en DMEM 10% SVF Glutamine sans

antibiotiques (PS) sont plantées dans une plaque de 6 cm de diametre. Le lendemain, les

cellules a 50-70 % de confluence sont transfectées par 5 ug de plasmides a 1’aide du kit

106



JetPEI Polyplus (Ozyme) selon les instructions du fabriquant. Apres 48h, les cellules sont
lysées et les protéines taggées HA sont immunoprécipitées a 1’aide du kit anti-HA microbeads

(Myltneyi) puis déposées sur un gel de polyacrylamide concentré a 12%.

Marquage immunocytologique et analyse par microsopie confocale
5.10° cellules ont été diluées dans du PBS 1X SVF 2% et centrifugées pendant 5

minutes a 300 rpm sur lames Superfrost. Celles-ci ont été conservées a —80°c. Pour
I’immuno-marquage, les cellules ont été décongelées sur glace ; fixées a I’acétone ; hydratées
pendant 30 minutes avec du tampon PBS 1X, BSA 1% ; perméabilisées en PBS 1X,
formaldéhyde 2% pendant 20 minutes puis en PBS 1X, triton 0,2% pendant 5 minutes a 4°c.
Les sites aspécifiques ont été bloqués avec de la BSA 10% pendant 30 minutes. Pour le
marquage, les anticorps ont été dilués en PBS 1X, BSA 1%, Tween20 0,1% et les lavages ont
été réalisés avec du PBS 1X, BSA 1%. Les cellules ont été incubées séquentiellement avec
I’anticorps de lapin anti-Hsp70 (Santa Cruz) au 1/100°™ pendant 1 heure a température
ambiante; I’anticorps anti-IgG de lapin couplé a cy5 (Jackson ImmunoResearch) au 1/20°™
pendant 1 heure a température ambiante ; I’iodure de propidium (BD) au 1/50°™, pendant 5
minutes a température ambiante. Apres 3 lavages , les cellules ont été mises sous lamelles
avec du milieu de montage Fluoprep (Biomérieux). Les lames ont été analysées a I’aide d’un

microscope confocale (LSM 510 Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

3.3 Résultats

L’inhibition de Lyn induit la délocalisation nucléaire d’Hsp70

Dans un premier temps, nous avons cherché a déterminer la voie de signalisation
activée par I’Epo qui est impliquée dans la localisation nucléaire d’Hsp70. Pour cela, dans des
érythroblastes primaires cultivés en présence d’Epo, les voies de signalisation JAK?2, PI3-K,
Erk et Src ont été inhibées a 1’aide des inhibiteurs chimiques AG490, LY294002, PD98059 et
PP2 respectivement puis, la localisation subcellulaire d’Hsp70 a été déterminée par
microscopie confocale. La privation en Epo ainsi que I’inhibition des voies JAK2 et Src
induisent une diminution de la localisation nucléaire d’hsp70 alors que 1’inhibition des voies
PI3-K et Erk ne modifie pas la localisation subcellulaire de la chaperonne (figure 1A). JAK2
étant en amont de la cascade de signalisation et Lyn étant la Src kinase la plus exprimée au
cours de I’érythropoiese, nous avons approfondi I’étude de la voie Lyn. Par western blotting

et microscopie confocale, on observe que I’inhibition de I’expression de Lyn par ARN
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interférence dans des érythroblastes cultivés en présence d’Epo induit également la
délocalisation nucléaire d’Hsp70 ainsi que la diminution d’expression de GATA-1 (figure 1B
et C). Ces résultats suggerent que la tyrosine kinase Lyn activée par I’Epo est indispensable a

la localisation nucléaire d’Hsp70.
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Figure 1 : L’inhibition de Lyn induit la délocalisation nucléaire d’Hsp70.

A) Des érythroblastes cultivés 5 jours en présence d’Epo, SCF, IL3 ont été incubés 6h en
présence de AG490 (50 uM), LY294002 (25 uM), PD98059 (20 uM), PP2 (10 uM) ou en
absence d’Epo, puis 1 10° cellules ont été cytocentrifugées sur lame et marquées par
I’anticorps anti-Hsp70 puis visualisées par un microscope confocal Zeiss.

2 10° cellules cultivées 5 jours en présence de SCF, IL3, IL6 ont été €lectroporées par le
siRNA Lyn ou contrdle. 24h apres la transfection, les cellules sont cultivées pendant 3 jours
en présence d’Epo et IL3 puis B) les fractions cytoplasmiques et nucléaires sont déposées sur
gel de polyacrylamide et les protéines sont détectées a 1’aide des anticorps indiqués et C)
I’analyse de la localisation d’Hsp70 et de ’expression de GATA-1 ont été réalisées par
microscopie confocale.
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L’ Epo empéche ’export nucléaire d’Hsp70 par la voie Lyn

Afin de déterminer I’effet de ’Epo et de Lyn sur I'import ou 1’export nucléaire
d’Hsp70, nous avons utilisé la Leptomicyn B (LMB), un inhibiteur de 1’export nucléaire Crm-
1 dépendant, et analysé son effet sur la localisation nucléaire d’Hsp70 en condition de
privation en Epo ou pas ou en présence de 1’inhibiteur des Src kinases SU6656 ou pas. Par
western blotting, on observe qu’en condition de privation en Epo, la LMB prévient 1’export
nucléaire d’Hsp70 alors qu’en présence d’Epo, la LMB n’augmente pas la localisation
nucléaire d’Hsp70 (figure 2 A). De plus, en présence d’Epo, ’inhibition de la voie Lyn par
I’inhibiteur chimique SU6656 induit la diminution d’Hsp70 nucléaire. Celle-ci est rétablie
par I’ajout de LMB (figure 2B). Ces résultats montrent que 1’Epo, en activant la voie Lyn,

permet la localisation nucléaire d’Hsp70 en empéchant son export nucléaire.
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Figure 2 : L’Epo prévient I’export nucléaire d’Hsp70 par la voie Lyn.

Extraits nucléaires d’érythroblastes cultivés 7 jours sous Epo, SCF, IL3 et A) déprivés ou non
en cytokines, en présence ou non de LMB (20nM) pendant 6h B) incubés ou non avec
I’inhibiteur SU6656 a 5nM, en présence ou non de LMB (20nM) pendant 6h.

Lyn induit la phosphorvylation sur tyrosine d’Hsp70

Lyn étant une tyrosine kinase, nous avons testé si elle était capable de phosphoryler
directement Hsp70. Dans un premier temps, nous avons vérifié s’il existe une interaction
physique directe entre les deux protéines. Pour cela, Hsp70 a été immunoprécipité a partir de
lysat total d’érythroblastes et par wester-blotting, on observe que Lyn co-immnuprécipite avec
Hsp70 dans les érythroblastes primaires en présence d’Epo et pas dans le controle (figure 3A).
Dans les 293T, la construction plasmidique d’Hsp70 munie du tag HA a été co-transfectée
avec le plasmide dominant négatif de Lyn (Lyn DN), Lyn Y397F, ou la forme activée, Lyn
YS508F. Le résultat d’immunoprécipitation d’Hsp70 a I’aide du tag HA montre a nouveau que
Lyn interagit directement avec Hsp70 (Figure 3C). Cependant, on observe que seule la forme
de Lyn activé, Lyn Y508F, interagit avec Hsp70. De plus, a I’aide de I’anticorps anti PY102
qui détecte des phosphorylations sur résidus Y, on observe qu’Hsp70 WT est phosphorylée en
présence de Lyn activé et pas en présence du Lyn DN (Figure 3C). Il semble donc que Lyn

interagisse avec Hsp70 et induise sa phosphorylation.
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Dans un second temps, nous avons donc recherché les tyrosines d’Hsp70
potentiellement ciblées par la kinase Lyn a 1’aide du logiciel Group-based Prediction System
2 (GPS2). 1l apparait que la tyrosine 524, déja connue pour induire la localisation nucléaire
d’Hsp70 sous sa forme phosphorylée lors d’un choc thermique ** et la tyrosine 294 sont des
cibles possible de Lyn. Afin de vérifier cette hypothese, les tyrosines 524 et 294 d’Hsp70 ont
été mutées. Les mutants d’Hsp70 ou Hsp70 WT ont été transfectés dans des 293T en présence
de Lyn Y508F activé, puis le statut de phosphorylation d’Hsp70 a été¢ déterminé par western
blotting apres immunoprécipitation par le tag HA des mutants d’Hsp70. La figure 3C montre
que la mutation de la tyrosine 294 et pas celle de la tyrosine 524 diminue le statut de
phosphorylation d’Hsp70 lorsque ce mutant est co-exprimé avec Lyn activé suggérant que la
tyrosine 294 est une cible de la phosphorylation de Lyn. Ensemble, ces résultats indiquent que
Lyn interagit avec Hsp70 pour la phosphoryler sur la tyrosine 294 ce qui bloque probablement

son export nucléaire.
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Figure 3 : Lyn interagit et phosphoryle Hsp70 sur la Y294.

Lyn tot

|

A) Immunoprécipitation d’Hsp70 a partir de lysat total d’érythroblastes cultivés 8 jours en
présence d’Epo, SCF, IL3 et analyse des protéines aprés migration du complexe immnun sur
gel de polyacrylamide. B) Analyse sur la séquence d’Hsp70 des tyrosines potentiellement
ciblées par la famille des Src kinase a 1’aide du logiciel GPS2, avec un seuil de sensibilité
moyen. C) Le plasmide Hsp70 muni du tag HA WT ou muté pour la Y524 ou la Y294 ont été
co-transfectés avec Lyn Dominant négatif Y397F ou Lyn activé YS08F dans des 293T. Apres
immnunoprécipitation du tag HA, le statut de phosphorylation sur tyrosines et la co-
immunoprécipitation ont été analysés grace aux anticorps indiqués.
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Localisation subcellulaire de mutants d’Hsp70

Afin de confirmer le role de la phosphorylation des tyrosines 294 et 524 d’Hsp70 sur
le blocage de I’export de la chaperonne, la localisation de plasmides d’expression d’Hsp70
WT ou muté pour la tyrosine 294 ou 524 munis du tag HA a été analysée par microscopie
confocale dans des érythroblastes primaires cultivés en présence d’Epo. La mutation de la
tyrosine (Y) en phénylalanine (F) bloque la phosphorylation et selon notre hypothese, va
induire 1’export nucléaire d’Hsp70. A 1’aide de I’anticorps anti-HA, les résultats indiquent
qu’Hsp70 Y294F reste localisée dans le noyau de maniere similaire a Hsp70 WT, en présence
d’Epo sans LMB (moyenne de quantification de la fluorescence d’Hsp70 nucléaire par
rapport a la fluorescence d’Hsp70 cytoplasmique de 1 et 1,3 respectivement) (figures 4A et
B). Par contre, en présence d’Epo et sans LMB, la localisation nucléaire d’Hsp70 Y524F est
diminuée de maniere significative par rapport a Hsp70WT (moyenne de 04 et 1,3
respectivement) (figures 4A et B). En présence de LMB qu’il n’y a plus de diminution
significative ni pour le mutant Y524F, ni pour le mutant Y294 A par rapport a la forme WT
(moyenne de 2,1 a 1,3 et de 1,1 a 1,3 respectivement) (Figures 4A et B). L’ensemble de ces
résultats montre que le blocage de phosphorylation de la tyrosine 294 n’induit pas ’export
nucléaire d’Hsp70 alors que la déphosphorylation de la tyrosine 524 entraine 1’export
nucléaire d’Hsp70.

Il semble donc que le mécanisme d’action de Lyn sur Hsp70 n’implique pas
directement sa phosphorylation mais il implique peut-&tre une phosphatase qui ciblerait la
Y524. 11 est possible que Lyn inhibe cette phosphatase, permettant ainsi la phosphorylation de
la Y524 d’Hsp70 sous Epo.
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Figure 4 : 1a déphosphorylation de la tyrosine 524 et pas de la tyrosine 294 induit
I’export nucléaire d’Hsp70.

A) Analyse par microscopie confocale de la localisation d’Hsp70 a I’aide de 1’anticorps anti-
HA dans des érythroblastes cultivés pendant 8 jours sous Epo, SCF, IL3 apres 48h de
transfection par 5 ug de plasmide Hsp70 WT ou Hsp70 Y294F ou Hsp70 Y524F. B)
Quantification de la fluorescence d’Hsp70 nucléaire par rapport a la fluorescence d’Hsp70
cytoplasmique.

Effet de Lyn sur la phosphatase SHP2.
Dans le but de tester I’hypotheése émise ci-dessus, nous avons pensé que SHP2 pouvait

étre un bon candidat en tant que phosphatase inhibée par Lyn. En effet, il existe une
interaction entre Lyn et SHP2 dans les mastocytes ou dans une lignée dépendante de
prolactine ****. D’autre part, une étude a montré qu’Hsp70 se lie 2 SHP2 dans une lignée
dépendante de I’'EGF **'. Nous avons donc testé I’interaction directe entre Lyn, SHP2 et
Hsp70 dans des érythroblastes primaires. Pour cela, Lyn a été immunoprécipité a partir de

lysat total et par western-blotting, on observe que SHP2 et Hsp70 co-immnuprécipitent avec
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Lyn dans les érythroblastes primaires en présence d’Epo (figure 5A). Ensuite, nous avons
testé I’effet de Lyn sur I’activation de la phosphatase. Lors de I’inhibition d’expression de Lyn
par siRNA dans des érythroblastes primaires, on observe par western blotting que le statut de
phosphorylation de la tyrosine 542 de SHP2 est augmenté, traduisant une augmentation de
I’activité de la phosphatase (figure 5B).

Ces résultats montrent que Lyn interagit directement avec SHP2 pour inhiber son
activité en présence d’Epo dans les érythroblastes. Il est donc probable que Lyn, en inhibant
SHP2, permet la phosphorylation de la Y524 d’Hsp70 qui sera alors maintenue dans le noyau.
Cependant, il reste encore a déterminer la kinase responsable de la phosphorylation de cette

Y524.
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Figure 5 : Lyn interagit avec et inhibe la phosphatase SHP2 sous Epo.

A) Immunoprécipitation de Lyn a partir de lysat total d’érythroblastes cultivés 8 jours en
présence d’Epo, SCF, IL3, déprivés pendant 6 h en cytokines et stimulés 5 minutes par 10u/ml
d’Epo a 37°c puis analyse des protéines indiquées apres migration du complexe immnun sur
gel de polyacrylamide. B) 2 10° cellules cultivées 5 jours en présence de SCF, IL3, IL6 ont été
électroporées par le siRNA Lyn ou contrdle. 24h apres la transfection, les cellules sont
cultivées pendant 3 jours en présence d’Epo et IL3. Les lysats totaux de cellules déprivées
pendant 6h et cytokines et stimulées pendant 5 minutes par 10u/ml d’Epo a 37°c sont
déposées sur gel de polyacrylamide et les protéines sont détectées a 1’aide des anticorps
indiqués.

3.4 Conclusions résultats 3

Bien que le role de Lyn dans la différenciation érythroide soit décrit, le mécanisme
d’action de Lyn n’était pas encore établi. Dans cette étude, nous avons établi un modele
physiologique dans lequel Lyn joue un role majeur pour la survie et la différenciation des
érythroblastes normaux en permettant la localisation nucléaire d’Hsp70. En effet, au cours de
la différenciation érythroide, I’Epo induit la localisation nucléaire d’Hsp70 qui protege
GATA-1 du clivage de la caspase-3 activée transitoirement. Le modele établi ici explique

donc la diminution d’expression de GATA-1 observée dans les souris invalidées pour Lyn '*
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ainsi que la diminution d’expression de Bcl-X; dans des érythroblastes de souris invalidées
pour Lyn ',
Il a été préalablement décrit que la localisation de Lyn est aussi nucléaire, cependant

son role n’est pas clair **

. Une étude récente montre que LIAR (pour Lyn interacting ankyrin
repeat), une nouvelle protéine permettant le transfert entre le cytoplasme et noyau de Lyn,
influence la différenciation érythroide **. En effet, ’expression de LIAR délété pour sa NLS
entraine un défaut de différenciation dans la lignée J2E sous Epo qui peut étre lié a la
diminution de Lyn dans le noyau. Nous suggérons ici que Lyn est impliqué indirectement
dans la phosphorylation d’Hsp70 dans ce compartiment. De plus, une autre étude montre
qu’au cours de 1’apoptose, Lyn est clivé par la caspase-3 en N-terminal, générant une forme
soluble de la protéine dont I’activité kinase est augmentée, permettant probablement ainsi la
protection contre 1’apoptose ***. 1l serait intéressant de vérifier si, au cours de I’activation de la
caspase-3 observée lors de la différenciation érythroide terminale, Lyn est clivé. Le produit de
clivage de Lyn pourrait générer une forme active de Lyn et permettre la phosphorylation
d’Hsp70 augmentant ainsi la localisation nucléaire d’Hsp70 qui protege GATA-1 du clivage
par la caspase-3.

Nos résultats suggerent que I’Epo, via Lyn, permet la localisation nucléaire d’Hsp70
en bloquant son export nucléaire. Il est donc probable qu’Hsp70 entre de maniere passive

345346

dans la noyau. Il a été décrit qu’Hsp70 est cytosolique et nucléaire et passe d’un

347

compartiment a un autre ~ . Hsp70 possede une séquence de localisation nucléaire (NLS pour

nuclear related sequence) *** capable de mener la pyruvate kinase, une protéine cytosolique,

34

dans le noyau **. En effet, Hsp70 a été identifiée comme nécessaire pour 1’import
y p p p

nucléaire, et son rdle dans le transport nucléaire a ét€ montré par différentes études *'">'%",
Ces études indiquent qu’Hsp70 agit pendant la phase d’attachement mais également lors de la
phase de translocation de 1’import nucléaire, probablement par son activité chaperonne en
favorisant la formation et la stabilité du complexe Srp1p-NLS-substrat **°. De cette maniére,
Hsp70 traverse la NE et entre dans le noyau comme facteur de transport en association avec le
substrat NLS et Srplp. Il a été montré qu’une mutation de NUP155, une nucléoporine ou
composant moléculaire critique pour 1’assemblage et la fonction du NPC, est responsable de
la fibrillation atriale. En effet, la perte de fonction de NUP155 entraine une diminution de la
perméabilité de la NE et une inhibition de I’'import nucléaire d’Hsp70 **'.

La délocalisation nucléaire d’Hsp70 a été observée lors de 1’inhibition des Src kinases

mais aussi de la kinase JAK2. Bien que Lyn se lie directement sur le REpo, Lyn n’est pas

activée si un récepteur muté pour le site de liaison de JAK?2 est exprimé dans la lignée J2E, ce
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qui indique que JAK?2 est la premiere kinase activée dans la signalisation de I’Epo et que Lyn
est la kinase secondaire **’. L’inhibition de JAK2 entraine donc I’inhibition successive de
Lyn, ce qui explique la délocalisation d’Hsp70 lors de I’inhibition de JAK2. De plus, la
tyrosine 524, est un motif potentiel de phosphorylation d’une kinase de la famille des kinases
Tec qui comprend entre autres Btk (selon le logiciel GPS2 avec un seuil sensibilité élevé).
Celle-ci est activée au cours de I’érythropoiese dans un premier temps par Lyn en réponse au
SCF puis par JAK2 en réponse a I’'Epo *. Il n’est donc pas exclu que Btk soit directement
impliqué dans la phosphorylation de la Y524 et la localisation nucléaire d’Hsp70. Cette
hypotheése expliquerait I’effet de 1’inhibition de Lyn et de JAK2 sur la localisation
subcellulaire d’Hsp70.

Il est probable qu’une dérégulation de la localisation de cette protéine soit responsable
d’une érythropoiese pathologique notamment dans la polyglobulie de vaquez ot une mutation
de JAK2 dans le domaine pseudokinase entraine la prolifération de colonies érythroides
spontanées, une hypersensibilité a I’Epo et une différenciation érythroide indépendante de
I’Epo **. La différenciation érythroide indépendante d’Epo des érythroblastes de patients peut
étre diminuée par les inhibiteurs de JAK2 mais aussi des Src kinases **'. D’autre part, au cours
de I’érythroleucémie induite par le virus de Friend, les érythroblastes de souris déficientes
pour Lyn ne développent pas de polyglobulie, suggérant un r6le de Lyn dans la phase tardive
de la différenciation érythroide terminale de la transformation ***. De plus, I’expression
constitutive de la kinase Src peut remplacer la signalisation du REpo **. 1l apparait donc que
la dérégulation des Src kinases et de Lyn, probablement liée a son effet sur la modulation de
la localisation d’Hsp70, peut étre responsable de pathologies érythroides et pourrait donc étre

envisagée comme alternative thérapeutique.
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4 Role de la protéine de choc thermique Hsp27 au cours de la

différenciation érythroide terminale:

4.1 Contexte scientifique et situation du projet

Au cours de la différenciation érythroide terminale, le niveau d’expression de GATA-1
semble un critere essentiel pour une maturation efficace, il €tre finement régulé. En effet, la
diminution d’expression ou encore la surexpression de la protéine entraine un arrét de
maturation et I’apoptose des progéniteurs érythroblastiques. GATA-1 permet la différenciation
érythroide terminale en induisant I’expression de genes érythroides tels que le REpo, la
globine ou encore Bcl-X,. Cependant, la surexpression de GATA-1 peut mener a un
phénotype tel que la létalité embryonnaire **. GATA-1 permet donc la différenciation
érythroide mais aussi ’arrét du cycle nécessaire a la différenciation terminale *'. La protéine
de choc thermique Hsp27 étant bien connue pour réguler la dégradation protéasomale de
protéines, nous avons décidé d’étudier son role dans la régulation fine de GATA-1. Le rdle
d’Hsp27 a été bien décrit dans diverses lignées tumorales mais tres peu dans le systeme de
différenciation érythroide terminale.

Le r6le cytoprotecteur d’Hsp27 est li€ a sa capacité d’inhiber les caspases mais aussi a
sa capacité de promouvoir la dégradation protéasomale. Hsp27 joue un rdle primordial de
survie et prolifération au niveau du protéasome en favorisant 1’ubiquitinylation et la

dégradation protéasomique de certains substrats protéiques tels que Ik-Ba ** ou encore

7Kipl 288

p2
Les protéines emmenées vers puis dégradées par le protéasome sont ubiquitinées. En
effet, les sous-unités du protéasome reconnaissent les chaines d’ubiquitine. Il a été montré que
la forme acétylée et ubiquitinée de GATA-1 est dégradée par le protéasome *.
Nous avons donc émis I’hypothése qu’Hsp27 pourrait jouer un réle dans la
dégradation de GATA-1, dégradation indépendante des caspases et nécessaire a la

différenciation érythroide terminale.

4.2 Hsp27 controls GATA-1 protein level during erythroid cell

differentiation

Aurélie De Thonel*, Julie Vandekerckhove *, David lanneau, Subramania Selvakumar,

Genevieve Courtois, Mathilde Brunet, Sébastien Maurel, Arlette Hammann, Jean-Antoine
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Abstract (151 words)

HSP27 is a chaperone whose cellular expression increases in response to various stresses and
protects the cell by either inhibiting apoptotic cell death or promoting the ubiquitination and
proteasomal degradation of specific proteins. Here, we show that GATA-1 is a client protein
of HSP27. In two models of erythroid differentiation, ie. in K562 cells induced to
differentiate into erythroid cells upon hemin exposure and CD34-positive human cells ex vive
driven to erythroid differentiation in liquid culture, depletion of HSP27 provokes an
accumulation of GATA-1 and impairs terminal maturation. More specifically, we demonstrate
that, in the late stages of the erythroid differentiation program, HSP27 is phosphorylated in a
p38-dependent manner, enters the nucleus, binds to GATA-1 and induces its ubiquitination
and proteasomal degradation, provided that the transcription factor is acetylated. We conclude
that HSP27 plays a role in the fine tuning of terminal erythroid differentiation through

regulation of GATA-1 content and activity.
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Introduction (4009 words)

Terminal erythroid differentiation is driven by the glycoprotein hormone
erythropoietin (Epo) and involves the sequential formation of proerythroblasts and basophilic,
polychromatic and orthochromatic erythroblasts in the bone marrow. This differentiation
program is under control of the transcription factor GATA-1'?, which induces the expression
of erythroid genes such as glycophorin A, erythropoietin (Epo) receptor and huem(}globin."
GATA-1 also cooperates with Epo to promote erythroid precursor survival by positively
regulating the bcl-x; gene o Upon Epo starvation or engagement of the death receptor Fas
(CD95/APO-1), caspases are activated and GATA-1 is cleaved. These events arrest erythroid
precursor maturation and provoke cell death. o Upon Epo stimulation of erythroid precursors,
caspase-3 is also transiently activated and this activation is required for terminal erythroblast
maturation, but GATA-1 remains uncleaved and erythroid cells do not die.*™'° We have
demonstrated that, in Epo-stimulated erythroid precursors, GATA-1 was protected from
caspase-3-mediated cleavage by the stress-inducible heat shock protein HSP70. At the onset
of caspase-3 activation, HSP70 translocates from the cytoplasm to the nucleus and interacts
with GATA-1. Epo deprivation disrupts the GATA-1/HSP70 interaction and exposes GATA-

1 to the proteolytic effect of caspase-3 i+

Another stress-inducible HSP that is expressed in erythroid cells undergoing
differentiation is HSP27."" This small stress protein has demonstrated pro-survival functions
through interaction with proteins such as cytochrome ¢, caspase-3, Daxx and actin (for a
review, see 7). HSP27 is also an ATP-independent chaperone that binds ubiquitin, with a
higher affinity for long chains of ubiquitin than for mono-ubiquitin, and orchestrates the
degradation of proteins such as the NF-xB inhibitor, I-cBo?, and the cell cycle inhibitory

protein, p27kip' !* This confers a function to this chaperone in the so-called “protein triage”
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that occurs in stressful conditions.” The role of HSP27 in erythroid cell differentiation

remained unexplored.

In the present study, we demonstrate that HSP27 depletion in red cell precursors
provokes an increase in GATA-1 content and prevents terminal erythroid differentiation. A
strict regulation of GATA-1 expression level and activity might be critical for a fine tuning of
terminal erythroid differentiation, i.e. murine erythroleukemic cells overexpressing GATA-1
fail to undergo terminal differentiation in response to chemical inducers'® and embryonic stem
cells overexpressing GATA-1 generate erythroid colonies whose terminal differentiation is
inhibited.'” The transcription factor can be acetylated, which, on one hand, stimulates its DNA
binding capability and enhances its transcriptional activity and, on the other hand, targets its
ubiquitinylation and degradation by the proteasome. Likewise, mutation of the main sites of
acetylation prevents GATA-1 from inducing erythroid differentiation."” We demonstrate that,
in late stages of erythroid differentiation, a phosphorylated form of HSP27 generated in a p38-
dependent manner binds to acetylated GATA-I to promote its ubiquitination and proteasomal
degradation. These results 1dentify a function for HSP27 in terminal red cell differentiation

through regulating GATA-1 expression level.
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MATERIAL AND METHODS

Cell culture, reagents and transfections

Human erythroleukemia K562 cells were cultured in RPMI medium (BioWittaker, Fontenay-
sous-Bois, France) and REGlg, Hela and COS cells in DMEM medium (BioWittaker). Each
cell line was supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (Gibco BRL, Erigny, France).
Transfection was performed using the Jetpei™ reagent according to the manufacturer
instruction (Polyplustransfection, Ozyme, St Quentin en Yvelines, France). Plasmids used
were: HA-HSP27-Wt, HSP27-Ala (kindly provided by M. Gaestel. Institut fur biochemie,
Hanovre, Deutschland) and GATA-Myc and AcMut-GATA-1 > Empty plasmids were used
as transfection controls. K562 cells were also transfected with scramble and HSP27 siRNA'
(20 nM) using INTERFERin™ according to the manufacturer’s instructions
(Polyplustranstection). The protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX, Sigma-Aldrich,
St Quentin Fallavier, France) was used at a final concentration of 5 yM for 8 h, the
proteasome inhibitor MG132 (Euromedex, Souffelweyersheim, France) at 20 gM for 5 h,
Trichostatin A at 300 nM for 15 h, hemin at 40 M, SB203580 20ixM (added 8 h before

differentiation and then each 24 h) and G418 at 800xg/ml (all from Sigma-Aldrich).

Primary erythroblast culture

Umbilical cord blood units from normal full-term deliveries were obtained, with the
agreement of mothers, from the Obstetrics Unit of Hopital Necker-Enfants Malades. Erythroid
cells were generated with a two-step amplification culture system as previously described
Briefly, CD36" erythroid progenitors were generated from CD34" progenitors, isolated from
cord blood (Miltenyi Biotech, CD34 Progenitor Cell Isolation Kit, Paris, France), after 6 days

of treatment with a cocktail of cytokines [(IL-6 (100 ng/ml), IL-3 (10 ng/ml), SCF (100
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ng/ml)] from Diaclone (Besancon, France). Sorted CD36™ erythroid progenitors were further
cultured in the presence of IL-3 (10 ng/ml), SCF (100 ng/ml), Epo (Sigma-Aldrich, 2 U/ml) in
IMDM (Gibco BRL) supplemented with 15% BIT 9500 (Stem Cell Technologies, Grenoble,
France). When indicated, 5x10° CD34" progenitor cells treated for 5 days with IL-6 (100
ng/ml), IL-3 (10 ng/ml), SCF (100 ng/ml) were transfected with 3 pg of HSP27 specific or
scramble siRNA in a human CD34 Cell Nucleofector buffer using a Nucleofector (Amaxa
Biosystems, Kdoln, Germany) according to the manufacturer’s protocol. Cells were further
cultured for 1 day with IL-6, IL-3 and SCF, then with Epo (2 U/ml), IL-3 (10 ng/ml) and,

when indicated, with TGFj (2.5 ng/ml, R&D System, Lille, France) in serum-free medium.

Primary erythroblast infection

CD34" cells isolated from cord blood were cultured during 5 days as described above, then
infected by adding a mix of 3 different shRNA HSP27 lentiviral particles (SH-005269-01,
SH-005269-02, SH-005269-03, Thermo Scientific, Dharmacon) or shRINA lentiviral control
particles (Thermo Scientific, Dharmacon). For GATA-1 overexpression, GATA-1 lentiviral
particles were produced as previously described."" A second round of infection was performed
24 h later by changing fresh medium with cytokines. After 24 h, cells were extensively
washed in PBS and stained with anti-CD36-APC mAb. The CD36" GFP" cell population was
purified by cell sorting and cultured in serum-free media in the presence of IL3, SCF, and

Epo.

Erythroid cell differentiation
Differentiation of primary cells in liquid culture was assessed morphologically on May-
Griinewald-Giemsa (MGG)-stained smears. Primary erythroblasts and K562 cells containing

heme or hemoglobin were detected by a specific reaction with a benzidine/hydrogen peroxide
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solution as described.*'** The final concentration of benzidine was 0.2% in 0.5 M glacial
acetic acid, 3% H»>O» (Sigma-Aldrich). To detect the formation of reticulocytes, CD36" GFP*
erythroid progenitors sorted cells (described above) were cultured either with Epo, IL-3 and
TGFp for 6 days as above, or in the presence of 30% FCS (HyClone, Thermo Scientific,
Brebiéres, France) for 18 days. These culture conditions allowed the production of around 3-
5% and 30-35% enucleated cells, respectively. After MGG stainingﬁ. the production of
reticulocytes was assessed by microscopy (Leica DMRB microscope with a PLFluotar 40X
oil objective) and the percentage determined on 300 cells randomly chosen in different

microscopic fields.

Immunoblotting and antibodies

Proteins were separated on SDS-PAGE 10% - 8% and transferred to nitrocellulose membrane
using wet transfer apparatus (BioRad, Marne-la-coquette, France). After blocking the non-
specific binding sites with 5% non-fat dry milk or 5% BSA, the membranes were probed
over-night with primary antibodies, and then incubated for 1 h with the appropriate secondary
antibody coupled to horseradish peroxidase (DAKO, Trappes, France). Proteins were
visualized using the ECL Western blotting kit (Santa-Cruz Biotechnology, Tebu-Bio, Le
Perray en Yveline, France). Goat anti -GATA-1, -lamin B, -actin, rabbit anti -HSP90, -14-3-3,
mouse anti -ubiquitin, -HSC70 were purchased from Santa-Cruz Biotechnology, rabbit anti-
HSP27 and anti -phospho Serl5 and 78 HSP27 were from Stressgen (Tebu-Bio, Le Perray en
Yveline, France), Myc-tag from Millipore (Molsheim, France), HA-tag from Biomol

(Hamburg, Germany).

Immunoprecipitation
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Cells were lysed in immunoprecipitation buffer [50 mM Hepes pH 7.4, 140 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 0,2% NP40, protease inhibitor cocktail (Roche, Neuilly sur Seine, France)] for 30 min
on ice followed by centrifugation at 12000g for 10 min at 4°C. The protein concentration was
evaluated (DC protein assay, BioRad, Marnes-la-Coquette, France). Except for the
immunoprecipitation of endogenous GATA-1/HSP27 in K562 which was performed using the
Exactacruz system (Santa-Cruz Biotechnology, sc-45039), 800 pg of each lysate was
precleared with 40 ul of sepharose beads for 45 min and incubated with 3 pg of GATA-1
(Santa Cruz Biotechnology), HSP27 (Stressgen), Myc-tag (Millipore) or HA-tag (Biomol)
antibodies with constant agitation at 4°C. Then, the immuno-complexes were precipitated
with 25 ul of protein A/G-Sepharose (Amersham Bioscience, GE Healthcare, Orsay. France)
and the beads were washed four times in 20 mM Hepes pH 7.4, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM,

NP40 0.2%, and resuspended in Laemmli buffer.

Ubiquitination Assay

Ubiquitinylation reactions were performed in virro with Ubiquitin-Protein Conjugation Kit
(Boston Biochem, Euromedex, Souffelweyersheim, France). The manufacturer’s protocol was
slightly modified as follows: the 55 pL final volume reactions were performed in a buffer
containing 30 pg ubiquitin, 14.5 g fraction A, 14.5 ug fraction B, 1X energy solution, 5 uM
ubiquitin-aldehyde (Boston Biochem) and 2 yM MG132. In vitro translated human GATA-1
protein was used as substrate in presence or absence of in vitro translated human HSP27. Both
proteins were produced using TNT Quick Coupled Transcription/Transcription System
(Promega, Charbonnieres-les-Bains, France) as follows: 1 pg of template plasmid DNA was
added to the reaction mixture which was afterwards incubated at 30°C for 90 min. 3 pl of the
in vitro translated proteins were pre-incubated with ubiquitin-aldehyde at 37°C for 6 min

before adding the ubiquitinylation reaction mix. Samples were incubated at 37°C for 3h30 and
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the reaction was stopped by adding Laemmli buffer. The samples were boiled 5 min and then

resolved on SDS-PAGE

Nucleus/cytoplasm extraction

Cytoplasm and nucleus extracts were obtained after lysis of 5-10x10° cells for 10 minutes on
ice in lysis buffer (20 mM Hepes pH 7.4, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 10% glycerol) with
0.2% NP-40 in the presence of protease inhibitors. Cell lysates were centrifugated at 14,000
rpm for 10 min and the supematant was carefully collected (cytoplasm fraction). The pellet
was washed once and resuspended in lysis buffer (20 mM Hepes pH 7.4, 10 mM KCI, 1 mM
EDTA, 20% glycerol, 350 mM NaCl, protease inhibitors) and nuclear fractions were

harvested after centrifugation (14000 rpm, 10 min).

Proteasome activity

Proteasome activity was determined as described.” Briefly, 4x 10° cells in 200 ul PBS (pH
7.4) were incubated for 30 min at 37°C with 100 uM of the cell-permeant fluorogenic
substrate  N-succinyl-L-leucyl-L-leucyl-L-tyrosine-7-amido-4-methyl coumarin (Bachem,
Basel, Switzerland). Fluorescence generated by the substrate cleavage was quantified using a
Kontron SFM 25 spectrofluorometer (Kontron AG., Zurich, Switzerland). When needed,

proteasome activity was inhibited by exposure of the cells to MG132 (Euromedex).

Immunofluorescence staining

Cells were fixed in PBS-paraformaldehyde 4% during 15 mm and permeabilized by
incubation with PBS-Triton 0.1% for 3 min. After washing with PBS (Cambrex, Emerain
ville, France). samples were saturated with PBS-BSA 3% (Sigma-Aldrich) during 30 min

before incubation overnight at 4°C with anti-HSP27 (Stressgen). anti-phospho-Ser15-HSP27
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(Stressgen) or anti-GATA-1 (Santa-Cruz Biotechnology). After 4 washes in PBS, appropriate
secondary antibodies coupled with fluorochromes (Alexa 486 and 568 nm; Molecular Probe,
Leiden, Netherlands) were added during 1h at room temperature in the dark. The nucleus was
labelled with Hoescht 33342. Images were acquired using the Cell Observer station (Zeiss,

Germany).

Statistics
Quantitative experiments were analyzed using Student 7 test. All P values resulted from the
use of 2-sided tests.

Results

Expression of GATA-1 and HSP27 during terminal erythoid differentiation

The expression of GATA-1 and HSP27 expression was studied in two models of erythroid
cells differentiation. CD34" cells isolated from human cord blood were cultured in the
presence of interleukin-6 (IL-6, 100 ng/ml). interleukin-3 (IL-3. 10 ng/mL) and stem cell
factor (SCF, 100 ng/mL) for 5 days before sorting CD36" cells. The following day, the
medium was changed and CD36" cells were cultured for the indicated additional days with
Epo (2 U/mL) and IL-3 (10 ng/mL) (Figure 1A). When indicated, TGFJ (2.5 ng/mL) was
added to accelerate the differentiation process 2 In this way, days 1. 2 and 3 in the presence
of TGFp, shown in Figure 1A, correspond to days 2, 4 and 6 in the absence of TGFp. GATA-
1 levels were quite constant during erythroblasts differentiation (Figure 1B). Addition of
cycloheximide (5pM) for 4 h before collecting the cells indicated that GATA-1 turnover was
faster at day 8 compared to day 3 (Figure 1C). Inhibition of the proteasome machinery at day
8 with either MG132 (20 #M, 5 h Figure 1D) or lactacystin (25 ¢M, 4h, not shown) induced
an accumulation of the protein in the nucleus (Figure 1D), indicating that the proteasomal
degradation of GATA-1 was involved in its turnover. In human erythroid K562 cells induced
to differentiate in the presence of hemin (40 xM), the expression of GATA-1 decreased
during erythroid differentiation (Figure 1E). This decrease was partially prevented by MG132
(Figure 1F) and lactacystin (not shown). GATA-1 decrease correlated with an increase in the
proteasome activity measured in cell lysates (Figure 1G) and ubiquitinated proteins in the
nucleus of differentiated cells in the presence of MGI32 (Figure 1F). Since HSP27 is
expressed throughout the differentiation process in both models (Figures 1B, 1C, 1E and 1F)
and partially accumulates in the nucleus of differentiating cells (Figure 1D and 1F), we

explored whether HSP27 was involved in GATA-1 protein level regulation.l'l'l'1
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HSP27 depletion inhibits terminal erythroid differentiation.

HSP27 was depleted from sorted CD36" cells by transfection with a specific siRNA
(stHSP27). As described in Figure 1A, the medium was changed after 24 h and the cells were
cultured with Epo and IL-3, in the presence of TGFP to accelerate and synchronize the
differentiation process. The efficacy of HSP27 siRNA was checked by immunoblot at d2
(Figure 2A. insert). The decrease in HSP27 protein expression was associated with a delay in
the appearance of benzidine-positive cells (Figure 2A) and in the morphologic maturation of
erythroblasts, e.g. the d2 ratio of polychromatic (mature) to basophilic (immature)
erythroblasts decreased from 59+/-2% in control siRNA to 36+/-4.5 % in HSP27-siRNA
transfected cells (P < 0.05). This decrease was not related to an increase in mature cell death
rate when HSP27 was down-regulated (supplementary Figure 1A and 1B). CD36" sorted cells
were also transduced with a lentivirus encoding either a HSP27 specific (shHSP27) or a
scrambled shRNA (Figure 2B, insert) and cultured either with Epo, IL-3 and TGFJ for 6 days
as above, or in the presence of 30% FCS for 18 days, which led to the production of around 3-
5% and 30-35% enucleated cells, respectively. In both conditions, HSP27 depletion induced a
significant decrease in the formation of reticulocytes (Figures 2B) without affecting
erythroblast cell death and proliferation (not shown). The siRNA HSP27 was also used to
decrease HSP27 expression in K562 cells, which delayed the hemin-induced erythroid
differentiation (Figure 2C).

In both, CD36" sorted cells (Figure 2A) and K562 cells (Figure 2C), HSP27 depletion
correlated with an increase in GATA-1 protein level. As previously reported in mouse
models'®", lentivirus-mediated GATA-1 overexpression in sorted human CD36% cells
(Figure 3A, insert) significantly delayed the appearance of benzidine positive cells in a TGF

containing medium (Figure 3A). GATA-1 overexpression delayed the morphologic
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maturation of erythroblasts, e.g. the d2 ratio of polychromatic (mature) to basophilic
(immature) erythroblasts decreased from 59+/-2% in control to 36+/4.5 % in GATA-1-
transduced cells (P < 0.05). and impaired the formation of reticulocytes (not shown). As for
HSP27 depletion, GATA-1 overexpression affected erythroblast maturation without
significantly altering cell proliferation or survival (Supplementary Fig 1C and D). We also
overexpressed GATA-1 in K562 cells by transient transfection with a Myc-tagged GATA-1
construct (Figure 3B, insert). As shown in Figure 3B, overexpression of the transcription
factor delayed the appearance of benzidine-positive cells upon exposure to hemin. Altogether,

HSP27 depletion was associated with GATA-1 accumulation and both HSP27 depletion and

GATA-1 overexpression delayed erythroid cell differentiation.

HSP27 favours GATA-1 degradation by the proteasome.

We have shown previously that HSP27 was an ubiquitin-binding protein involved in the
proteasomal degradation of certain proteins under stress conditions.”™" To explore whether
HSP27 could regulate GATA-1 degradation, we performed an in vifro assay. Addition of
purified HSP27 to Myc-tagged GATA-1 protein in the presence of ubiquitin favoured the
appearance of ubiquitinated forms of GATA-1, which was better evidenced when the
proteasome was inhibited by MG132 (Figure 4A). Ubiquitinated forms of GATA-1 induced
by HSP27 were also rapidly degraded in vivo, as observed in K562 cells transiently
transfected with HSP27 and an ubiquitin construct (Supplementary figure 2). Co-transfection
of a Myc-tagged GATA-1 and a HA-tagged HSP27 in Hela cells induced the degradation of
GATA-1, which was prevented by MG132 (Figure 4B). Similar results were obtained in
transiently transfected COS cells (not shown). Acetylation of GATA-1 was demonstrated to

20

precede its ubiquitination.” The histone deacetylase inhibitor trichostatin A (TSA), which

enhances the amount of acetylated proteins in the cells, strongly stimulated HSP27-induced
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degradation of GATA-1 (Figure 4C). Transfection experiments in Hela cells demonstrated
that HSP27 failed to induce the degradation of AcMut-GATA-1, a GATA-1 mutant in which
the acetylation sites have been mutated (Figure 4D). These results suggested that HSP27
could promote the ubiquitination of acetylated GATA-1 and its degradation by the

proteasome.

Phosphorylated HSP27 localizes in erythroid cell nucleus to interact with GATA-1

Co-immunoprecipitation experiments performed in COS cells expressing Myc-tagged GATA-
1 and HA-tagged HSP27 demonstrated an interaction between the two proteins (Figure 5A).
A transient interaction between the two endogenous proteins, GATA-1 and HSP27, could also
be detected in nuclear extracts of CD36" primary cells exposed for 8-9 days to IL-3 and Epo
(Figure 5B) and in hemin-treated K562 cells by day 1-2 (Figure 5C). Human HSP27 can be
reversibly phosphorylated at serine S15, S78 and 582 by kinases of the p38 mitogen activated
protein kinase (MAPK) family, more specifically by MAPKAPK 2/3, downstream of p38a

P22 This phosphorylating event was observed during erythroid differentiation. 2

kinase .
By using antibodies that recognize HSP27 when phosphorylated on S15 or §78, we confirmed
the accumulation of the phosphorylated small stress protein in CD36" exposed for 8-10 days
to IL-3 and Epo (Figure 6A) and in hemin-treated K562 cells by day 1-2 (Figure 6C). In both
cellular models, phosphorylated HSP27 localized in the nucleus (Figure 6B, 6D and cell
fractionation studies in Supplementary Figure 3). An inhibitor of MAPK p38 pathway (SB-
203580) prevented the phosphorylation of HSP27 in hemin-treated K562 cells (Figure 6E) in
which the phosphorylated HSP27 was shown to interact with GATA-1 (Figure OF).
Expression of wild-type HSP27 or a non-phosphorylatable HSP27 mutant (HA-HSP27-Ala)

in K562 cells demonstrated that the HSP27-Ala mutant did not significantly interact with the

transcription factor (Figure 7A). Interestingly, the HSP27-Ala mutant did not localize within
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the nucleus during erythroid differentiation (Figure 7B) and did not induce GATA-1
degradation (Figure 7A and C), which was further confirmed in Hela cells stably
overexpressing HSP27-Ala and transiently transfected with Myc-GATA-1 (Figure 7D).
Altogether, phosphorylation of HSP27 that is inhibited by SB-203580 is required for

modulation of acetylated GATA-1 level in the nucleus of erythroid cells (Figure 8).

Discussion

GATA-1 levels and activity must be tightly regulated for proper erythroblast
differentiation, i.e. gara-! gene deletion is responsible for embryonic lethality through
erythroid differentiation arrest and apoptosis of erythroid pr()genimrszx and GATA-1
overexpression arrests cell differentiation and causes mouse embryonic lethality as well'”
The present study identifies HSP27 as one of the proteins that regulate GATA-1 expression
level and activity along erythroid cell differentiation. More specifically, our results suggest
that HSP27 promotes the ubiquitinylation and proteosomal degradation of the transcription
factor when au:elylated.20 This biological effect of HSP27 requires its phosphorylation on
serine residues, probably by a p38-dependent mechanism (Figure 8). The small stress protein
HSP27 was previously shown to favour the ubiquitination and proteasomal degradation of the
NE-xB inhibitor, I-kBa: ', and the cell cycle protein pZTk“J' " which suggested that driving
the selective degradation of proteins was part of its protective role of in stressed cells. Here,
we demonstrate that HSP27-driven ubiquitination and proteasomal degradation of the
transcription factor GATA-1 contributes to the normal differentiation of erythroid cells.

Ubiquitination requires an enzyme cascade that includes an El-activating enzyme, an
E2-conjugating enzyme, an E3-ligase and, at least in some situations, E4 factors that increase

ubiquitination efficiency in a substrate-specific manner, either by accelerating the transfer of
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ubiquitin chains to the substrate or merely by providing a scaffold.” Our data suggest that
HSP27 is a scatfold protein for GATA-1 and triggers its ubiquitination and degradation when
acetylated, which, in human primary erythroblasts, does not affect GATA-1 expression but
affects its turnover. The reason why the GATA-1 turnover is increased remains elusive but
our results indicate that a tightly regulated balance between HSP27 and
deacetylases/acetylases may regulate the erythroid differentiation program through
modulation of GATA-1 cellular content.

Phosphorylation of GATA-1 by MAP kinases precedes the transcription factor
acetylation and participates to the control of its expression.m Human HSP27 is also
phosphorylatable on three serine residues (S15, S78 and S82) and this reversible post-
translational modification is mediated by p38 MAP kinases. Figure §) More specifically, the
process was demonstrated in cells exposed to a variety of stimuli to be catalyzed mainly by
MAPKAP kinase-2, a downstream target of p38c.(Figure 8)."*' HSP27 phosphorylation
modulates the protein oligomerization by provoking a shift toward small oli,gomers.IS Non-
phosphorylatable (HSP27-Ala) mutants of the protein protects the cells from caspase-
mediated ap()plosis32 and binds to actin®® whereas a constitutively phosphorylated (HSP27-
Asp) mutant interacts with Daxx.”* The phosphorylated HSP27 also displays higher affinity
for ubiquitin chains than wild type prolein.u'u The present study suggests that HSP27
phosphorylation is required for the protein to localize in the nucleus, to interact with GATA-1
and to trigger its proteosomal degradation. The HSP27 phosphorylation may account for the
function of the p38 MAPK cascade in erythroid cell differentiation.”” It may be of interest to
determine whether overactivation of the p38 MAPK pathway, which has been associated with
altered erythropoiesis in some myelodysplastic syndromes, could affect GATA-1 turnover and

s 35
expression level.
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The stress-inducible HSP27 and HSP70 are abundantly expressed during erythroblast
differentiation. We previously demonstrated that HSP70 protected GATA-1 from caspase-
mediated cleavage when caspase-3 was transiently activated along the differentiation
process.“ We show here that HSP27 is involved in the increased GATA-1 turnover that
precedes the terminal stages of erythroid cell differentiation. HSP70 is an ATP dependent
chaperone while HSP27 does not require ATP for inhibiting the aggregation of misfolded
pr(}leins.y’ The two stress proteins cooperate to modulate the stability of AU-rich labile
mRNAs.* and to trigger resistance of cancer cells to DNA damaging inducing agents.”j(J
Based on their role in the regulation of GATA-1 expression and function, a deregulation of
either HSP27 or HSP70 or both could possibly play a role in the pathogenesis of some
congenital or acquired erythroid disorders "'

Altogether, our data suggest that the coordinated molecular events that tightly control
the expression of GATA-1 along erythroid cell differentiation could include the MAPK-
mediated phosphorylation of GATA-1, which provokes its acetylation leading to an increased
transcriptional activity. Meanwhile, MAPK-mediated phosphorylation of HSP27 favours its
nuclear localization. In the nucleus, interaction between phosphorylated HSP27 and
acetylated GATA-1 may lead to GATA-1 ubiquitination and subsequent proteosomal
degradation (Figure 8). Chaperones play several key functions in the control of normal
erythropoiesis that include the control of globin folding and expression 2 as well as GATA-1
integrity.“ The present study adds a new function for a chaperone in GATA-1 turnover.
Proteins from an additional stress-inducible protein sub-family, HSP90, are expressed in
erythroid cells undergoing differentiation and their function 1s the process remains to be
explored, which may be of importance since HSP90 inhibitors are now developed in cancer

treatment.
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Figure legends

Figure 1

HSP27 and GATA-1 expression during erythroblasts differentiation. (A) Scheme of the model
used of human primary erythroblasts differentiation. A representative microscopic image
shows the morphology of the differentiating erythroblasts at the indicated time points. (B)
Human primary erythroblasts were induced to differentiate in the presence of IL3, Epo with or
without TGFB. At the indicated times, the level of GATA-1 and HSP27 was determined by
western blot. HSC70 serves as loading control. (C) Differentiating cells were treated or not
with the protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX, 5 1M, 8 h). Cells were harvested at
indicated days and lysates were blotted with the indicated antibodies. The data are
representative of three independent experiments. (D) Human primary erythroblasts induced to
differentiate in the presence of IL3 and Epo were, at day 8, treated or not with the proteasome
inhibitor MG132 (20 ¢M, 5 h), and nuclear/cytosolic GATA-I and HSP27 expression was
assessed by western blotting. (E) Human K562 cells were induced to differentiate with hemin
(40 puM). At the indicated days, GATA-1 and HSP27 levels were assessed by westermn blot.
HSP90 serves as a loading control. (F) When indicated, K562 cells induced to differentiate by
the presence of hemin, were treated for 5 h with the proteasome inhibitor MG132 (20 uM).
Nuclear/cytosolic GATA-1 and HSP27 expression was assessed by western blot. HSC70 and
lamin B serve as loading controls. (G) The proteasome activity was determined by the
measurement of Suc-LLVY-AMC cleavage in the control lysates from hemin treated K562
cells in the absence (white columns) or presence (gray columns) of MG132 (20 M, 5 h), (a.u.

arbitrary units; bars: SD n=3).
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Figure 2

HSP27 depletion delays erythroid differentiation of human primary erythroblasts and
K562 cells (A) Human primary erythroblasts were induced to differentiate with Epo, IL-3 and
TGFP (2.5 ng/ml) after 24 h of transfection with HSP27 siRNA (siHSP27, A) or control
siRNA (Ctrl, l) (20 nM). At the days indicated (day O to day 3) the percentage of
differentiated cells was evaluated by benzidine assay. Insert, cell lysate from day 2 was
resolved on a gel and blotted with the indicated antibodies. (B) CD34" cells, growing in
presence of cytokines (IL3, Epo), were transduced with shRNA specific for HSP27 or shRNA
control (Ctrl). At day 5, CD36* GFP” cells were sorted and differentiated in the presence of
30% SVF or TGFp (2.5 ng/ul) to allow the production of reticulocytes. Insert, western-blot
analysis of HSP27 expression after shRNA transduction. Actin serves as a loading control.
Reticulocytes were quantified at the indicated times as the ratio of their number to a total
number of 300 cells chosen randomly in different microscopic fields. (C) Human K562 cells
were induced to differentiate with hemin (40 M) after 24 h of transfection with HSP27
siRNA (siHSP27, gray columns) or a scrambled (Ctrl, white columns). The percentage of
differentiated cells was determined by benzidine assay. Insert, cell lysate from day O and 2

was resolved on a gel and blotted with the indicated antibodies.

Figure 3

GATA-1 overexpression impairs erythoid differentiation. (A) Primary erythroblasts were
transduced three times with an empty lentivirus construct () or one encoding GATA-1 (£2).
Then, differentiation was induced as in Fig [ A. The percentage of differentiated cells was
evaluated by benzidine assay at the indicated times. (B) K562 cells were transiently
transfected with empty plasmid (white columns) or with Myc-GATA-1 (gray columns). After
24 h, differentiation was induced with hemin (40 pM). The percentage of differentiated cells
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was evaluated by benzidine assay at the indicated times. GATA-1 expression was monitored
by western blotting. HSC70 is the loading control. Data are expressed as the mean +/- S.E

(n=3; *, p<0.05).

Figure 4

HSP27 induces GATA-1 ubiquitination and proteasomal degradation. (A) Recombinant
GATA-I protein, generated with TNT T7 coupled reticulocyte lysate system, was incubated
in presence or absence of recombinants ubiquitin (Ub) and HSP27 for 40 min in an ubiquitin
buffer, as described in material and methods. The reaction was stopped with Laemmli buffer,
run on a gel and blotted with the Myc-tag (GATA-1) antibody. The smear corresponds to the
different forms of ubiquitinated GATA-1. (B) Hela cells were transiently transfected with
HA-HSP27 and Myc-GATA-1 plasmids and treated or not with MG132 (20 M, 5 h). GATA-
| content was analyzed by immunoblot. HSC70 is the loading control. (C) Hela cells were
transiently transfected with Myc-GATA-1 or both Myc-GATA-1 and HA-HSP27. Cell
extracts from cells either left untreated or treated with TSA (300 nM, 16 h) were resolved on a
gel and immunoblotted with Mye-tag (GATA-1). HSC70 and 14-3-3 are loading controls. (D)
Hela cells were transiently transfected with Myc-GATA-1 or the acetyl mutant GATA-1
(AcMut-GATA-1) in the presence or absence of HA-HSP27. After 24 h of transfection,
expression of GATA-1 and HSP27 was assessed by western-blot. Lower panel. densitometry
analysis to quantify HSP27-induced degradation of GATA-1. One representative blot out of

three performed is shown.

Figure 5

HSP27 interacts with GATA-1. (A) COS cells were co-transfected or not with Myc-GATA-

1 and HA-HSP27. GATA-1 was immunoprecipitated from cell extracts, subjected to SDS-
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PAGE migration and immunoblotted with HA-tag (HSP27) antibody. (B) Nuclear extracts
from differentiating progenitors CD36" cells were subjected to immunoprecipitation using
GATA-1 antibody and blotted with HSP27 antibody. (C) Immunoprecipitation of endogenous
GATA-1 (left panel) or HSP27 (right panel) from K562 cell lysates at indicated times of
differentiation was followed by HSP27 and GATA-1 immunoblotting. IPCtl,

immunoprecipitation with a non relevant antibody.

Figure 6

HSP27 phosphorylation is required for its association with GATA-1 and to induce
GATA-1 degradation. (A) Human primary CD36" erythroblasts were induced to
differentiate in the presence of IL3, and Epo. Phosphorylated HSP27 expression (on S15) was
assessed at the indicated days by western blotting. Actin serves as a loading control. (B)
Localization of S15-phosphorylated HSP27 during Epo-induced CD36" differentiation.
Immunofluorescence was performed as described in material and methods. Nuclei were
stained with Hoechst 33342 (1 pg/ml), (Magnification *40, — 10 gm). (C) Phosphorylated
HSP27 (on S15) was determined by western blot in K562 erythoid cells treated with hemin.
HSC70 serves as loading control. (D) Localization by immunofluorescence studies of S15-
phosphorylated HSP27 during hemin induced K562 differentiation (day 0 to day 2).
(Magnification *40, — 10 pm) (E) Phosphorylated HSP27 (both on S15 and S78) was
determined in lysates form K562 cells induced to differentiate with hemin (day 0 to day 3) in
the presence or absence of the p38 pathway inhibitor SB-203580 (20 xM). (F) At the
indicated days after hemin treatment of K562 cells, GATA-1 was immunoprecipitated
followed by immunoblotting with P-Ser15-HSP27 and P-Ser78-HSP27 antibodies. IPCtl,

immunoprecipitation with a non relevant antibody.
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Figure 7

A non phosphorylatable mutant of HSP27 does not localize in the nucleus and does not
bind to GATA-1 to induce its degradation. (A) K562 cells transiently transfected with HA-
HSP27-Wt, HA-HSP27-Ala or a control vector, treated or not with MG132 (20 uM, 5 h),
were immunoprecipitated with GATA-1 before immunoblotting with HSP27 (HA) and
GATA-I antibodies. IPCtl, immunoprecipitation with a non relevant antibody. (B) K562 cells
were transiently transfected with HA-HSP27-Wt and HA-HSP27-Ala. Localization of the
transfected HSP27 forms was determined by immunofluorescence after 24 h of hemin
treatment. (Magnification *100, — 10 pm) (C) GATA-1 content was determined by western
blot in duplicate in K562 cells expressing a control vector, HA-HSP27-Wt or HA-HSP27-Ala.
(D) GATA-1 content was determined by western blot in Hela cells stably overexpressing HA-
HSP27-Wt, HA-HSP27-Ala or a control vector and transiently transfected with Myc-GATA-
I. When indicated, cells were treated with MGI132 (20 M, 5 h). HSC70 was used as a

loading control.

Figure 8

Proposed model for the coordinated molecular events that may control GATA-1 level
and erythroblasts differentiation. Activation of p38MAPK during eruthropoiesis was
described previously to promote GATA-1 phosphorylation and acetylati-:)n:7 and to
phosphorylate HSP27 through MAPKAPK?2 activation™"” . The present study indicates that
phosphorylated HSP27 accumulates in the nucleus and interacts with GATA-1 to induce its
ubiquitination and proteasomal degradation. GATA-1 accetylation precedes its degradation by
the proteasomal machinery. This model provides new evidences of the major role of
chaperones in myth(}poi{-:sis.42 *# 1is a reference to data from the literature as mentioned

above.
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 8
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Supplementary Figure 2

HSP27 induces ubiquitinated GATA-1 degradation in K562 differentiating cells
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Supplementary Figure 3

Phophorylated HSP27 accumulates in the nucleus of differentiating human primary
erythroblasts
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4.3 Conclusions article 4

Dans cette étude, nous avons mis en évidence un r6le d’Hsp27 dans la dégradation
protéasomale de GATA-1 au cours de la différenciation érythroide terminale de cellules
primaires.

Hsp27 est exprimé dans les érythroblastes primaires mais aussi dans la lignée K562 et
son inhibition par siRNA entraine [‘augmentation de 1’expression de GATA-1 induisant le
bloquage de la différenciation érythroide terminale. Il semble que le renouvellement de
GATA-1 par le systeme du protéasome soit nécessaire mais aussi augmenté au cours de la
maturation érythroide.

Nos résultats montrent qu’Hsp27 est phosphorylée par la voie des MAPK puisque
I’inhibition de la voie p38 induit une diminution de la phosphorylation de la chaperonne. Il
apparait que la forme phosphorylée d’Hsp27 augmentée au cours de la maturation terminale,
entre dans le noyau des érythroblastes pour interagir avec la forme acétylée de GATA-1.
Hsp27 entraine alors 1’'ubiquitinylation et la dégradation protéasomique de GATA-1.

Il est connu que GATA-1 acétylé et phosphoryl€ est transcriptionnellement actif et que
I’acétylation qui induit 1’ubiquitinylation du facteur de transcription entraine sa dégradation
protéasomale. Ensemble, nos résultats indiquent qu’Hsp27 est impliqué dans ce processus de
régulation d’expression de GATA-1 au cours de la différenciation érythroide terminale. De
plus, nous proposons un modele dans lequel la voie des MAPK, connue pour jouer un role
dans la maturation érythroide en phosphorylant GATA-1, intervient également dans le

processus de dégradation de GATA-1 par I’intermédiaire de la phosphorylation d’Hsp27.
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Diseussion générale

et perspectives

1 Régulation fine de GATA-1 par les protéines de choc thermique
Hsp70 et Hsp27.

L’érythropoiese un processus complexe régit entre autres par GATA-1. Le niveau
d’érythroblastes produits doit étre tres finement régulé, il est donc crucial que le niveau
d’expression de GATA-1 soit tres finement controlé. En effet, son niveau d’activité doit étre
finement régulé pour une érythropoiese normale. Il doit tre élevé dans les stades précoces de
la différenciation érythroide, mais il doit étre diminué pour une bonne différenciation
terminale *° ce qui implique que la protection ainsi que la dégradation de la protéine soient
des mécanismes importants pour la fonction de GATA-1. Dans ce travail, nous mettons en
évidence un nouveau role des protéines de choc thermique Hsp70 et Hsp27 dans ce processus
de régulation du niveau d’expression de GATA-1.

Il a été démontré que la régulation négative de I’érythropoiese physiologique peut se
faire par ’intermédiaire du récepteur de mort Fas et de son ligand. En effet, I’action des
érythroblastes matures qui expriment le FasL sur les érythroblastes immatures qui expriment
le récepteur induit [’activation des caspases provoquant la dégradation de GATA-1 par
clivage *. Parce que le niveau d’activation des caspases est lié a I’intensité de la stimulation
du récepteur de mort, le degré de régulation des érythroblastes immatures est corrélé au
nombre d’érythroblastes matures au sein de 1’ilot érythroblastique. Cette étude montre que
I’activation des caspases via le récepteur de mort induit I’arrét de différenciation érythroide
terminale au stade d’érythroblaste basophile. Cet arrét de différenciation est 1ié a la
diminution du niveau de GATA-1 suite au clivage par les caspases puisque I’expression d’un
mutant de GATA-1 non clivable par les caspases a la différence de GATA-1 WT, restaure la
différenciation érythroide. Cependant, I’activation des caspases est indispensable a la

différenciation érythroide terminale *'.

En effet, I’inhibition des caspases induit I’arrét de
maturation des progéniteurs €rythroides au stade d’érythroblaste basophile. Lors de la

différenciation érythroide, la caspase-3 est activée de maniere transitoire par la voie
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mitochondriale et clive des protéines impliquées dans I’intégrité du noyau (Lamine B) et la
condensation de la chromatine (Acinus). Le clivage de ces protéines induit les modifications
morphologiques observées au cours de la maturation érythroblastique. Cependant il n’y a pas
de mortalité cellulaire et le facteur de transcription érythroide GATA-1 n’est pas clivé. Ainsi,
le devenir des précurseurs érythroides est déterminé en aval de 1’activation des caspases en
fonction des substrats qu’elles clivent. Il semble donc qu’il y ait des mécanismes de
protection sélective des substrats des caspases activées lors de 1’érythropoicse et que GATA-1
soit protégé du clivage des caspases.

Dans ce travail, nous avons mis en évidence qu'Hsp70 est une nouvelle protéine au
cours de la différenciation érythroide terminale qui par son interaction avec une de ces cibles
joue un nouveau réle anti-apoptotique majeur en empéchant le clivage de GATA-1 par la

caspase-3 (figure 22).
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Figure 22 Nouveau role anti-apoptotique d’Hsp70.

(Entouré en rouge) Au cours de la différenciation érythroide terminale, Hsp70 interagit avec
GATA-1 dans le noyau des érythroblastes, le protégeant ainsi du clivage de la caspase-3
activée transitoirement au cours du processus de maturation.

La protéine Hsp70 est localisée dans le cytoplasme et le noyau ou elle colocalise avec GATA-
1, au cours de la différenciation érythroblastique. Au cours de 1’apoptose induite par la
déprivation en Epo, Hsp70 est délocalisée du noyau vers le cytoplasme permettant ainsi le
clivage de GATA-1 par la caspase-3 activée. Nous proposons ainsi un modele dans lequel,

I'Epo détermine le destin des érythroblastes (apoptose versus différentiation) en aval de la
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caspase-3 en régulant la localisation d'Hsp70 (cytoplasmique versus nucléaire et
cytoplasmique) (Figure 23).
+Epo -Epo

<EorasET

ot

Différenciation Apoptose

Figure 23 Roéle d'Hsp70 dans la détermination du destin des érythroblastes sous Epo.

Sous Epo, Hsp70 protege GATA-1 du clivage de la caspase-3 permettant la différenciation. La
privation en Epo induit la délocalisation nucléaire d’Hsp70 et 1’apoptose des érythroblastes
dlie au clivage de GATA-1 par la caspase-3.

ATlinverse, il a été démontré que la surexpression de GATA-1 inhibe la différenciation
érythroide *** *°. 1l est donc essentiel que GATA-1 soit dégradé lors de la phase tardive de la
différenciation érythroide. Il a été décrit que GATA-1 peut étre régulé négativement par
I’action de FasL sur son récepteur de mort, cependant, ce processus n’est probablement pas
responsable de la diminution d’expression de GATA-1 tardive puisqu’il a lieu au stade
d’érythroblaste basophile. Dans ce travail, nous avons montré qu’Hsp27 joue un role dans le
processus de dégradation de GATA-1 par le protéasome. En effet, une fois phosphorylée par
la voie des MAPK, Hsp27 migre dans le noyau des érythroblastes matures afin d’interagir
avec GATA-1, induire son ubiquitinylation et I’emmener vers le protéasome. Ce travail décrit

un nouveau role d’Hsp27 dans la différenciation érythroide.
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Figure 24 Modéle de la régulation dynamique de GATA-1 au cours de 1'érythropoiese.

Le niveau de GATA-1 augmente au cours de la différenciation érythroide terminale et ce
grace a la protection d’Hsp70. GATA-1 est régulé négativement par un mécanisme faisant
intervenir Hsp27 et la dégradation protéasomale. (Adapté de la revue fereirra mol cell biol
2005).

2 Modeéele de régulation de la localisation d’Hsp70 par C-Kit et REpo.

Dans ce travail, nous montrons que la signalisation activée par c-Kit induit 1’export
nucléaire d’Hsp70 au stade précoce de la différenciation érythroide, jusqu’au stade
d’érythroblaste basophile. 11 est probable qu’Hsp70, par son double réle de protéine
chaperonne et anti-apoptotique, soit indispensable dans le cytoplasme de ces érythroblastes.
En effet, en interagissant avec la protéine pro-apoptotique bax, Hsp70 empéche sa
translocation mitochondriale **. Il a également été décrit un role anti-apoptotique d’Hsp70
par I’inactivation de JNK et I’inhibition de 1’apoptose dépendante de Bid *°. Il serait
intéressant de tester si Hsp70 module ces protéines pro-apoptotiques dans les progéniteurs
érythroides, ce qui empécherait peut-&tre une activation de la caspase-3 trop précoce.

Il nous reste a démontrer que I’expression prolongée de c-Kit induit le blocage de la
différenciation érythroide terminale et I’apoptose des progéniteurs érythoides par la perte de
protection de GATA-1 et ce, au stade d’activation de la caspase-3 dans les érythroblastes
normaux. Ce modele permettrait d’expliquer le phénotype qu’on observe chez certains

patients atteints de SMD ol il a été décrit une surexpression de c-Kit **>. Confortant nos
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résultats, il a été décrit qu’au cours de la phase précoce de la maturation érythroide terminale,
c-Kit agit sur la prolifération en retardant la différenciation ” et que ’expression prolongée
de c-Kit entraine un défaut de la maturation érythroide **. Il est donc indispensable que
I’expression de c-Kit soit diminuée au cours de la différenciation terminale afin de permettre a
Hsp70 de s’accumuler dans le noyau des érythroblastes et de jouer son role de chaperonne
pour GATA-1 au moment ou la caspase-3 est active.

De plus, nous avons observé que la diminution d’expression de c-Kit ou que
I’inhibition précoce de la voie PI3-K/AKT sont concomitantes a 1’activation de la caspase-3.
Il serait donc intéressant d’étudier le role de la signalisation induite par c-Kit sur I’activation
de la caspase-3. En effet, si la diminution d’expression de c-Kit est en partie responsable de
I’activation de la caspase-3, ceci permettrait une réelle synchronisation entre I’induction de la
différenciation par la caspase-3 activée et la protection de GATA-1 par Hsp70 nucléaire,

toutes deux indispensables a la maturation érythroide terminale.

D’autre part, au cours de ce travail de these, nous avons démontré que le REpo permet
la localisation nucléaire d’Hsp70 et la protection de GATA-1 au stade d’activation des
caspases. Nous suggérons que la voie Lyn induite par I’Epo soit impliquée dans la rétention
nucléaire d’Hsp70 permettant aux érythroblastes de se différencier. D autres études montrent
que la voie Lyn est majeure pour la différenciation érythroide terminale. Récemment il a été
décrit un role essentiel de Lyn nduit par I’Epo dans la régulation négative de c-Kit ce qui
limite la coopération entre le SCF et I’Epo pour la prolifération et la survie des
proérythroblastes et rend les progéniteurs strictement dépendants de I’'Epo '¥. Par ailleurs, il a
été décrit que GATA-1 induit également la répression de c-Kit et d’AKT **. Nos résultats
suggerent qu’Hsp70 pourrait tre le lien entre ces deux modeles d’inhibition de c-Kit. En
effet, ’Epo, en activant Lyn, permettrait a Hsp70 de protéger GATA-1 qui va inhiber
I’expression de c-Kit (figure 25).
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Figure 25 Effets de c-Kit et du REpo sur la localisation d'"Hsp70.

Dans un premier temps, c-Kit en activant AKT induit 1’export nucléaire d’Hsp70 (fleche
bleue pleine). Puis, lors de I’inhibition de I’expression de c-Kit, I’export nucléaire d’Hsp70
par AKT est diminué (fleche bleue pointillée). Dans le méme temps, I’Epo induit Lyn qui
inhibe également 1’export nucléaire d’Hsp70 et la protection de GATA-1 du clivage par la
caspase-3 activée au stade d’érythroblaste basophile. GATA-1 inhibe I’expression de c-Kit et
AKT (fleches rouges).

3 Implications dans des pathologies érythroides

3.1 Syndromes myélodysplasiques

Les syndromes myélodysplasiques (SMD) sont un exemple de maladie dans laquelle
la dérégulation de I’apoptose est responsable de manifestations hématologiques. Les SMD
sont des anomalies clonales de 1’hématopoiese qui se traduisent par une anémie, une
neutropénie et une thrombocytopénie mais la caractéristique particuliere est la maturation
anormale (dysplasie) des trois lignages , généralement avec une hypercellularité de la moelle
osseuse et une augmentation de 1’apoptose **°. Les SMD évoluent souvent vers une leucémie
aiglie myéloide (LAM), mais la mort des patients peut aussi €tre la conséquence d’un défaut
de la moelle sans transformation leucémique. Deux tiers environ des patients ont une anémie
au diagnostic et presque tous vont en développer une au cours de I’évolution, rendant
nécessaire de multiples transfusions. L’anémie affecte la qualité de vie des patients.

Un outil pronostic, le score IPPS (pour International Pronostic Score System), a été

établi sur I’analyse de 800 patients ** et permet la définition de trois critéres de pronostics
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efficaces pour la survie et le risque de transformation leucémique. Ces criteres sont le
pourcentage de blastes médullaires, la cytogénétique de la moelle osseuse et le nombre de
cytopénies du sang périphérique. Dans ce travail de these, nous nous sommes intéressés au
SMD de bas grade, caractérisé par moins de 5% de blastes médullaires et un karyotype bon
357‘

Le haut niveau d’apoptose est responsable du défaut d’érythropoiese observé dans les
SMD **, Cette augmentation du taux d’apoptose est typique des stades précoces et
intermédiaires du développement de la maladie. Une augmentation de la sensibilité a
I’apoptose est remplacée par une augmentation de la résistance a 1’apoptose au cours de la

phase de progression de la maladie en leucémie **.

L’augmentation de 1’apoptose dans les
précurseurs de la moelle osseuse est une caractéristique observée chez la majorité de patients
atteints de SMD *®. L’analyse des mécanismes impliqués montre une implication des voies
intrinseque et extrinseque de 1’apoptose. Plusieurs études montrent que 1’activation de la voie
Fas/FasL est un mécanisme pathogénique important du SMD **'°**®_ En effet, I’expression
de Fas est élevée au cours de la différenciation érythroide chez les patients atteints de SMD
364365 1’expression de FADD (Fas-associated death domain) est aussi élevée au cours du
stade précoce de la différenciation érythroide et I’expression d’une forme dominant négatif de
FADD inhibe I’activité de la caspase-8 et la mort cellulaire mais restaure aussi la croissance
des BFU-E sans effet sur la différenciation **. De plus, dans les érythroblastes matures,
I’expression de FasL est également augmentée chez les patients atteints de SMD *. Ces
résultats montrent que les érythroblastes de SMD présentent une exacerbation du mécanisme
physiologique du contrdle de 1’érythropoiese médié par Fas et une apoptose dépendante de
Fas, méme lors de la présence de hauts taux d’Epo. Outre la dérégulation de la voie
extrinseque de l’apoptose, la voie intrinseque est aussi observée avec relargage du
cytochrome ¢ de la mitochondrie et activation de la caspase-9 **.

La régulation négative de GATA-1 empéche la survie a long terme des cellules
érythroides, indiquant que ce mécanisme peut étre impliqué dans des dysérythropoieses dans
lesquelles la stimulation de récepteur de mort est prolongée ou la voie intrinseque de

3% Des résultats

I’apoptose est activée, comme dans le syndrome myélodysplasique
préliminaires de 1’équipe du professeur Fontenay montrent en effet que de maniere
concomitante avec 1’activation des caspases, I’expression de GATA-1 est diminuée malgré la
présence de cytokines chez les patients atteints de SMD. L’addition d’un inhibiteur des
caspases restaure 1’expression de GATA-1 suggérant que la diminution d’expression de

GATA-1 est dépendante du clivage par les caspases. L’expression ectopique de GATA-1 muté
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pour le site de clivage par les caspases protege les progéniteurs érythroides de patients de
I’apoptose et permet leur différenciation (résultats non montrés).

Dans ce travail de theése, nous avons mis en évidence que le défaut de localisation
nucléaire d’Hsp70 1i€ a I’expression prolongée de c-Kit est en partie responsable de clivage de
GATA-1 par les caspases chez les patients de SMD de bas grade en général. Il a été démontré
que le mécanisme de transformation leucémique de progéniteurs érythroides de SMD est un
proccessus 2 plusieurs étapes *. Actuellement, des anomalies d’oncogénes ou de geénes
associés a des tyrosines kinases tels que p53, ras, FMS et FLT3 peuvent contribuer au défaut
hématopoiétique qui caractérise 1’évolution clonale du SMD vers la LAM *"'77>**"* De plus,
des mutations du gene Kit au stade avancé de SMD particulierement au codon 816 peuvent
étre un événement additionnel qui contribue 2 la progression du SMD vers la LAM *”°. Nous
proposons donc que 1’expression prolongée de c-Kit responsable de la délocalisation nucléaire
d’Hsp70 et du clivage de GATA-1 soit un événement précoce du SMD, dans un second temps,
une mutation du gene de c-Kit pourrait participer a leucémogénese.

La modulation de la signalisation impliquée dans la localisation subcellulaire d’Hsp70
pourrait étre envisagée comme alternative thérapeutique. Il serait intéressant de tester si le
Glivec, un inhibiteur de I’activité tyrosine kinase de c-Kit, pourrait restaurer la survie et la
différenciation érythroide chez des patients de SDM dont I’expression de c-Kit est augmentée.

Il serait également intéressant de vérifier si le statut de phosphorylation et la
localisation d’Hp27 ainsi que 1’activation de la voie des MAPK sont dérégulés chez les
patients atteints de SMD puisque nous avons montré qu’Hsp27 participe a la dégradation de
GATA-1.

Récemment, il a été démontré que la perte partielle et la diminution d’expression du
géne RPS14 sont responsables des SMD 5q- *°. Ce géne code pour une protéine importante
pour la biogénese ribosomale. L’équipe de Golub a montré que I’inhibition de RPS14 inhibe
la différenciation érythroide et induit I’apoptose des érythroblastes. Le mécanisme de
dysgénese ribosomale menant a I’anémie reste inconnu. Le phénotype observé est identique a
celui que nous avons mis en évidence lors de 1’inhibition de ’expression d’Hsp70 dans les
érythroblastes normaux. Des resultats preliminaires montrent, sur des érythroblastes normaux,
que I’inhibition de la protéine RPS14 par siRNA induit la diminution d’expression d’Hsp70,
ce qui pourrait expliquer le phénotype observé chez les patients. Il reste a démontrer le

mécanisme par lequel RPS14 induit la diminution d’expression d’Hsp70.
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3.2 Polyglobulie de Vaquez

La polyglobulie de Vaquez ou Polycythaemia vera (PV) est un désordre
myéloprolifératif clonal initié dans une cellule souche hématopoiétique, caractérisé par la
surproduction de cellules érythroides souvent accompagnée de thrombocytose et/ou

granulocytose *7"""®

. Puisque I’accumulation de globules rouges est dominante dans le
phénotype clinique, la maladie a donc été appelée polycythémie. Les progéniteurs érythroides
de patients atteints de PV forment des colonies érythroides (EEC pour endogenous erythroid
colonies) spontanées en culture méme sans Epo *”°. Les EEC peuvent étre présentes aussi dans
des cas de thrombocytémie essentielle (TE) et de myélofibrose idiopathique (MFI) **.

Bien que la croissance soit indépendante de 1’Epo, la séquence, I’expression et I’affinité
de liaison de I’Epo au REpo sont normales chez les patients de PV **'7%7%% " De plus, les
progéniteurs de patients sont hypersensibles a I’Epo mais aussi a I'IGF-1, I’'IL-3, le GM-CSF
et au SCF ¥ Ceg résultats suggerent qu’un événement en aval du récepteur soit
responsable de la formation d’EEC. Plusieurs études démontrent que la mutation V617F de
JAK?2 est liée a la majorité des PV (89%) mais aussi dans des cas d’TE (43%) et MFI (43%)
3303893909132 " .a mutation induit une activation constitutive de la tyrosine kinase en
empéchant la régulation négative du domaine JH2 de JAK2. JAK2 muté peut se lier au
récepteur puis recruter et phosphoryler STATS en 1’absence de facteur de croissance. La
mutation est aussi nécessaire pour I’hypersensibilité a I’Epo des progéniteurs érythroides et la
formation d’EEC en culture in vitro **. La mutation de JAK2 est directement liée au
phénotype de PV puisque I’expression rétrovirale de la protéine mutée induit un phénotype
d’érythrocytose **. Une duplication de I’allele muté, induisant une perte du second allele
JAK?2 sauvage agissant probablement comme un dominant négatif, permet un avantage
prolifératif et la croissance du clone homozygote **. Récemment, une étude a montré qu’un
défaut de TET?2 est présent dans les cellules souches hématopoiétiques et précede la mutation
V617F de JAK?2 chez des patients atteints de désordre myéloprolifératif, mais est aussi
présent chez des patients atteints de SMD ou LAM secondaire *°.

Les progéniteurs érythroides de PV sont résistants a des stimuli apoptotiques *** et
I’expression de Bcl-X; est augmentée *°. La surexpression de Bcl-X; peut expliquer la
différenciation des progéniteurs érythroides in vitro en 1’absence d’Epo ainsi que 1’avantage
de survie in vivo a de faibles productions d’Epo. Il semble que les voies JAK/STAT, PI3-K et

des Src kinases soient impliquées dans la différenciation érythoide indépendante d’Epo *'.

D’autre part, les progéniteurs érythroides de PV mutés pour JAK?2 activent moins les caspases
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et le clivage de GATA-1 est incomplet en réponse a la stimulation de Fas. En effet, il a été
démontré que I’expression de c-FLIP ., (cellular FLICE-inhibitory protein), un homologue
inactif de la caspase-8 qui inhibe 1’apoptose induite par le récepteur de mort, est diminuée
chez ces patients **°.

Nos résultats préliminaires montrent que, méme en ’absence d’Epo, Hsp70 reste
localisée dans le noyau dans des progéniteurs érythroides de patients atteints de PV. Il reste a
tester si 1’inhibition d’Hsp70 induit I’apoptose des érythroblastes mutés pour JAK2. De fagcon
intéressante des érythroblastes de patients atteints de maladie de Vaquez mais non mutés pour
JAK?2 présentent également une rétention d’Hsp70 dans le noyau et une absence de clivage de
GATA-1. 1l serait donc intéressant de tester si les mécanismes de rétention d’Hsp70 retrouvés
dans les érythroblastes normaux, tel que 1’activation de Lyn, ne sont pas actifs de fagon
constitutive, mais aussi de vérifier si les séquences des genes d’Hsp70 ou de Lyn sont

normales chez ces patients.
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RESUME

La différenciation érythroide est sous la dépen-
dance du facteur de transcription GATA-1 qui régule
I’expression des genes érythroides (hémoglobine, gly-
cophorine, récepteur a I’érythropoiétine) et de 1’éry-
thropoiétine. La différenciation érythroide terminale
est caractérisée par des modifications morphologiques
comprenant une réduction progressive du volume cel-
lulaire et du noyau associée 4 une condensation mar-
quée de la chromatine. Les changements morpholo-
giques sont en partie comparables 4 ceux qui sont
observés au cours de I’apoptose. La production de
globules rouges dépend du taux d’apoptose des pro-
géniteurs et des précurseurs érythroides. La privation
en érythropoiétine ou I'induction de la voie Fas abou-
tissent a I’activation de la caspase-3, ce qui a pour
conséquence la protéolyse de GATA-1, I'arrét de
maturation et I’apoptose des érythroblastes imma-
tures. Récemment nous avons mis en évidence qu’en

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

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

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

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

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

L érythropoiése est un processus complexe qui abou-
tit a la formation de 100.107 globules rouges par jour.
Elle a lieu chez I'adulte dans la moelle osscuse. La pro-
duction de globules rouges dépend du taux d’apoptose
des progéniteurs et des précurseurs érythroides. Elle est
finement régulée pour permettre d’adapter la production
aux besoins en oxygéne des tissus périphériques. Récem-
ment nous avons mis en évidence que |'activation d’une
enzyme impliguée lors de I'apoptose, la caspase-3, est
également indispensable aux modifications morpholo-
giques caractéristiques observées au cours de la différen-
ciation érythroide terminale chez I'Homme (Zermati er
al., 2001). Dans ce contexte de différenciation, bien que
la caspase-3 soit activée, il n’y a ni apoptose ni clivage
du facteur de transcription GATA-1 qui est indispen-
sable a la différenciation érythroide terminale. L' objet de
cette revue est de discuter, a travers le modele de diffé-
renciation érythroide terminale, les mécanismes physio-
logiques de différenciation cellulaire faisant intervenir les
caspases.

Ery!hmpafése pdmm!fe Ditférenciation Erythrolde terminale

L'ERYTHROPOIESE : GENERALITES

Les érythrocytes de I'homme adulte normal proviennent
d'une cellule souche hématopoiétique présomptive. Celle-
ci va s’engager dans une voie de différenciation myéloide,
vers un progeniteur multipotent. Ce progéniteur appele
CFU-GEMM  (pour Colony Forming Unit
Granulocyte/Erythrocyte/Mégacaryocyte/Macrophage) va
ensuite se différencier en un progéniteur restreint a la voie
érythroide appelé BFU-E (pour Burst Forming Unit Ery-
throid). Le BFU-E va proliférer et se différencier par étapes
successives pour aboutir a la formation de précurseurs éry-
throblastiques morphologiquement reconnaissables au
niveau médullaire (proérythroblastes et érythroblastes) et
de globules rouges matures dans le sang circulant en envi-
ron trois semaines chez I'Homme (Gregory et al., 1978)
(Fig. 1). L’engagement des progéniteurs multipotents vers
la voie érythroide semble s’effectuer grice a une combi-
naison d’expression de facteurs de transcription et en par-
ticulier du facteur GATA-1 qui permet la régulation posi-
tive des promoteurs des génes érythroides comme la
glycophorine A, I'hémoglobine, et le récepteur a 'éry-

Erythroblastes
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FiG. 1. -Schéma de I"érythropoiése.
a) Antigéne de différenciation, expression des deux principaux récepteurs régulateurs de I'érythropoiése (c-kit, R-EPO). Niveaux d action

du Stem Cell Factor (SCF) et de I"érythropoiétine (EPO).
b) Genes régulés par GATA-1 (Différenciation et survie).
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thropoiétine. En son absence, la production de globules
rouges est impossible. Des expériences sur des cellules
souches embryonnaires (ES) invalidées pour le géne de
GATA-1 ont montré que, dans les phases précoces, la pro-
téine GATA-1 pouvait étre remplacée par d’autres facteurs
de transcription de la famille GATA tel que GATA-2 (Can-
tor et al., 2002). Par contre, GATA-1 est absolument néces-
saire dans les phases tardives de I'érythropoiése, car cette
protéine régule progressivement I’expression de la protéine
anti-apoptotique Bel-x, (Fig. 1). Les différents progéni-
teurs érythroides ont été définis grace a leurs caractéris-
tiques de culture en milieux semi-solides. Les progéniteurs
BFU-E vont donner de grosses colonies érythroides conte-
nant plusicurs centaines de milliers d’érythroblastes
matures, aprés vingt et un jours de culture chez I"'Homme.
Les progéniteurs plus avancés dans leur différenciation
comme les BFU-E matures vont donner des colonies de
plus petite taille en quatorze jours, alors que les CFU-E qui
sont les progéniteurs les plus matures vont donner des
colonies d’environ 30 a 60 érythrocytes en moins d’une
semaine. Gréce a ces techniques en milieux semi-solides,
les caractéristiques immunophénotypiques et les besoins en
facteurs de croissance de ces différents progéniteurs ont pu
étre déterminés. Les progéniteurs les plus précoces expri-
ment antigéne CD34, et le récepteur au stem cell factor,
c-kit. A partir du stade BFU-E, le récepteur a I'érythro-

SCF

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

CYTOKINES REGULANT POSITIVEMENT
L'ERYTHROPOIESE

Stem Cell Factor

Le SCF est fabriqué par les cellules stromales de la
moelle osseuse. Il existe sous une forme soluble et une
forme trans-membranaire qui semble étre prédominante

Epo

FiG. 2. — Synergie entre EPO et SCF pour la survie cellulaire.
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pour la régulation de I’érythropoiése puisque les souris
n’exprimant que la forme soluble sont anémiques. Le
SCF agit sur son récepteur c-kit, qui est un récepteur a
tyrosine kinase, et va induire des signaux intracellulaires
essentiellement de survie et de prolifération pour les pro-
géniteurs érythroides. 1l agit en synergie avec d'autres
facteurs pour la prolifération, notamment avec le GM-
CSF et 'interleukine 3. Il pourrait ¢galement augmenter
la sensibilité des CFU-E a I'Epo. L activation de la PI3-
kinase par c-kit est sans doute une des voies principales
pour augmenter la prolifération et la survie, par I"inter-
médiaire de la phosphorylation de la protéine AKT (voir
plus loin) (Fig. 2). Actuellement, il n’y a aucun argument
démontrant I'existence d’une régulation de la produc-
tion de SCF en fonction de ["hypoxie tissulaire ou, a
I"inverse, en fonction de I’hyperproduction de globules
rouges. Son expression semble constitutive.

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

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

Régulation de la synthése ’EPO
par les cellules rénales

L’EPO est donc une hormone circulante qui gouverne
la production de globules rouges. En réponse a I’anémie
ou I’hypoxie, les taux circulants peuvent augmenter
jusqu’a 1000 fois. La régulation de la production d’EPO
est done cruciale. De nombreux travaux ont contribué a
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FiG. 3. — Régulation endocrine de Iérythropoiese.

160



SEANCE DU 25 NOVEMERE 2004 223

montrer que le rein est le principal lieu de production de
I’EPO chez I'adulte. L absence de réponse a "anémie
chez le sujet nephrectomisé en est la preuve par excel-
lence. En plus du rein, le foie est capable de produire de
I’EPO chez I'adulte, les cellules impliquées ¢tant les
hépatocytes et les cellules de Ito. Les mécanismes res-
ponsables de la sensibilité des cellules a I"hypoxie com-
mencent a étre mieux compris. Une somme considérable
de travaux des derniéres années a établi un role majeur
pour les facteurs de transcription HIF (Hypoxia indu-
cible Factor) dans cette fonction et ont fait 1’objet de
revues récentes (Brahimi-Horn et al., 2005).

Meécanismes moléculaires de I'action de 'EPO
au niveau des érythroblastes

Au niveau médullaire, 'EPO agit sur son récepteur
situé sur les BFU-E et les CFU-E (Gregory et al., 1978 ;
Koury ef al., 2002). L’homodimérisation des récepteurs
de ’EPO va aboutir au recrutement des protéines a acti-
vite tyrosine kinase telles que JAK2 qui vont alors phos-
phoryler en retour le récepteur et ses substrats. 1l semble
bien établi que les voies activées par le récepteur de
I’EPO permettent la prolifération et la survie des cellules
par I'intermédiaire de I'activation de la PI 3-Kinase, et
sans doute des MAP kinases. Le récepteur a I"EPO activé
recrute également les protéines STAT et en particulier
STATSA et STATSB, qui vont étre phosphorylées par la
protéine JAK2. Ces protéines STATS une fois phospho-
rylées vont s’hétérodimériser, puis migrer dans le noyau
pour augmenter I’expression de certains génes. Actuel-
lement, il n’y a pas de géne de différenciation érythroide
spécifiquement induit par STATS. Par contre, STATS
agit en synergie avec GATAT1 pour augmenter 1’ expres-
sion de Bel-x;, augmentant ainsi la survie cellulaire
(Fig. 2). Ainsi il semble que I"action principale de I'EPO
soit d’augmenter la survie des progéniteurs érythroides
(Koury et al., 1990). Le modéle proposé actuellement est
un modele ou les progéniteurs érythroides tardifs, essen-
ticllement les CFU-E, auraient un seuil de sensibilité a
I’EPO variable. Certains de ces progéniteurs seraient trés
sensibles a 'EPO et pourraient donc survivre en pré-
sence de faibles taux d’EPO, d’autres au contraire
seraient trés peu sensibles et nécessiteraient des taux éle-
vés d’EPO pour survivre (Fig. 3). Les mécanismes défi-
nissant les niveaux de sensibilité de ces progéniteurs ne
sont pas connus. On sait qu’ils ne sont pas liés a4 une
variation du nombre de récepteurs ni a une variation de
leur affinité. Ce modele permettrait de rendre compte de
la synergie existant entre le SCF et I'Epo. Le SCF, en
activant fortement la Pl 3-kinase, permettrait la phos-
phorylation d’AKT qui elle méme phosphorylerait des
protéines telles que BAD, permettant ainsi la libération
de la protéine anti-apoptotique Bel-x;. De son coté
I'EPO, en activant STATS, permettrait d’augmenter
I"expression de Bel-x, (Fig. 2). Ce schéma est sans doute
trop simpliste et d’autres mécanismes moléculaires en jeu
restent encore a découvrir.

La régulation positive de 1'érythropoiese se ferait
essentiellement par inhibition de 1’apoptose des progé-

niteurs et des précurseurs érythroides par I'intermédiaire
de la modulation de la protéine Bel-x,. La prolifération
et la différenciation s’effectueraient ensuite de fagon non
régulable une fois assurée la survie des progéniteurs. 11
ne semble pas que le récepteur de I'EPO puisse envoyer
des signaux spécifiques de ditférenciation. En effet, si
I’on remplace les récepteurs de I'EPO par d’autres récep-
teurs de cytokines spécifiques d’autres lignages (G-CSF,
Thrombopoiétine, Prolactine), la différenciation s’effec-
tue normalement a partir du moment ou la survie est
possible.

ROLE DES CASPASES DANS L'ERYTHROPOIESE

Rdle des caspases dans la régulation négative
de I'érythropoiése

Pour éviter une trop forte production de globules
rouges, 1"érythropoiése doit étre régulée de fagon néga-
tive. Cette régulation négative s’effectue essentiellement
par le taux d’EPO circulante comme nous venons de
I’expliquer. Plus récemment, il a été démontré que la
régulation négative de I'érythropoiése s’effectue par un
mécanisme paracrine faisant jouer les récepteurs de mort
tels que Fas. Dans ce modéle, il a été proposé que les
¢érythroblastes en fin de différenciation (¢érythroblastes
polychromatophiles et acidophiles) expriment Fas-
Ligand et qu’au niveau de la moelle osseuse, au sein des
ilots érythroblastiques composés d'un macrophage
entouré d’érythroblastes a tous les stades de maturation,
ils interagiraient directement avec les progéniteurs et les
precurseurs érythroblastiques plus précoces exprimant le
récepteur Fas pour induire 'arrét de la maturation et
I"apoptose. Ainsi le taux d’érythroblastes matures dans la
moelle pourrait controler rétroactivement 1" érythropoiese
en induisant I'apoptose des précurseurs érythroblastiques
(De Maria ef al., 1999).

Pour rappel (Fig. 4), Fas-Ligand, en agissant sur son
récepteur Fas, induit le recrutement de caspases, essen-
tiellement la caspase-8 qui, elle méme, va activer en
retour la caspase-3 pour induire le clivage des protéines
nécessaires a la structure et a I'intégrité du noyau et de la
chromatine. Cette activation de la caspase-3 va ainsi
conduire 4 ’apoptose. De plus, I"activation de la caspase-
8 clive et active la protéine Bid qui permet alors la dépo-
larisation de la membrane mitochondriale. Une fois dépo-
larisée, la mitochondrie va libérer du cytochrome ¢ dans
le cytoplasme, ce qui aboutit a la formation de I"apopto-
some comprenant la pro-caspase-9 et le facteur Apaf-1.
L apoptosome va induire I'activation de la caspase-9 qui
va cliver la caspase-3 et conduire également a I’apoptose
par cette voie mitochondriale. Cette deuxieme voie
d’apoptose peut étre inhibée par de forts taux de la pro-
téine Bel-x, qui empéche la dépolarisation de la mito-
chondrie. Au niveau de 1’érythropoiése, la protéine
GATA-1 est une des cibles de la caspase-3. Son clivage
va induire un arrét de I'expression des genes nécessaires
a la maturation et induire ainsi un blocage de la diffe-
renciation érythroide. De plus, le clivage de GATA-1 va
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conduire a4 une diminution de Iactivité du promoteur du
geéne de Bel-x; (De Maria ef al., 1999). Dans ce modéle
faisant intervenir Fas/Fas-ligand, I'EPO pourrait agir en
bloguant les effets apoptotiques de Fas-ligand. En eftet,
en augmentant les taux de Bel-x,, elle permettrait de blo-
quer la dépolarisation de la mitochondrie induite par Bid
et ainsi de diminuer I'activation de la caspase-9 et de la
caspase-3 et finalement de 1’apoptose (Kroemer er al.,
1998). Dans ce modele, il faut donc considérer que I"acti-
vation de la caspase-3, qui fait suite & 'activation de Fas,
passe essentiellement par la voie mitochondriale (comme
dans les hépatocytes) plutot que directement par la voie
de la caspase-8 (Fig. 4). Ainsi les caspases sont les
enzymes clés de la régulation négative de 1'érythropoicse.

Réle des caspases dans la maturation terminale
des érythroblastes

Plusieurs observations indiquent que ’activation des
caspases est impliquée dans le processus de maturation

érythtroide et pourrait jouer un réle important dans ce
phénomene. Une premiére étude a montré que les cas-
pase-1, -2, -3, -5, -6, -7, -8, et -9 sont exprimées dans les
cellules érythroides [10]. Les taux de procaspase-2, -3 et
-8 sont nettement plus élevés dans les érythroblastes
immatures que dans les érythroblastes matures (Gregoli
et al., 1999). Récemment, nous avons testé "hypothése
selon laquelle les caspases pourraient étre activées au
cours de I'érythropoiése normale et expliquer les chan-
gements morphologiques observés au cours de la matu-
ration terminale. Nous avons pu mettre en évidence que
la caspase-3 est activée de fagon transitoire au moment
ou les changements morphologiques des érythroblastes
apparaissent (Zermati et al., 2001). Cette activation se
fait par la voie mitochondriale avec dépolarisation de sa
membrane et activation de la caspase-9 (Zermati er al.,
2001). Nous avons également montré que Iactivation de
la caspase-3 est associée a I'activation de la caspase-6 et
au clivage de la Lamine B, qui pourrait étre responsable
de la condensation nucléaire comme cela a été déerit au
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cours de I"apoptose. De plus la protéine Acinus, respon-
sable de la condensation de la chromatine mais pas de sa
dégradation, est activée par clivage par la caspase-3 au
cours de la différenciation érythroblastique. A 'inverse,
bien que les caspases effectrices soient activées, les cel-
lules n’entrent pas en apoptose puisqu’elles n’expriment
pas de phosphatidyl sérines a leur membrane, et [CAD
I'inhibiteur de CAD, nucléase responsable du clivage du
DNA, n’est pas clivée, et GATA-1 n’est pas dégradée
(Fig. 5) (Zermati et al., 2001). L’addition d’un inhibiteur
des caspases comme le z-VAD a la culture érythroide
juste avant la phase d’activation des caspases entraine un
blocage de la différenciation érythroide au stade baso-
phile (Zermati er ai., 2001). Cette observation a été
récemment confirmée et approfondie par la démonstra-
tion du role essentiel de la caspase-3 dans la différentia-
tion érythroide a I'aide d’une stratégie d’inhibition spé-
cifique de cette protéase par ARN interférence (siRNA)
(Carlile et al., 2004). Ces données ont aussi été confir-
mées dans les érythroblastes murins (Kolbus er al.,
2002). Dans ce modele, il a été montré que I"hyper-
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expression de Raf-1, qui prévient |'activation des cas-
pases, empéche la maturation érythroide en inhibant la
différenciation induite par les caspases. Un phénomeéne
opposé est observé chez les souris Rafl / (Kolbus et
al., 2002). En plus des caspases, une étude récente sug-
gére un role possible de p53 pendant les derniéres étapes
de la différenciation érythroblastique. Une expression
importante de p53 est observée dans les érythroblastes
acidophiles : cette activation de p53 pourrait étre liée a
la dégradation nucléaire qui a lieu dans ces cellules, sans
I"exécution compléte du processus apoptotique (Peller
et al., 2003).

Ainsi, le destin (apoptose versus différenciation) des
précurseurs érythroides se décide en aval de 'activation
de la caspase-3. Le passage apoptose versus différencia-
tion serait donc déterminé par les cibles clivées par les
caspases. Dans ce modeéle de différenciation induite par
les caspases, il reste & comprendre par quels mécanismes
les cibles sont protégées du clivage puisque la protéine
GATA-1 colocalise avec la caspase-3 activée dans le
noyau.
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crythroblastes. L'absence de clivage d’'ICAD et de GATA-1

détermine le devenir de I'érythroblaste entre maturation et apoptose
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ROLE DES CASPASES

DANS LA DIFFERENCIATION DES CELLULES
HEMATOPOIETIQUES EN DEHORS

DE L'ERYTHROPOIESE ET DANS L'ACTIVATION
DU SYSTEME IMMUNITAIRE

Le role des caspases dans la différenciation érythro-
blastique n’est pas limité a ce modele et a été retrouveé
dans d’autres processus de différenciation hématopoié-
tique et de régulation du systéme immunitaire.

Réle des caspases dans le systéme immunitaire

La caspase-1 a ét¢ initialement identifiée comme la pro-
téase responsable de la maturation d’une cytokine multi-
fonctionnelle, 1'Interleukine 1p (IL-1p) (Cerretti e al.,
1992). 1l a ensuite été démontré qu’elle était également
impliquée dans la maturation de I'IL-18 (Ghayur et al.,
1997). La caspase-3 interviendrait dans le processus de
maturation de I'[L-16 des cellules T (Wu ez al., 1999). Les
caspases sont impliquées dans I"activation lymphocytaire T
et dans différentes voies de différenciation. L activation de
la caspase-3, sans apoptose, a été rapportée pour la premiére
fois dans des lymphocytes T stimulés par la phytohéma-
glutinine (PHA) pendant les premieres étapes de la prolifé-
ration lymphocytaire T (Miossec et al., 1997). Ces résultats
ont ensuite été confirmés et la participation de protéases de
la famille de la caspase-3 a été mise en évidence dans I'acti-
vation lymphocytaire T aprés stimulation par des mitogenes
et I'[L-2. Les mécanismes moléculaires d’activation des
caspases dans ces systémes restent a déterminer.

Réle des caspases dans la différenciation
des monocytes en macrophages

Une activation de la caspase-3 et de la caspase-9 est
observée au cours de la différenciation des monocytes du
sang circulant en macrophages en réponse au “macro-
phage colony-stimulating factor” (M-CSF), en 'absence
d’apoptose. Cette activation des caspases n'est pas obser-
vée lors de la différenciation des monocytes en cellules
dendritiques induite par I'IL-4 et le “granulocyte-macro-
phage colony-stimulating factor” (GM-CSF) (Sordet et
al., 2002). Lors de la différenciation macrophagique
comme au cours de 1'érythropoiese (Zermati et al., 2001),
I"activation des caspases-3 et -9 est induite par la voie
mitochondriale avec libération de cytochrome ¢ mito-
chondrial et protéolyse d’Acinus alors qu’il semble que
certains substrats tels que PARP soient protégés de 1"acti-
vation des caspases (Sordet et al., 2002). Cette différen-
ciation est inhibée par un inhibiteur des caspases et par
I"hyperexpression de Bel2 (Sordet er al., 2002). Les
cibles et les mécanismes d’action des caspases dans ce
processus restent a étre élucidés.

Réle des caspases
dans la différenciation mégacaryocytaire

L’activation des caspases est également nécessaire a la
différenciation mégacaryocytaire. Comme au cours de

I"érythropoiése, les caspases jouent des roles contrastés
au cours de la mégacaryopoiése. L’ activation des cas-
pases induite par Fas inhibe la mégacaryopoiese. L'anti-
corps agoniste anti-CD935 induit un arrét de différencia-
tion des mégacaryocytes par activation des caspases
(De Maria et al., 1999). Un blocage de la différenciation
est associ¢ a la protéolyse de GATA-1 et de NF-E2
(De Maria er al., 1999), deux facteurs de transcription
essentiels pour la différenciation mégacaryocytaire ter-
minale (Shivdasani et al., 1995). Bien que la contribution
du clivage des facteurs de transcription induit par la sti-
mulation de CD95 dans l'arrét de la mégacaryopoiése
reste a élucider, la déplétion de GATA-1 semble jouer un
role majeur dans ce processus. Sur le plan phénotypique,
les mégacaryocytes déficients en GATA-1 comme dans
les cellules stimulées par I’anti-CD95 n’ont pas d’endo-
mitose et leur prolifération est diminuée (De Maria et al.,
1999 ; Vyas er al., 1999). Ainsi le clivage des facteurs de
transcription semble un mécanisme responsable d’une
régulation négative de la mégacaryopoiese. Il a été mis
initialement en évidence que, chez les souris surexpri-
mant Bel2 (Ogilvy et al., 1999), ainsi que chez les sou-
ris invalidées pour le géne proapoptotique Bim (Bouillet
et al., 1999), le nombre de thrombocytes circulants est
réduit de moiti¢ alors que le nombre des mégacaryocy-
tes médullaires reste inchangé. L’inhibition de la throm-
bocytogenése par I"hyperexpression de Bel2 semble indi-
quer que la voie intrinséque de ’activation des caspases
est impliquée dans le processus de libération des throm-
bocytes par les mégacaryocytes (Ogilvy et al., 1999).
De méme, "hyperexpression du géne antiapoptotique
Bel-x; chez des souris transgéniques montre des anoma-
lies de la fragmentation thrombocytaire (Kaluzhny er al.,
2002). 11 a ensuite été rapporté que, comme dans 1" éry-
thropoiése, 1"activation des caspases était impliquée dans
la mégacaryocytopoiése humaine (De Botton er al.,
2002). Tout d’abord, chez I'Homme comme chez les
modéles murins, la surexpression de Bel2 ainsi que
I’inhibition des caspases bloguent la formation des pro-
thrombocytes (De Botton ef al., 2002). Puis il a été mis
en évidence que "activation des caspases a lieu a deux
étapes de la maturation mégacaryocytaire : une premiére
étape d’activation de la voie intrinséque, avec la libéra-
tion de cytochrome c et I’activation cytoplasmique de la
caspase-9 et de la caspase-3, qui a lieu avant la phase de
formation des prothrombocytes et est limitée a certains
compartiments cellulaires seulement. Une seconde étape
d’activation diffuse des caspases a lieu a la fin du pro-
cessus de maturation aprés la libération des thrombo-
cytes (De Botton ef al., 2002). La premiére phase d’acti-
vation des caspases ne s’accompagne pas de la mort de
la cellule, alors que la seconde vague d’activation est
associcée a ['apoptose du mégacaryocyte (De Botton et
al., 2002). Le mécanisme de formation des prothrombo-
cytes pourraient mimer les « blebbings » observés lors de
I’apoptose (Mills ef al., 1999). Cependant ceux-ci restent
localisés a des sous-compartiments cellulaires ou se pro-
duit la formation des thrombocytes. La formation des
prothrombocytes est associée a des changements majeurs
du cytosquelette, incluant le clivage de la gelsoline,
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I’activation des microtubules (Radley & Scurfield, 1980 ;
Cramer et al., 1997 Lecine et af., 2000 Tablin et al.,
1990, la polymérisation de 1"actine et la phosphorylation
de la myosine (Italiano er al., 1999 ; Rojnuckarin & Kau-
shansky, 2001 ; Kelley et al., 2000; Kunishima et al.,
2001). Plusieurs molécules du cytosquelette ou régula-
trices de "actine, comme la gelsoline, régulateur de la
famille des Rho guanosine triphosphatases (GTPases),
ou leurs effecteurs ont été décrits comme des substrats
des caspases responsables lors de ['apoptose de la for-
mation des blebbings membranaires par inhibition de la
myosine phosphatase (Kimura et al., 1996 ; Sebbagh et
al., 2001, Coleman et al., 2001). Au cours de ces phe-
nomenes, les facteurs de transcription GATA-1 et NF-E2
ne sont pas clivés. Contrairement a I’ érythropoiese ou les
caspases colocalisent avec GATA-1, cette absence de
clivage pourrait étre liée a une localisation différentielle
des caspases au cours de la différenciation et de I'apop-
tose.

MISE EN EVIDENCE DE L'IMPLICATION
DES CASPASES DANS LES PROCESSUS
DE DIFFERENCIATION CELLULAIRE

EN DEHORS DE L'HEMATOPOIESE

Les premiéres preuves d’un role des caspases au cours
de la différenciation cellulaire proviennent des études
sur les cellules du cristallin (Ishizaki et af., 1998 ; Wride
et al., 1999) et les kératinocytes (Weil et al., 1999). Chez
les rongeurs, lorsque les cellules épithéliales du cristal-
lin acquierent leurs caractéristiques de différenciation
terminale, un membre de la sous-famille caspase-3 est
active et est impliqué dans les modifications cytologiques
morphologiques qui permettent la formation des fibres du
cristallin (Ishizaki et al., 1998). L inhibition des caspa-
ses bloque 1I'énucléation des cellules du cristallin qui a
lieu lors de la phase terminale de maturation des cellules
(Ishizaki et al., 1998). Ce processus est sous la dépen-
dance du “Fibroblast Growth Factor” (FGF) nécessaire a
la différenciation et a la protection de 1’apoptose (Ishi-
zaki et al., 1998). Il a également été montré que les cas-
pases sont activées par la voie mitochondriale lors de la
différenciation des kératinocytes (Weil er al., 1999) et
que cette activation est nécessaire pour I'expulsion du
noyau qui a licu lors de la phase terminale de maturation.
Récemment il a été mis en évidence que la caspase-14
est activée pendant la différenciation des kératinocytes
(Chien et al., 2002).

L’activation des caspases est impliquée dans les modi-
fications morphologiques terminales de la spermatoge-
nése chez la Drosophile (Arama et al., 2003). A noter
que, chez cet insecte, les caspases sont activées unique-
ment dans le cytoplasme car une activation nucléaire
entraine une hypercondensation nucléaire et une stérilité
(Arama er al., 2003). Les caspases nucléaires sont inhi-
bées par une protéine de la famille des IAP (Arama er al.,
2003). Ainsi, chez ce modele, la régulation de "activité
des caspases serait sous la dépendance de la localisation
nucléaire et/ou cytoplasmique des [AP.

De méme, les modifications cellulaires observées lors
de la différenciation des cellules du muscle strié¢ ont des
points communs avec les modifications morphologiques
décrites lors de I'apoptose (Fernando et al., 2002). Par
exemple la réorganisation de "actine est observée lors
des deux phénomeénes. La kinase de la chaine légére de
la myosine est une protéine du muscle contractile qui est
nécessaire aux blebbings membranaires des cellules
apoptotiques. Au cours de la différenciation du muscle
strié, la caspase-3 est impliquée dans la myogenése chez
la Souris. La caspase-3 active une kinase (MST1) qui est
impliquée dans la myogenése qui aurait comme substrats
des membres de la voie p38 MAPK (Fernando et al.,
2002). Ces kinases induisent la myogenése en phospho-
rylant et en augmentant I'activité de facteur de trans-
cription du muscle squelettique (Fernando et al., 2002)
La phase de fusion des myoblastes de rat est sous la
dépendance de la diminution de I"expression de la cal-
pastatine. La caspase-1 est indispensable a ce processus,
car elle clive la calpastatine (Barnoy & Kosower, 2003).
A noter que la protéine anti-apoptotique Bel2 est expri-
mée dans les premiéres étapes de prolifération de la myo-
genése, mais ne 'est plus lors de la phase de différen-
ciation des myoblastes (Huppertz er al., 2001 ; Dominov
et al., 1998). Le facteur de transcription FKHR qui induit
habituellement I"arrét du cycle cellulaire et I'apoptose est
nécessaire pour la fusion des myoblastes de souris (Bois
& Grosveld, 2003).

Au cours du processus de transformation oncogénique,
un arrét d’activation « physiologique» des caspases pour-
rait contribuer au blocage de la différenciation. Ainsi
I"étude de la différenciation des cellules de carcinome du
colon HT29 par du butyrate met en évidence d’une part
que la caspase-3 et la caspase-9 sont activées et d’autre
part que cette différenciation est inhibée par 1'hyper-
expression de Bel-x, (Cai et al., 2004)

MECANISMES DE RESISTANCE DES CELLULES
EN COURS DE DIFFERENCIATION

A L’APOPTOSE LORS DE LA PHASE
D’ACTIVATION DES CASPASES

Dans les modéles présentés ci-dessus, ou les caspases
jouent un role dans la différenciation, se pose le pro-
bléme des mécanismes responsables de 1"absence d’apop-
tose alors que les caspases sont activées. Comme nous
"avons vu, plusieurs hypothéses peuvent étre émises. Le
taux d’activation des caspases pourrait étre différent au
cours de ['apoptose et de la différenciation, et certains
substrats pourraient avoir une plus forte affinité (clivage
au cours de la différenciation) que d’autres (clivage au
cours de ['apoptose). Cette hypothése semble peu pro-
bable puisque, dans la plupart des modéles, les taux
d’activation des caspases ne semblent pas significative-
ment différents entre différenciation et apoptose. Par
exemple, le taux d’activation des caspases retrouvé dans
les lymphocytes T proliférants ou en voie d’activation,
est trés nettement supérieur a celui trouvé dans des cel-
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lules tumorales en apoptose, suggérant 1’existence d’'un
mécanisme antiapoptotique fort en aval de I’activation de
la caspase-3 qui inhiberait une mort inappropriée et pré-
maturée de ces cellules (Wilhelm er al., 1998).

Au cours de la différenciation érythroide terminale
humaine, la caspase-3 activée colocalise avec GATA-1
dans le noyau de cellules érythroides, au cours de la dif-
férenciation comme lors de 1’apoptose par privation en
EPO (Ribeil et al., 2004). Bel-x, est la principale pro-
téine anti-apoptotique connue jusqu'ici pour son impli-
cation dans 1"érythropoiése, en amont de la cascade
d’activation des caspases, ot elle inhibe I'ouverture des
pores mitochondriaux et ainsi la libération de molécules
pro-apoptotiques (cytochrome ¢, Smac/DIABLO) de la
mitochondrie vers le cytosol. Ainsi, I'expression de Bel-
X,, dont le réle se situe en amont de ["activation des cas-
pases, ne peut pas expliquer la différence de protection
specifique de certains substrats des caspases entre les
érythroblastes cultivés en présence d’EPO et ceux dont
I"apoptose est induite par privation en EPO.

Dans certains modéles comme celui des mégacaryo-
cytes, I'activation des caspases pourrait se situer dans
différents compartiments subcellulaires et expliquer les
différences entre apoptose et différenciation. Les méca-
nismes qui sous-tendent ces différences de localisation ne
sont actuellement pas connus. Dans d’autres modeles,
des inhibiteurs des caspases comme les IAP pourraient

se localiser dans différents compartiments pour bloquer
de fagon élective D’activation des caspases et protéger
certaines cibles, par exemple comme dans le modeéle de
la spermatogenese de la Drosophile (Arama er al., 2003).

Une autre hypothese suggere que des molécules anti-
apoptotiques pourraient, en fonction de leur localisation
cellulaire, agir sur la cible pour empécher son clivage par
les caspases. Ce modéle pourrait s’appliquer a 1" érythro-
poiése par |'intervention des protéines de choc thermique
(heat shock proteins, Hsp).

Les Hsps, définies a I"origine pour leur réle cytopro-
tecteur contre le choc thermique, constituent une classe
de protéines trés conservées dans I'évolution. Parmi les
heat shock protéins, la famille Hsp70 est constituée de
plusieurs membres dont la protéine Hsp70 inductible par
le stress. Dans les conditions normales, les Hsp70 sont
des molécules chaperonnes ATP-dépendantes impliquées
dans la conformation des polypeptides nouvellement syn-
thetisés, I’assemblage des complexes multi-protéiques et
le transport protéique transmembranaire (Shi & Thomas,
1998). L'expression d"Hsp70 inductible a été observée
au cours de stress, en réponse a des stimuli apoptotiques
par activation de protéines kinases activées par le stress,
la génération de radicaux libres, la modification du
potentiel transmembranaire mitochondrial, la libération
de cytochrome ¢ de la mitochondrie et 'activation de
caspases de type caspase-3 (Jaattela er al., 1998). La
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synthése de la protéine Hsp70 inductible augmente la
capacité des cellules stressées a faire face a4 une concen-
tration accrue de protéines non repliées ou dénaturées
(Nollen et al., 1999). L’expression d'Hsp70 inductible
est augmentée dans les cellules cancéreuses de souris
(Jaattela, 1995) et peut inhiber I'apoptose, augmentant
ainsi le temps de survie de cellules exposées a différents
stimuli 1étaux (Jaattela et al., 1992 ; Mosser et al., 1997).
En effet, la surexpression d’Hsp70 inductible réduit ou
bloque I'activation des caspases et supprime les altéra-
tions mitochondriales et les fragmentations nucléaires
(Buzzard et al., 1998). Hsp70 protége les cellules de
"apoptose en agissant a la fois en amont et en aval de
"activation de la cascade des caspases. Hsp70 inhibe en
effet I"apoptose en aval de la mitochondrie et en amont
de I'activation de la caspase-3 en s’associant aux pro-
téines apoptotiques incluant le cytochrome ¢ (Li er al.,
2000y et Apaf-1, ce qui prévient le recrutement de la
pro-caspase-9 et la formation de I’apoptosome (Fig. 0).
Par ailleurs, Hsp70 inhibe également ’apoptose, en
amont de "activation de la caspase-3, en s’associant a
AIF (Apoptosis Inducing Factor) (Kroemer, 2001)
(Fig. 6).Dans des expériences de surexpression d’Hsp70
dans la lignée ME-180 de carcinome cervical humain,
I’action anti-apoptotique d’Hsp70 contre I'effet de la
staurospaurine peut aussi s’exercer en aval de 1’activation
des caspases en bloquant la fragmentation de I"’ADN
(Jaattela et al., 1998) (Fig. 6). En effet, ces cellules sont
capables de reprendre une croissance normale malgré la
libération de cytochrome c et le clivage de substrats des
caspases comme PARP, PKC delta et ¢cPLA, (Jaattela
et al., 1998). Ces résultats indiquent que, dans certaines
conditions, le point de non-retour dans la voie de
I"apoptose se situe en aval de I’activation des caspases.
Dans ce modéle, comme dans les érythroblastes en
cours de maturation, la caspase-3 est activée alors que
I"apoptose est inhibée. Nous avons émis "hypothése
que la protéine Hsp70 pourrait agir en aval de la cas-
pase-3 pour protéger les érythroblastes de 1’apoptose
lors de la différenciation érythroide terminale pendant
la phase d’activation des caspases. Nos resultats préli-
minaires suggerent qu’au cours de la différenciation
érythroblastique, GATA-1 serait ainsi protégé par
Hsp70 du clivage par les caspases (Ribeil ef al., 2004).
Nous avons mis en évidence qu’ Hsp70 inductible est
une protéine qui, au cours de la différenciation éry-
throide terminale, par son interaction avec une de ses
cibles joue un nouveau role antiapoptotique majeur en
empéchant le clivage de GATA-1 par la caspase-3
(Fig. 5). La protéine Hsp70 est localisée dans le cyto-
plasme et le noyau ou elle colocalise avec GATA-1 au
cours de la différenciation érythroblastique. Au cours
de I"apoptose induite par la privation en EPO, Hsp70
serait délocalisée du noyau vers le cytoplasme permet-
tant ainsi le clivage de GATA-1 par la caspase-3 acti-
vée. Nous proposons donc un modele dans lequel
I'EPO détermine le destin des érythroblastes (apoptose
versus différentiation) en aval de la caspase-3, en régu-
lant la localisation d’Hsp70 (cytoplasmique versus
nucléaire et cytoplasmique).

CONCLUSION

Dans cette revue, nous avons discuté le role des cas-
pases dans les processus de différenciation cellulaire lors
de I’'hématopoiese, en particulier a travers I’exemple de
I’érythropoiése, et dans d’autres types cellulaires en
dehors de I'hématopoiése. Ces modéles suggerent que les
caspases, des enzymes responsables de "apoptose, sont
¢galement indispensables 4 de nombreux processus de
différenciation. Ainsi comme souligné depuis de nom-
breuses années, différenciation et apoptose sont des pro-
cessus proches. Le clivage de certaines cibles, et pas
d’autres, par les caspases pourrait déterminer le choix du
destin cellulaire entre apoptose et différenciation. Cette
proximité est sans doute importante pour permettre a
’organisme de s”adapter a certaines conditions patholo-
giques. Par exemple au cours de 1"érythropoiese, les tis-
sus doivent étre oxygénés en permanence, mais le
nombre de globules rouges ne doit pas étre trop impor-
tant; un certain niveau d’apoptose des érythroblastes
peut rapidement faire place a la différenciation et la pro-
duction de globules rouges pour répondre au stress
hypoxique. Ces mécanismes de régulation fine pourraient
étre perturbés dans de nombreux tissus et dans de nom-
breuses circonstances pathologiques et pourraient ouvrir
une nouvelle voie dans la compréhension de la physio-
pathologie de certaines proliférations tumorales et/ou de
certaines pathologies dégénératives. D'un point de vue
finaliste le fait que des enzymes responsables de la mort
cellulaire soient impliquées dans la différenciation pour-
rait obéir a une certaine logique. Les erreurs dans la dif-
férenciation pourraient conduire a la mort cellulaire évi-
tant ainsi la transmission de ces erreurs qui seraient
nuisibles a 'espéce. A quoi bon d’ailleurs le blocage
des caspases pour empécher la mort de "organisme, ce
qui ne lui permettrait pas de survivre, ce blocage empé-
chant également sa différenciation. Cette proximité entre
mort et différenciation permet la mort de I'organisme
une fois qu’il s’est différencié et favorise ainsi I’évolu-
tion et la diversité de I"espéce.
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Human erythroleukemia: is the two-hit model of mouse leukemogenesis valid

in human disease?

Leukemia (2007) 21, 2212-2214; doi:10.1038/s).leu.2404779;
published online 31 May 2007

Human erythroleukemia (HEL) is a rare heterogeneous entity
representing 3-4% of acute myeloid leukemia (AML)." Accord-
ing to the World Health Organization (WHO), HEL is classified
into three subgroups: (1) leukemia with multi-lineage dysplasia;
(2) therapy-related AML and myelodysplastic syndromes and
(3) acute erythroid leukemia subdivided in erythroleukemia
(erythroid/myeloid) and pure erythroid leukemia. HEL affects
preponderant males, and the age distribution of the disease
appears to be bimodal, with a smaller peak below 20 years and
a more definitive and broader peak in the seventh decade of
life.® The oncogenesis of erythroleukemia in humans is not well
known and may differ in the different subgroups. In animal
models, erythroleukemia was recently proposed to evolve a
multistep oncogenic process.” In transgenic mice, Spi-1/PU.1
hyperexpression induces the emergence of erythropoietin (Epo)-

Leukemia

dependent proerythroblasts. This early blockage in erythroblast
differentiation leads to anemia that can be treated by trans-
fusion. However, in particular circumstances, growth-factor-
independent malignant cells emerge leading to an acute
leukemic phase. This oncogenic event is associated with the
gain-of-function mutations in the Kit gene, conferring a
constitutive receptor kinase activity and cell proliferation related
to Erk1/2 and PI3K/Akt pathways activation. Nevertheless, this
two-hit model of leukemogenesis has not been yet described in
human erythroleukemia. We studied here the case of a 60-year-
old male fulfilling the WHO classification criteria for erythroid
leukemia (erythoblasts immunophenotyped as CD36 ", GPA',
c-Kit", CP41 ) with multiple karyotype abnormalities. This
patient showed a massive (over 60%] bone marrow proerythro-
blastic infiltration (Figure 1a). In order to study the response of
HEL blasts to the major erythroid growth factor, patient bone
marrow aspirates were cultured in the presence or absence of
Epo. The addition of Epo in culture medium allowed a long-term
survival of blast cells (Figure 1b). These data suggest that blasts
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(a) Bone marrow aspirate smear containing undifferentiated cells having basophilic cytoplasm and round cell nucleus characteristic

of proerythroblasts (May-Grunewald-Giemsa magnification < 400 and x 1000). (b) Cell proliferation curves of cultured proerythrablasts in the
presence or absence of erythropoietin (2 U/ml). (¢} Real-time quantitative reverse transcription-PCR analysis for PU.T mRNA expression. Values
obtained for normal bone marrow, cultured proerythroblasts, AML6 and AML4 patient blasts and HL60 cell line were graphed relative to GAPDH
mRNA. Standard deviation of triplicates is represented. (d) Direct sequencing of c-Kit exon17: wt sequence found in the AML6 and D816V

mutation found in a c-Kit mutated mastocylosis patient.

were Epo-sensitive, and therefore specific of erythroid lineage.
We also investigated whether the multistage leukemogenesis
recently described could be valid in this case of HEL. We sought
for the possible hyper-expression of PU.1 in these cells.
However, reverse transcription-PCR for PU.T was negative for
this patient (Figure 1c). These results suggest that in this case,
high expression of spi-1/PU.1 is not involved in the arrest of
proerythroblast differentiation as in the mouse model. GATA-1
has been shown to play a critical role in terminal erythroid
differentiation,* and mutations in this gene have been linked to
several human hematological disorders including X-linked
dyserythropoietic anemia and thrombocytopenia, X-linked
thrombocytopenia and beta-thalassemia, and Down’s syndrome
acute megakaryoblastic leukemia. However, sequencing of
GATA-1 shows that this transcription factor was not mutated
in this case of human erythroleukemia (not shown). In Spi-1/
PU.T transgenic mouse, the second event (cell proliferating
induction step) of leukemogenesis is the induction of constitu-
tive activation of c-Kit due to mutations in codons 814 or 818.
However, the most frequent activating mutations in human

neoplasia (codons 560 and 816) were not mutated in this
leukemia (Figure 1d and not shown). Moreover, the complete
sequence of the gene shows that c-Kit gene does not present any
particular mutation of exon 8 as observed in some human
neoplasia including AML and lymphoma (not shown). We also
sequenced the Epo-R adaptor JAK2, since it was recently
repor‘led that JAK2 mutation (V617F) is present in most patients
with polycythemia vera (PV), myelodysplasia (MSD) and
essential thrombocytemia (ET) and some primary myelufihmsis."
However, this JAK2 mutation was not present in this patient.
Altogether, our data suggest that this particular case of human
erythroleukemia does not follow the two-hit model of leuke-
mogenesis observed in transgenic mice. In humans, the only
two-hit model described so far is the core binding factor AML"
in which AMLT/ETO or CBFMYH11 translocation induces
myeloid differentiation arrest, and ¢-Kit, Ras or FLT-3 mutations
induce cell proliferation and inhibition of apoptosis. Therefore,
further investigations in human erythroleukemia are needed to
understand the leukemogenesis involved in this still incurable
disease.
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Annexe 3

NOUVELLE

Hsp70, ’ange gardien

de GATA-1 lors

de la différenciation

des globules rouges

Julie Vandekerckhove, Jean-Antoine Ribeil, Ya&l Zermati,
Carmen Garrido, Geneviéve Courtois, Eric Solary, Olivier Hermine

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

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

Implication de la caspase 3

dans "apoptose des érythroblastes

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

jouent un réle majeur dans a régulation de
|"érythropoigse. En effet, |'absence d'acti-
vation de la voie Jak2/STATS normalement
induite par le récepteur de I'€po conduit
& une diminution de I'expression de BclX|,
diminution responsable de la dépolarisa-
tion de la mitochondrie et de 'activation
de la caspase ¢ au sein de I'upoptosome,
qui elle-méme va activer la caspase 3. Au
cours de ce processus apoptotique, la cas-
pase-3, en clivant GATA-1, entrdine une
amplification de la diminution d’expres-
sion de Bel¥, (en diminuant Ieffet tran-
sactivateur de GATA-1 sur le géne codant
BelX,) et également un arrét de matura-
tion (en diminuant I'effet transactivateur
de GATA-1 sur les génes codant les génes
de la différenciation érythrorde). Lacti-
vation de Fas va induire I'activation de
la caspase 8, qui elle va cliver la protéine
bid en thid, qui induit une dépolarisation
de la mitochondrie. & ce niveau, |'€po,
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Figure 1. L'érythropoié

est le p

~al T

permettant la différenciation des cellules souches

hématopaiétiques en globules rouges matures. Ludépendance en érythropoiétine débute au stade

BFU-£ et s'arréte au stade proérythroblaste, le SCF débute son action en amont. Uexpression

des marqueurs de surface utilisés pour caractériser les différents précurseurs érythroides est

indiquée. CSH : cellule souche hématopoiétique ; PMC: progéniteur myéloide commun ; PME : pro-

géniteur commun mégacaryocyte-érythrocyte ;
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CRU-E: colony-forming unit-erythroid ; BFU-E:
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en augmentant les taux de BelX, permet
de contréler I'apoptose et le clivage de
GATA-1. Ainsi, en fonction des taux relatifs
de Fas-L et d’Epo, les érythroblastes vont
survivre et se différencier (Epo > Fas-L),
vont survivre mais étre bloqués dans leur
maturation (Fas-L = £po), ou vont entrer
en apoptose et arréter leur maturation
(Fas-L > Epo).

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

terminale. Ainsi, la régulation de Pérythro-
poigse est non seulement liée au niveau
d’activation des caspases mais aussi, en
aval de cette activation, & I'accessibilité
de leurs cibles.

Hsp 70 protége GATA-1

de la dégradation

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

Survie
et différenciation

Figure 2. Modéle de la protection de GATA-I du clivage par la caspase-3 par Hsp70 au cours de la

Srviheoblact
q

différenciation éryt

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

et 'apoptose des progéniteurs érythroblastiques.
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Apoptose

L'Epo permet le maintien de la localisation nucléaire d’Hsp70,

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

Un réle plus large pour Hsp70

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

La compréhension des mécanismes d’ex-
pression constitutive d’Hsp70 au cours
de |’érythropoigse, et des processus de
signalisation par lesquels le récepteur
de I'E€po induit la localisation nucléaire
d’Hsp70, pourrait apporter des éclaircis-
sements sur les mécanismes de diverses
pathologies érythroides, telles que cer-
taines polyglobulies ou a Iinverse certai-
nes myélodysplasies. €n effet, dans les
palyglobulies qui ne sont pas associées &
des mutations de la kinase Jak2 [11], une
activation constitutive de la voie de signa-
lisation responsable du maintien d’Hsp70
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Mécanismes de régulation de GATA-1 par les protéines de choc thermique Hsp27 et
Hsp70 au cours de la différenciation érythroide terminale.

Résumé

L’érythropoiese est le processus permettant la production de globules rouges en
grande partie sous le controle du facteur de transcription GATA-1 qui active la transcription
des genes érythroides et de la protéine anti-apoptotique Bcl-x, . Dans ce travail, nous
montrons qu’au cours de la différenciation érythroide, GATA-1 est protégé du clivage de la
caspase-3 par la protéine chaperonne Hsp70. D’autre part, la surexpression de GATA-1 induit
un blocage de la maturation. Nous avons montré qu’Hsp27 interagit avec GATA-1 et induit sa
dégradation par le protéasome.

Nous avons déterminé les mécanismes par lesquels Hsp70 est accumulé dans le noyau
des érythroblastes au cours de la différenciation érythroide terminale. Avant la diminution
d’expression de c-Kit, Hsp70 est principalement cytoplasmique car le SCF induit 1’export
nucléaire d’Hsp70. Au stade de la diminution d’expression de c-Kit, I’export nucléaire induit
par le SCF est diminué et I’Epo, en activant Lyn, induit la rétention nucléaire d’Hsp70.

Nous avons confirmé notre modele au cours de syndromes myélodysplasiques (SMD)
de bas grade, ou nous avons démontré qu’un défaut de localisation nucléaire d’Hsp70 est en
partie responsable du phénotype observé.

Mechanisms of GATA-1 regulation by heat shock proteins Hsp70 and Hsp27 along
terminal erythroid differentiation.

Abstract

Erythropoiesis is a process leading to red cells production and is mainly under control
of the transcription factor GATA-1 that controls the expression of erythroid genes and the
anti-apoptotic protein Bcl-x; . In this study we demonstrated that during differentiation but not
during apoptosis, the chaperone protein Hsp70 protects GATA-1 from caspase 3-mediated
proteolysis. On the other hand, GATA-1 overexpression induces a blocage of maturation.
Here, we showed that Hsp27 interacts with d GATA-1 to favor proteasomal degradation.

Further, we determined the mechanisms of nuclear accumulation during terminal
erythroid differentiation. Before c-Kit down-modulation at basophilic stage, Hsp70 is mainly
localized into cytoplasm because SCF induced Hsp70 nuclear export. At the onset of c-Kit
down-modulation, SCF induced Hsp70 nuclear export was decreased and Epo activated Lyn
induced Hsp70 nuclear accumulation.

We confirmed our model to low grade myelodysplastic syndrome (MDS) were a defect
in nuclear localization of Hsp70 is partially responsible for the observed phenotype.

Mots clé : Hsp70, Hsp27, GATA-1, érythropoiese, SMD.
Key words : Hsp70, Hsp27, GATA-1, erythropoiesis, SMD.
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