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RESUME

Les anémies liées au cancer affectent la qualité de vie des patients ainsi que leur
pronostic vital. Elles sont suspectées d’étre régulées par la libération d’une cytokine pro-
inflammatoire, le «tumor necrosis factor » (TNF)-a. Le TNFa a été décrit comme un
inhibiteur potentiel de la production de I’érythropoiétine (Epo) au niveau du rein, conduisant a
une diminution de I’érythropoiése. Cependant des études in vitro ont suggéré que le TNFa
pouvait agir directement sur les cellules érythroblastiques pour inhiber leur différenciation.

Des études réalisées au laboratoire LBMCC sur des lignées cellulaires établies ont
montré que le TNFo limite la surexpression de génes érythroide-spécifiques dans les lignées
érythroleucémiques humaines K562 et HEL. Ces résultats ont été également démontrés dans
la lignée TF1 qui est dépendante de I’Epo pour sa différenciation érythroide. Dans tous les
cas, I’effet négatif du TNFa a été corrélé a I’inhibition du facteur de transcription GATA-1,
une protéine-clé de la différenciation érythroide.

Afin d’étudier I’effet inhibiteur du TNFa sur I’induction de I’érythropoiése par I’Epo,
nous avons utilisé des cellules souches hématopoiétiques (CSH) CD34+ comme modéle,
obtenues a partir de sang de cordon ombilical. Dans notre systeme de culture in vitro, nous
avons pu reproduire les différents stades de I’érythropoiése en présence d’Epo, permettant
ainsi d’étudier I’effet du TNFa sur cette voie de différenciation. L’étude de la production
d’hémoglobine, de la morphologie cellulaire par coloration au May-Griinwald Giemsa et par
I’analyse des marqueurs membranaires spécifiques en cytométrie en flux, a montré que le
TNFa réduit la capacité de I’Epo a engager les CSH vers une différenciation érythroide
terminale. Au niveau moléculaire, nous avons corrélé cet effet a la réduction de I’expression
de génes érythroide-spécifiqgues comme les genes de globines par PCR en temps réel et
western blot. Le TNFa réduit I’activité trans-activatrice du facteur de transcription GATA-1
et induit son interaction avec le facteur PU.1 via I’activation de la protéine p38MAPK comme
le montrent des expériences d’immunoprécipitation. D’autre part, I’expression du facteur
GATA-2, qui régule négativement I’érythropoiese et qui favorise la prolifération des CSH, est
aussi induite. De plus, I’inhibition des micro-ARN 144 et 451 par le TNFa est en correlation
avec la perturbation de la balance GATA-1/GATA-2.

Mots-clés : TNFa, inflammation, anémie, cancer, différenciation



ABSTRACT

Cancer-related anemia affects patients' quality of life and survival. It is thought to be
mediated by the release of tumor necrosis factor (TNFa). TNFa is one of the major mediators
of inflammation and has been linked to the inhibition of the erythropoietin (Epo) production
from kidney, leading thus to anemia. However, the inhibitory effect of TNFa on erythroblast
differentiation has been suggested by several in vitro studies.

Previous results from the LBMCC lab on leukemia cell lines showed that TNFa
prevents aclacynomycin-induced over-expression of erythroid-specific genes in human
erythroleukemia cell lines including K562 and HEL. These results have been confirmed in the
Epo-dependent TF1 cell line. In all cases, the inhibitory effect of TNFa was in correlation
with the regulation of the erythroid key transcription factor, GATA-1.

In order to study the inhibitory effect of TNFo on the Epo-mediated erythropoiesis, we
used CD34+ hematopoietic stem cells (HSC) gained from cord blood as a model. In our in
vitro model, we reproduced different stages of erythropoiesis, allowing us to use this model
for the study of TNFa and the erythroid lineage. The study of hemoglobin production, the cell
morphology (May-Grinwald Giemsa) and the analysis of specific markers (flow cytometry),
have shown the limited capacity of Epo to stimulate HSC erythroid differentiation. At the
molecular level, we have correlated this effect to the reduced expression of erythroid-specific
genes (globins and Epo receptor) by western blot and real time PCR analysis. TNFa reduces
the transcriptional activity of GATA-1 and induces its interaction with PU.1 via p38MAPK
activation (Protein immunoprecipitation). Furthermore, GATA-2 expression, which
negatively regulates erythropoiesis and promotes HSC proliferation and self-renewal, is also
increased. Moreover, the inhibition of miRs 144 and 451 is in correlation with the GATA-
1/GATA-2 balance perturbation.

Keywords: TNFa, inflammation, anemia, cancer, differentiation
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Introduction

1 INTRODUCTION

1.1 Anémie et cancer

L’érythrocytose et I’anémie sont des pathologies liées a la perturbation du nombre de
globules rouges dans le sang. En état d’érythrocytose ou polyglobulie, les patients présentent
une augmentation de globules rouges et/ou d’hémoglobine (Hb). A I’inverse, I’anémie est
caractérisée par le manque de globules rouges dans le sang et une diminution de la concentration
intra-érythrocytaire en hémoglobine. Le diagnostic d’une anémie repose sur la concentration en
Hb. Les valeurs physiologiques pour les adultes sont de 13,5 a 18 g/dL chez I’homme et de 11,5
a 16,4 g/dL chez la femme. Des valeurs inférieures au minimum permettent de diagnostiquer
une anémie. L’appréciation de toute anémie, préalable a la recherche étiologique, exige la
verification d’autres données hématologiques. La valeur du contenu hémoglobinique des
hématies (MCH pour Mean corpuscular Hb ou MCHC pour Mean corpuscular Hb
concentration) et de la taille des hématies (MCV pour mean corpuscular volume) sont des
données qui complétent le diagnostic. Les anémies peuvent étre classifiées selon des données
quantitatives et qualitatives des globules rouges mais aussi selon les taux d’érythropoiétine
(Epo) (Hodges et al. 2007).

L anémie est un symptdme courant chez les patients atteints de maladies chroniques telles
que les inflammations chroniques et les cancers. Une anémie associée au cancer existe chez plus
de 30% des patients (Mercadante et al. 2000). Plusieurs études ont démontré que I’anémie
diminue le taux de survie d’environ 65% selon le type de cancer, le stade et I’age des patients.
L’anémie peut ainsi étre considérée comme un facteur pronostic négatif pour la progression de
la maladie et I’index de survie (Caro et al. 2001).

Les symptdmes décrits par les patients anémiques sont communs a plusieurs types
d’anémie et affectent leur qualité de vie. Ces symptdmes sont une paleur du teint, une fatigue
inexpliquée, une perte d’énergie ainsi que des états de somnolence et des maux de téte. Dans des
cas d’anémie plus sévere, des étourdissements ainsi qu’une accélération inhabituelle du rythme
cardiaque et une respiration courte apparaissent au cours d’exercices de faible intensité.

L’anémie associée au cancer peut avoir diverses causes. Elle peut étre liée a I’état de santé
initiale du patient (hémoglobinopathies, thalassémies, problémes intestinaux), a la maladie
(infiltration de progeéniteurs immatures de la moelle osseuse vers la circulation sanguine,
résection intestinale, hypersplénisme) ou a la thérapie (toxicité au niveau des reins et de la

moelle osseuse suite & une chimiothérapie) (Dicato 2003; Spivak 2005). L’anémie peut
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apparaitre apres une chimiothérapie myélosuppressive (Groopman et al. 1999). Elle peut
également s’aggraver a la suite d’une radiothérapie indépendamment des tumeurs en diminuant
I’efficacité de la thérapie (Knight et al. 2004). Des variations moléculaires des différents
facteurs jouant un réle dans I’hématopoiese et I’érythropoiese peuvent perturber la production
des globules rouges, et par conséquent nuire au transport de 1I’oxygéene dans le sang. L’anémie
survient habituellement aprés une augmentation anormale du taux de cytokines pro-
inflammatoires comme le tumor necrosis factor-a (TNFa), I’interleukine (IL)-1, I'IL6 et
I’interféron-y (IFNy) (Kurzrock 2001).

Jusque dans les années 1980 le seul traitement contre les anémies était la transfusion
sanguine. En effet, les patients anémiques, avec des taux d’Hb inférieurs a 10 g/dL, étaient
traités par des transfusions a répétition jusqu’a atteindre un niveau d’hémoglobine satisfaisant.
Cependant, ce traitement présente un risque d’infection, peut provoquer une sensibilisation aux
antigéenes d’histocompatibilité HLA (Human Leukocyte Antigen ; cause de rejet des greffes) et
une surcharge en fer (Macdougall et al. 2005). De plus, les transfusions sanguines sont devenues
plus risquées avec I’apparition du VIH (virus d’immunodéficience humaine). Dans les années
1980, afin de traiter les patients anémiques en raison d’un déficit en Epo, une thérapie
alternative est apparue avec la synthése de molécules d’Epo recombinante humaine (RhEpo)
permettant la correction du niveau d’Hb en imitant I’action de I’Epo sur les progeéniteurs
érythroides.

Le gene de I’érythropoiétine a été cloné dans les années 1980 et la technologie de I’ADN
recombinant a permis la production d’Epo de synthése appelés ESAs (Erythropoiesis-
stimulating agents) ou RhEpo en grande quantité. La technique de fabrication consiste a
introduire le gene de I'Epo humain dans une lignée cellulaire animale, qui produit la protéine
appelée recombinante et qui peut ensuite étre isolée (Jacobs et al. 1985; Lin et al. 1985). Ces
molécules sont capables de corriger I’anémie dans 90% des cas. Le reste des patients n’arrive
pas a atteindre des taux d’hémoglobine satisfaisants ou le traitement peut perdre de son
efficacité. Cette diminution de réponse au traitement est due aux inflammations chroniques, aux
infections, a la déficience en fer, a la perte chronique de sang et a la production d’anticorps
contre les RhEpo provoquant ainsi une aplasie des globules rouge ou PRCA (pure red cell
aplasia) (Drueke 2001; Casadevall et al. 2002; Macdougall et al. 2002; Macdougall et al.
2005 ). Le traitement par des RhEpo est seulement symptomatique et utilisé chez des patients
anémiques avec de faibles taux d’Epo (cancer, inflammation et insuffisance rénale) (Maxwell

2002; Glaspy et al. 2006; Mann et al. 2007). Dans d’autres cas, les patients anémiques sont
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traités avec les transfusions sanguines, avec I’administration nutritionnelle de stéroides ou plus
drastiquement en réalisant des splénectomies ou des transplantations de la moelle osseuse.

Différentes RhEpo sont produites. La premiére a avoir été commercialisée est un
polypeptide non modifié de I’Epo endogéne native, connue sous le nom d’Epoétine. Son
principal inconvénient est sa demi-vie qui n’est que de six heures. Elle doit &tre administrée
régulierement (plusieurs fois par semaine) par injection sous-cutanée ou intraveineuse pour étre
efficace.

Des modifications ont été apportées au polypeptide synthétique de I’Epo afin de prolonger
sa demi-vie tout en restant efficace et de diminuer la fréquence des injections. La NESP (novel
erythropoiesis stimulating protein) aussi connue sous le nom de Darbépoétine alpha différe, de
I'époétine par la substitution de cing acides aminés permettant I'assemblage de cing chaines
glycosylées au lieu de trois. Elle a une demi-vie plus élevée in vivo et une affinité supérieure
pour le récepteur Epo (Repo). En pratique, I'utilisation de la NESP ne nécessite qu'une injection
hebdomadaire (voire moins) en comparaison de I'Epoétine (Egrie et al. 2001). Une autre
stratégie utilisée pour augmenter la demi-vie des RhEpo est la liaison de différents types de
polymeres sur la chaine polypeptidique. La molécule SEP (synthetic erythropoiesis protein) est
un polypeptide entierement synthétique greffé de polymeéres chargés négativement. Sa demi-vie
est 2,5 fois plus élevée que celle de I’Epoétine (Kochendoerfer et al. 2003).

La pégylation est une technique utilisee pour augmenter la durée d’efficacité en diminuant
la cinétique d’élimination d’une molécule par augmentation de son poids moléculaire. Plus
précisément, cette technique consiste a fixer du polyéthylene glycol sur la séquence peptidique.
L’Epo pégylée appelée CERA (continuous erythropoietin receptor activator) a une demi-vie
remarquablement élevée. En effet, 135 heures sont nécessaires pour que le CERA soit éliminé
de la circulation apres injection sous-cutanée ou intraveineuse (Macdougall 2005). D’autres
techniques ont été utilisées pour augmenter le poids moléculaire de I’Epo comme sa
dimérisation via un peptide flexible ou via la fixation de groupements sulfhydryles (Sytkowski
et al. 1998; Sytkowski et al. 1999). L’utilisation des RhEpo peut donc améliorer la qualité de
vie des patients souffrant d’une anémie en diminuant parallélement la fréquence de transfusions
(Littlewood et al. 2001).

L’Hematide™ est un oligopeptide synthétique de 20 acides aminés
(GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG) sélectionné aprés plusieurs tests d’oligopeptides pour
identifier ceux a affinité élevée pour le REpo. Sa séquence peptidique n’a aucune homologie
avec celle de I’Epo native mais il est capable d’en imiter la fonction (Fan et al. 2006). C’est un

médicament trés prometteur aux avantages variés. La production des peptides synthétiques est
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moins onéreuse que celle des protéines recombinantes. De plus, la forme pégylée de
I’Hematide™ nécessite une administration moins fréquente que les RhEpo couramment
commercialisés puisque sa nature non protéique lui confére une plus grande stabilité et il peut
également étre stocké & température ambiante. En paralléle, I’Hematide™ n’induit pas de
réaction immunologique contrairement aux RhEpo dans certains cas de PRCA (pure red cell
aplasia) ou les patients produisent des anticorps. Une étude menée dans un modele de rats
produisant des anticorps anti-Epo et présentant une PRCA, montre que I’Hematide™ induit la
stimulation des progéniteurs érythroides sans provoquer de réaction immunitaire (Woodburn et
al. 2007). Des résultats encourageants obtenus in vitro et in vivo par des études en Phase 11 ont
permis I’entrée de I’Hematide™ en phase 111 d’essais cliniques (Stead et al. 2006; Locatelli et
al. 2009; Macdougall et al. 2009).

En 2003, des essais cliniques ont été menés dans le but de prouver le r6le bénéfique du
traitement & la RhEpo, sur des patients cancéreux souffrant d’une anémie. Les résultats de ces
études ont montré que I’Epo avait I’effet escompté sur I’anémie. En revanche, ils ont aussi
montré une augmentation de la mortalité chez les patients traités a la RhEpo par rapport aux
personnes non traitées. Deux autres études ont montré que les patients traités a I’Epo
présentaient des probléemes cardiovasculaires avec des incidents thromboemboliques (effets
secondaires connus du traitement a I’Epo). Cette augmentation de la mortalité était la
conséquence d’une progression accélérée des tumeurs (Henke et al. 2003; Leyland-Jones et al.
2005). La validité de ces deux études a été critiquée et elles ont été controversées par plusieurs
équipes (Glaspy 2005; Agarwal et al. 2007; Osterborg et al. 2007; Fandrey 2008). Pourtant en
2007, une autre étude clinique de phase Il a été prématurément arrétée a cause de
I’augmentation de la mortalité due a la prolifération tumorale rapide chez les patients traités a
I’Epo (Wright et al. 2007). Au contraire, I’administration de RhEpo & des individus sains
n’altére pas leurs indices physiologiques et peut étre utilisée comme contrdle pendant les essais
cliniques (Lundby et al. 2011).

A ce jour deux hypothéses sont émises pour interpréter la capacité de I’Epo & stimuler la
progression tumorale. La premiére a démontré la présence de récepteurs a I’Epo sur plusieurs
types de cancers différents (Osterborg et al. 2007). La deuxieme suggere que I’interaction
Epo/REpo active des voies de signalisation capables d’induire I’expression de génes impliqués
dans I’angiogenése ou des genes de facteurs qui eux-mémes induisent la progression tumorale
(Yasuda et al. 2003). Il est cependant important de noter que les patients avec des taux d’IFNy,
de TNFa, d’IL6, d’IL10 et d’IL13 sont plus ou moins sensibles ou résistants au traitement a
I’Epo (Lacombe 1996; Cooper et al. 2003).
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Le traitement des patients cancéreux anémiques avec la RhEpo se poursuit, mais en
parallele de nouveaux essais cliniques de phase Il sont organisés aux Etats Unis sur
recommandation de la FDA (Food and Drug Administration), pour éclaircir son effet bénéfique
ou nuisible sur la survie des patients. Ces nouveaux essais auront également pour but de
démontrer une différence de réponse au traitement entre les patients qui expriment le récepteur a
I’Epo et ceux qui ne I’expriment pas. De plus, les doses utilisées doivent étre standardisées en
fonction des cas ou des types de cancer (Rizzo et al. 2008).
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1.2 La cytokine Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa)

Le TNFa a été isolé en 1975 par Carswell et al. sous forme d'un facteur soluble libéré par
les cellules de I'hdte ayant provoqué la nécrose d'une tumeur transplantée (Carswell et al. 1975).
C’est une cytokine pro-inflammatoire produite par les macrophages, les neutrophiles, les
fibroblastes, les kératinocytes, les astrocytes, et les lymphocytes T et B. Il fait partie d’une
famille de protéines qui joue un réle majeur dans I’inflammation, la prolifération, la survie
cellulaire et I’hématopoiése.

Le TNFo agit sur différents récepteurs membranaires dont les mieux décrits sont le
TNFR1 et le TNFR2. Il est capable de stimuler des voies pro-apoptotiques mais aussi anti-
apoptotiques et de survie (Figure 1). Les principaux facteurs de ces voies, c-jun, p38 MAPK
(mitogen-activated protein kinase), NF-xB (Nuclear factor-kappa B) et les caspases sont actives
par différents stimuli. Le TNFa induit ses effets principalement via la voie impliquant le facteur
de transcription NF-kB. Ce facteur régule I’expression de nombreux genes impliqués dans le
processus inflammatoire tels que les cytokines de I’inflammation, les facteurs de croissance, des
récepteurs de cytokines, les protéines de stress et les molécules d’adhérence des leucocytes.
Ainsi, a travers I’activation du facteur NF-xB dont la forme la plus active est le dimére p5SO(NF-
kB1)/p65(Rel A), le TNFo peut induire I’expression de plus de 200 génes. La cycline D1,
MMP9 (métalloprotéase 9), c-Myc, Bel-xL (B cell lymphoma - extra large), PU.1, c-IAP2
(inhibitor of apoptosis 2) et COX2 (cyclooxygénase 2) sont quelques-uns de ces genes
(Aggarwal 2004).

NF-xB est un dimére composé de différentes combinaisons possibles de deux sous-unités.
Ainsi des homodimeres et des hétérodimeres peuvent se former entre les sous-unités p50 (NF-
kB1), p52 (NF-kB2), p65 (Rel A), Rel B et C Rel. L’hétérodimere p50/p65, se comporte comme
un puissant transactivateur de géne. Dans la cellule, en dehors de toute stimulation, le complexe
p50/p65 est retenu dans le cytoplasme par son inhibiteur IkB (inhibiteur de xB) avec lequel il
forme un complexe inactif. Suite a une stimulation du TNFR par le TNFa, I’inhibiteur 1xB est
phosphorylé par la IKK (kB kinase), qui constitue un signal d’ubiquitination. kB est alors
dégradé par le protéasome (voie canonique). Le dimére p50/p65 ainsi libéré est transloqué vers
le noyau et se lie a I’ADN au niveau des séquences spécifiques pour réguler la transcription de
ses genes cibles.

La surexpression de TNFo est corrélée a plusieurs maladies inflammatoires chroniques.
En particulier le TNFa a été impliqué dans I’arthrite rhumatoide (Feldmann et al. 1996), la
maladie de Crohn (van Dullemen et al. 1995), I’hépatite C chronique (Knobler et al. 2005) et la

6
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pancréatite (Friess et al. 1999). Actuellement il existe trois antagonistes du
TNFa commercialisés. Ces molécules sont I’etanercept (Enbrel®), I’infliximab (Remicade®) et
I’adalimumab (Humira®). L’etanercept a été le premier antagoniste du TNFo & étre utilisé en
tant qu’agent thérapeutique (Elliott et al. 1994), avec une bonne efficacité dans le traitement de
I’arthrite rhumatoide (Haraoui 2005). Les deux autres antagonistes sont également utilisés pour
le traitement de I’arthrite rhumatoide et la maladie de Crohn. L’efficacité du traitement varie
selon la maladie traitée et la molécule utilisée (Haraoui 2005). Le risque d’infection augmente et
neutralise ainsi les effets bénéfiques du traitement anti-TNFo dans les maladies inflammatoires
chroniques (Vilcek et al. 2004). Par ailleurs, le traitement anti-TNFa peut provoquer
I’apparition de différents types de cancers comme les lymphomes, le cancer du sein, du poumon
et de la peau (Scheinfeld 2004; Yan et al. 2006).

1.2.1 TNFgq, inflammation et cancer

Dés le 19° siécle, Rudolf Virchow avait souligné la relation entre I’inflammation
chronique et la cancérogenése. Depuis lors, il est devenu évident que la combinaison des
altérations génétiques et les médiateurs de I’inflammation sont étroitement associés avec la
progression cancéreuse (Mantovani et al. 2008 ; Porta et al. 2009). La majorité des tumeurs sont
infiltrées par des cellules inflammatoires telles que les myélomonocytes et plus spécialement les
macrophages (Sica et al. 2007). En réponse a I’environnement inflammatoire, ces cellules
produisent des médiateurs inflammatoires comme les chémokines et les cytokines. De ce fait, la
présence du TNFa ainsi que d’autres cytokines, chémokines et enzymes inflammatoires a été
confirmée dans le microenvironnement tumoral (Balkwill et al. 2001; Balkwill 2004). Ces
molécules sont sécrétées par les macrophages recrutés par des signaux de provenance tumorale
comme par exemple le VEGF-A (vascular endothelial growth factor) (Bingle et al. 2002). Elles
conduisent a la prolifération et a la progression tumorale, au remodelage de la matrice tumorale,
a I’inhibition de I'immunité adaptative et a I’angiogenese (Obermueller et al. 2004; Pikarsky et
al. 2004; Pollard 2004; Wyckoff et al. 2004) (Figure 2).

Le TNFa est également synthétisé par les cellules épithéliales dans les cancers ovariens et
rénaux ou par les cellules stromales du cancer du sein (Balkwill 2002). L’effet du TNFa est
surtout associé a la réponse inflammatoire. De plus, administré a des concentrations élevées, le
TNFa provoque une nécrose hémorragique et peut activer une réaction inflammatoire anti-

tumorale. Cependant il est de plus en plus évident que le TNFa est secrété par les cellules
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tumorales et qu’il peut agir dans ce cas comme un promoteur de tumeur (Balkwill et al. 2001).
Des études sur des souris KO (knock out) pour le TNFa et/ou le TNFR1 ont démontré une
diminution de I’incidence inflammatoire induite par les tumeurs (Moore et al. 1999; Arnott et al.
2004; Pikarsky et al. 2004) (Figure 2).

1.2.2 TNFa et anémie

Des études menées in vivo (Johnson et al. 1989; Papadaki et al. 2002) et in vitro (Dai et al.
1998; Xiao et al. 2002; Morceau et al. 2006; Buck et al. 2008) ont décrit le TNFa comme étant
un inhibiteur de I’érythropoiése. Plusieurs mécanismes ont été proposés en ce qui concerne
I’action du TNFa sur les différents acteurs impliqués dans I’érythropoiése. Xiao et al. ont
montré que le TNFa inhibe in vitro la synthése du marqueur GPA (Glycophorine A) au niveau
des précurseurs érythroides (Xiao et al. 2002). Le TNFo peut également avoir un effet inhibiteur
au niveau de la prolifération des progéniteurs érythroides. Beyne-Rauzy et al. suggérent que le
TNFa induit la sénescence des cellules leucémiques et myéloides saines en régulant
négativement le géne de la telomérase entrainant I’arrét de leur prolifération (Beyne-Rauzy et al.
2004; Beyne-Rauzy et al. 2005). De plus, le TNFa est responsable du « mutisme » de genes
érythroides telle que I’Epo via notamment NF-xB et GATA-2 (La Ferla et al. 2002), le REpo et
la globine y (Morceau et al. 2006) (Figure 3). De plus, Liu et al. ont démontré le réle inhibiteur
de NF-xB sur I’expression des genes érythroides, principalement par le blocage de I’activité des
promoteurs des globines a (Liu et al. 2003). Cependant, Tsopra et al. ont mis en évidence la
relation entre le taux élevé de TNFa (trois fois plus que chez des patients sains) et I’anémie chez
des patients atteints d’une leucémie lymphoide chronique (LLC) (Tsopra et al. 2009).

L’expression du TNFo est associée a plusieurs maladies hématologiques telles que
I’anémie de Fanconi (Dufour et al. 2003), les syndromes myelodysplasiques (Gersuk et al.
1998), I’anémie aplasique (Young 2000) et I’anémie de maladies chroniques (Nakano et al.
2004). 11 a été démontré in vivo que des patients traités au TNFa présentent une diminution de la
synthése d’hémoglobine (Blick et al. 1987) et que cette diminution est inversée apreés traitement
avec un anti-TNFo (Papadaki et al. 2002; Dubey et al. 2005).

Les précedents résultats du laboratoire obtenus in vitro ont montré que le TNFa limite la
surexpression de genes érythroides spécifiques dans la lignée érythroleucémique humaine K562,
dépendante d’agents pharmacologiques tels que I’aclacynomycine. Ces résultats sont corrélés a
I’inhibition de la protéine GATA-1, un facteur de transcription-clé de la différenciation
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érythroide. Morceau et al. ont démontré que le TNFo diminue I’activité transcriptionnelle de
GATA-1 par des transfections transitoires dans la lignée K562. Ces résultats ont été corrélés a
I’inhibition de I’expression des genes érythroides cibles de GATA-1 tels que le REpo et la
globine y (Morceau et al. 2006).

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action du TNFa sur I’inhibition de la
différenciation érythroide, Buck et al. ont utilisé deux lignées érythroleucémiques humaines,
K562 et HEL inductibles par différents composés chimiques (Aclacynomycine A et
Doxorubicine). lls ont étudié I’effet du TNFa sur les facteurs de transcription importants pour la
différenciation érythroide comme les facteurs GATA-1, GATA-2 et FOGL. Ills ont corrélé la
diminution de I’expression de GATA-1 avec sa dégradation protéasomique. De plus, ils ont
observé une diminution de I’expression de FOGL1 a la suite du traitement au TNFa. Le complexe
GATA-1/FOGL1 est ainsi affecté. Par ailleurs, I’acétylation de GATA-1, qui est nécessaire pour
son activité transcriptionnelle, est diminuée par le TNFa dans les deux lignées (Buck et al.
2009).

En utilisant la lignée cellulaire TF1 qui est dépendante de I’Epo pour sa survie et sa
différenciation érythroide, Buck et al. ont obtenu des résultats en accord avec ceux observés
dans les lignées K562 et HEL. De plus, les auteurs montrent que le TNFa inverse la balance
GATA-1/GATA-2 dans cette lignée. GATA-2 augmente apres le traitement au TNFa alors que
GATA-1 diminue. Le complexe GATA-1/FOG1 diminue a cause de la dégradation de FOG1
par le protéasome. Finalement, les auteurs suggérent que la voie MAPK p38 est impliquée dans
I’inhibition de I’érythropoiése par le TNFa (Buck et al. 2008).

L’ensemble de ces études reste en accord avec une diminution du taux de cellules capables
de synthétiser de I’hémoglobine et I’expression de génes érythroides cibles de GATA-1, comme

le REpo et la globine y.
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Figure 1 : Voies de signalisation activées par le TNFa,

Le TNFa agit sur deux récepteurs membranaires distincts (TNFR1 et TNFR2). Il active
simultanément des voies apoptotiques, anti-apoptotiques et de survie. Les principaux facteurs de
ces voies sont p38MAPK, NF-kB (Nuclear factor-kappa B) et les caspases. Le TNFa induit ses
effets principalement via la voie impliquant le facteur de transcription NF-xB (Adapté de
(Aggarwal 2003)).
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Figure 2 : TNFa et progression tumorale

Les cellules tumorales recrutent et activent des macrophages au niveau des tumeurs. Les
macrophages activés libérent des cytokines (IL1, IL6, IL10 et TNF), des facteurs de croissance
(VEGF), des chémokines et des métalloprotéases matricielles (MMP). Le TNFa favorise la
prolifération des cellules tumorales, la progression de la tumeur et la formation de métastases.
M-CSF: monocyte-colony stimulating factor; VEGF: vascular endothelial growth factor; IL:
Interleukine; TNF: Tumor necrosis Factor (adapté de (Balkwill et al. 2001)).
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Figure 3 : TNFa et anémie liée au cancer

Le TNFa est retrouvé dans le microenvironnement tumoral. Il a une action directe sur la
survie des érythrocytes et, en coopération avec d’autres cytokines (IFN et IL1), sur la réduction
de I’utilisation du fer, sur la suppression des progeniteurs érythroides BFU-E et CFU-E et sur la
diminution de la synthese de I’Epo. TNF: Tumor necrosis factor; IFN: Interféron; BFU-E: burst
forming units-érythroide; CFU-E: colony forming units-érythroide; Epo: érythropoiétine (adapté
de (Buck et al. 2009)).
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1.3 L’hématopoiése

L’hématopoiese est I’ensemble des phénoménes qui assurent la synthése et le
remplacement continu et régulé des cellules sanguines. Avant la naissance, I’hématopoiése se
déroule d’abord dans les flots sanguins de la vésicule vitelline puis dans le foie, la rate et les
ganglions lymphatiques. Chez I'adulte, elle se déroule uniqguement dans la moelle osseuse de I'os
sternal, des os iliaques et du fémur. Les cellules sanguines sont, pour la plupart d’entre elles, trés
différenciées avec une capacité réduite de synthése protéique et de division cellulaire. Leur
durée de vie est relativement courte puisqu’elle est de quelques jours pour les plaquettes a
quelques semaines pour les globules rouges. Elles constituent les éléments terminaux et
fonctionnels des deux lignées hématopoiétiques principales, la lignée lymphoide et la lignée
myéloide. L’hématopoiése aboutit a la production d’un nombre considérablement important de
cellules sanguines (environ 10x10™ cellules/jour). Cette production massive est assurée par une
petite population de cellules de la moelle osseuse appelées cellules souches hématopoiétiques
(CSH). Ce sont des cellules indifférenciées et multipotentes avec des propriétés d’auto-
renouvellement et de différenciation. Elles expriment des marqueurs de surface qui leur sont
caractéristiques tels que le CD (cluster de différenciation) 34 et le CD135. Au cours de
I’hématopoiése, le marqueur CD34 est conservé jusqu’au stade des progéniteurs érythroides,
BFU-E (Burst forming units — Erythroide). Le CD34 est par conséquent le marqueur spécifique
utilisé pour isoler les progéniteurs hématopoiétiques ainsi qu’érythrocytaires immatures. Les
CSH peuvent étre isolées a partir du sang de cordon ombilical, du sang périphérique et de la
moelle osseuse. Le sang de cordon est cependant beaucoup plus riche en CSH que les deux
autres sources. Elles peuvent également étre identifiées par immunomarquage et tri magnétique
sur colonne (Broxmeyer et al. 1989; Broxmeyer et al. 1993; Broxmeyer et al. 2005). La
régulation de I’auto-renouvellement, de la prolifération et de la différenciation de toutes les
cellules souches progénitrices et des précurseurs plus engagés, implique I’action de cytokines,
de chémokines, de facteurs de croissance, de facteurs de transcription (Broxmeyer et al. 2005;
Wickrema et al. 2007) (Figure 4 et Figure 5) ainsi que des interactions cellules-cellules
impliquant les cellules stromales de la moelle osseuse. Les CSH peuvent évoluer et se
différencier suivant les deux lignées hématopoiétiques spécifiques, myéloide et lymphoide. Une
CSH va ainsi devenir un progéniteur hématopoiétique, puis un précurseur de la lignée
lymphoide ou myéloide. Les progéniteurs sont des cellules avec une capacité d’auto-
renouvellement et de multipotence plus restreinte que celle des CSH. La cellule progénitrice
lymphoide (CPL) sous I’effet de I’1L7, va se différencier d’abord en précurseurs immatures, les
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lymphoblastes (pro- et pré-lymphoblaste), pour aboutir aux lymphocytes T et B. La cellule
progénitrice myéloide (CPM) se différencie sous I’effet de I’'IL3 et du « Stem cell factor »
(SCF), en progéniteur Granulocyte-Monocyte (PGM) ou en progéniteur Mégacaryo-Erythroide
(PME). Ensuite, I’action de facteurs spécifiques sur les cellules progénitrices donne naissance a
des progéniteurs engagés « Colony forming units » (CFU) de type, Granulo-Monocytaire (-
GM), Basophile (-Baso), Eosinophile (-E0), Mégacaryocytaire (-MK) et Erythrocytaire (-E).
Ces progéniteurs sont spécifiques d’une seule lignée et aboutissent eux-mémes par la suite aux
monocytes/macrophages, granulocytes (neutrophile, basophile, éosinophile), érythrocytes et
thrombocytes (plaquettes) (Figure 4). Pendant I’hématopoiése, un équilibre s’établit entre la
production des cellules souches par division cellulaire (auto-renouvellement), et la perte des
cellules souches par engagement vers les lignées cellulaires (différenciation).

Les cellules hématopoiétiques se différencient et proliferent dans la moelle osseuse. Une
fois leur maturation achevée, elles gagnent la circulation pour atteindre les tissus. Les
lymphocytes font exception puisqu’ils terminent leur maturation dans le thymus, les nceuds

lymphatiques et la rate.
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Figure 4 : L’hématopoiese et les cytokines

La cellule souche hématopoiétique (CSH) va s’engager vers la lignée myéloide ou
lymphoide en fonction des cytokines qui agissent sur elle. La CSH génére des cellules
progénitrices myéloides (CPM) ou lymphoides (CPL). L’action des différentes combinaisons de
cytokines sur ces progeniteurs va conduire a la production de la totalité des cellules retrouvées
dans la circulation sanguine. Pro-T ou B: pro-lymphoblaste T ou B; pré-T ou B: pré-
lymphoblaste T ou B; PME : Progéniteur Mégacaryo-Erythroide ; BFU-: Burst Forming Units-;
CFU-: Colony Forming Units-; PGM: Progeéniteur Granulocyte-Monocyte; B: Basophile; Eo:
Eosinophile; MK: Mégacaryocyte; E : Erythroide; IL: interleukine; SCF: stem cell factor; GM-
CSF: granulomonocyte-colony stimulating factor; M-CSF: monocyte-colony stimulating factor;

TPO: thrombopoiétine; EPO: érythropoiétine.
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Figure 5: Les facteurs de transcription au cours de I’hématopoiese

La cellule souche hématopoiétique (CSH) va s’engager vers la lignée myéloide ou
lymphoide en fonction de I’expression des facteurs de transcription. Leur action va diriger
I’expression de génes spécifiques de chacune des voies de différenciation. CPL : cellule
progénitrice lymphoide ; CPM : cellule progénitrice myéloide ; Pro-T ou -B: pro-lymphoblaste
T ou B; pré-T ou B: pré-lymphoblaste T ou B; CFU-: Colony Forming Units-; BFU-: Burst
Forming Units-; PGM: Progéniteur Granulocyte-Monocyte; PME : Progéniteur Mégacaryo-
Erythroide; B: Basophile; Eo: Eosinophile; MK: Mégacaryocyte; E : Erythroide; Lmo-2 : LIM
only protein; Runx-1: Runt-related transcription factor; Scl/Tal-1: Stem cell leukemia/T-cell
acute lymphoblastic leukemia 1 ; FOG-1 : (Friend of GATA)-1 ; EKLF : Erythroid Kruppel-like
factor; NFE2 : Nuclear factor erythroid ; C/EBP : CCAAT-enhancer binding protein (adapté de
(Orkin et al. 2008)).
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1.4 Plasticite et reprogrammation des cellules souches hématopoiétiques

La différenciation des cellules souches est considérée comme étant linéaire et
unidirectionnelle par inactivation irréversible de génes spécifiques pour une autre voie de
différenciation que celle initialement inscrite sur I’identité phénotypique de la cellule.
L’irréversibilité de I’inactivation des genes est due a la condensation de I’ADN en
hétérochromatine. Les phénoménes associés a la condensation de la chromatine et qui
conduisent a la répression de I’expression des génes sont I’hyperméthylation des flots CpGs
(Klein et al. 1997) et la désacétylation des histones (Cheung et al. 2000). Cet ancien dogme est
basé sur le fait qu’une cellule souche spécialisée pour un tissu ne peut donner que des cellules
du méme type tissulaire et au contraire une cellule donnée ne peut provenir que d’un progéniteur
bien défini.

Depuis, il est de plus en plus établi que le statut des cellules souches est dynamique
puisqu’elles peuvent répondre a une variété de signaux qui leur dictent des voies distinctes de
différenciation possibles. De plus, les cellules souches matures peuvent transiter a travers la
circulation et s’implanter dans un nouveau tissu en s’adaptant a ce nouveau microenvironnement
(Blau et al. 2001). La capacité des cellules souches matures a s’affranchir des barrieres de
différenciation et a adopter le phénotype fonctionnel de cellules qui appartiennent a un autre
type de tissu décrit la plasticité des cellules en général et pas seulement des cellules souches
(Theise et al. 2003). Elles peuvent de ce fait, emprunter différentes voies de différenciation
(Theise 2010) (Figure 6). C’est pour cette raison que les cellules refletent une fonction soumise
a régulation plutdt qu’une entité distincte et engagée de maniéere irréversible.

Ainsi, au cours des années 1990, plusieurs équipes se sont intéressées a la plasticité des
cellules souches matures. Leurs études ont révélé que les cellules de la moelle peuvent générer
du tissu musculaire (Ferrari et al. 1998), que les cellules souches neuronales peuvent donner des
cellules hématopoiétiques (Bjornson et al. 1999), et que les CSH peuvent donner des cellules
hépatiques (Petersen et al. 1999).

Du fait de la capacité de reprogrammation et de plasticité cellulaire, le systéeme
hématopoiétique est utilisé pour I’étude in vitro des mécanismes de différenciation. Plusieurs
évidences de reprogrammation ont été déemontrées au sein de ce systeme gréace a la facilité
d’isolement et de caractérisation des CSH. La présence ou I’absence, mais aussi le taux
d’expression des facteurs de transcription, déterminent le sort des CSH et maintiennent
I’équilibre qui existe entre physiologie et pathologie (Kulessa et al. 1995 ; Querfurth et al.

17



Introduction

2000 ; Iwasaki et al. 2003 ; Laiosa et al. 2006 ; Iwasaki et al. 2007 ; Taghon et al. 2007) (Figure
7).

Cependant I’étude de la plasticité cellulaire nécessite de suivre des principes stricts pour la
mise en place de protocoles expérimentaux et I’analyse des données. Tout d’abord, toute cellule
qui contient un génome intact (sans délétions, ni translocations, ni duplications, ni mutations)
pourrait potentiellement devenir une cellule d’un autre type cellulaire. Ensuite, toute tentative
d’analyse d’une cellule altére sa nature a partir du moment ou elle est isolée. Ceci doit par
conséquent étre pris en considération pour I’étude des stades intermédiaires de différenciation.
Enfin, la description des progéniteurs et de leurs cellules dérivées doit étre décrite de maniere
stochastique (Theise 2010).

Les critéres de validation du changement du sort des cellules englobent trois différents
aspects. Premierement, un gene qui auparavant était silencieux doit étre exprimé par la
«nouvelle» cellule. Deuxiéemement, les cellules doivent étre correctement intégrées dans leur
nouvelle structure tissulaire sans qu’il soit possible de les distinguer des cellules voisines. Elles
doivent en plus exprimer des marqueurs spécifiques du nouveau tissu. Enfin, les « nouvelles »
cellules doivent étres parfaitement fonctionnelles et en harmonie avec les cellules voisines du

méme tissu (Blau et al. 2001).
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Figure 6: La plasticité cellulaire des cellules souches

1: Voies de différenciation canoniques impliquées dans le développement et la
réparation/maintenance des tissus adultes.

2 . Dédifférenciation et redifférenciation observées au cours de réparation/régénération
tissulaire et dans des cancers.

3: Différenciation directe des cellules en traversant des barriéres tissulaires et en
changeant de phénotype en réponse au nouveau microenvironnement.

4 : Les cellules fusionnent avec des cellules a un stade de différenciation plus avancé pour

donner un hétérocaryon tétraploide (adapté de (Theise 2010)).
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Figure 7: La reprogrammation des CSH

Les fleches rouges signalent les reprogrammations dues a I’expression des facteurs de
transcription : GATA-1, C/EBP, GATA-3. CSH : cellule souche hématopoiétique; Pro-T ou -B:
pro-lymphoblaste T ou B; pré-T ou B: pré-lymphoblaste T ou B ; CPL : cellule progénitrice
lymphoide ; CPM : cellule progénitrice myéloide ; PGM: Progéniteur Granulocyte-Monocyte;
PME : Progéniteur Mégacaryo-Erythroide ; C/EBP : CCAAT/enhancer binding protein (adapté
de (Orkin et al. 2008)).
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1.5 L’érythropoiése

1.5.1 Les modifications cellulaires au cours de I’érythropoiése

L’érythropoiése, qui est une branche de I’hématopoiése, est un processus complexe qui
aboutit & la formation des érythrocytes (globules rouges) a partir d’une CSH. Le role principal
des érythrocytes est le maintien de I’oxygénation des tissus. Le nombre d’érythrocytes produits
par jour est de 2x10™ et leur durée de vie est en moyenne de 120 jours. Une CSH va s’engager
dans la voie de différenciation myéloide pour donner la cellule CPM. Sous I’influence de I’Epo,
du facteur de croissance SCF (stem cell factor) et de I’IL3, la CPM va se différencier en BFU-E
qui va donner le CFU-E. Le progéniteur CFU-E va s’engager plus dans la différenciation pour
donner des précurseurs érythroblastiques (proérythroblastes et érythroblastes) et enfin des
érythrocytes. Au cours de la différenciation et de la maturation érythroide, des modifications
morphologiques des progéniteurs et des précurseurs sont observées. Ces variations entrainent
une diminution de la taille cellulaire, une condensation de la chromatine, la perte du noyau
(énucléation) et enfin une augmentation de la quantité d’hémoglobine synthétisée (Figure 8). Le
BFU-E et le CFU-E sont les premiers progéniteurs identifiables en culture par leur capacité a
former des colonies in vitro (Gregory et al. 1978). Le proérythroblaste contient une chromatine
finement granulaire et son cytoplasme est légérement basophile. Il se différencie en
érythroblaste basophile dont le noyau arrondi contient une chromatine plus condensée. La
basophilie de son cytoplasme est attribuée a son contenu élevé en ribosomes. L’érythroblaste
basophile se différencie ensuite en érythroblaste polychromatophile dont le noyau plus petit,
renferme une chromatine encore plus condensée. Son cytoplasme contient des ribosomes
basophiles et de I’hémoglobine acidophile nouvellement synthétisée. Il se différencie en
érythroblaste polychromatophile qui commence a expulser son noyau. Ce dernier va se
transformer par la suite en érythroblaste orthochromatophile qui va perdre sa basophilie
cytoplasmique et continuer & expulser son noyau. Finalement apres expulsion complete du
noyau, la cellule anucléée immature va donner un érythrocyte ou globule rouge (Figure 8).

La caractérisation phénotypique de la différenciation érythroide se fait par I’évaluation de
I’hémoglobine synthétisée et I’expression de marqueurs spécifiques précoces comme le CD34,
le CD36 (récepteur de la famille « scavenger »), la HMBS (hydroxyméthylbilane synthase),
I’ERAF (erythroid-associated factor), le CD71 (récepteur & la transferrine) et plus tardifs comme
la Glycophorine A (GPA) (Robb 2007; Wickrema et al. 2007) (Figure 9).
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Figure 8 : L érythropoiése

L’érythropoiése est le processus qui conduit a la production des globules rouges, ou
érythrocytes, a partir d’une cellule progénitrice myéloide. Au cours de la différenciation
érythroide des changements morphologiques apparaissent : la diminution de la taille cellulaire et
du noyau, la condensation de la chromatine, l'augmentation du contenu en hémoglobine et enfin
I’expulsion du noyau (énucléation). De plus, la cellule diminue sa prolifération au profit de sa
différenciation. PME : Progéniteur Mégacaryo-Erythroide ; BFU-E: Burst Forming Units-
Erythroide; CFU-E: Colony Forming Units-Erythroide; Pro-E.: Proérythroblaste; E.Baso.:
Erythroblaste basophile; E.Poly.: Erythroblaste polychromatophile; E.Ortho.: Erythroblaste
orthochromatophile; Rét.: réticulocyte; Eryth.: érythrocyte (Adapté de (Ferreira et al. 2007)).
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Figure 9 : Expression de récepteurs et d’autres protéines membranaires au cours de
I’érythropoiese

Les progéniteurs erythroides expriment des marqueurs membranaires nécessaires a leur
progression dans la différenciation. L’expression des protéines membranaires repreésentée est
approximative. La présence d’un récepteur ne suggéere pas son activation. REpo: récepteur de
I’érythropoiétine; KIT: récepteur du SCF; IL-3R: récepteur de I’'IL3; CD34: glycoprotéine
d’adhésion exprimée par les progéniteurs hématopoiétiques; CD36: protéine d’adhésion
exprimée par les progéniteurs érythropoiétiques; CD41: protéine d’adhésion exprimée par les
progéniteurs érythroides. CD71: récepteur de la transferrine; GPA: Glycophorine A; CXCR4:
récepteur de la chémokine CXCL12; TNFR1 et 2: récepteurs du TNF: Fas et FasL: récepteur de
mort et son ligand; IFNyR: récepteur de I'interféron y (adapté de (Spivak 2005)).
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1.5.2 L’hémoglobine

L’hémoglobine (Hb) est le constituant majeur des globules rouges. Elle sert
principalement de transporteur de I’oxygene vers les tissus et du CO; en retour. Elle est formée
de quatre chaines polypeptidiques, les globines, contenant chacune un groupement prosthétique,
I’heme. Il existe plusieurs génes de globines organisés en deux familles, a et
B, situés respectivement sur les chromosomes 16 et 11. La famille des globines a est constituée
de la globine embryonnaire C et des globines adultes ol et a2. La famille des globines { est
constituée de la globine embryonnaire ¢, de la globine feetale y (Gy et Ay) et des globines
adultes o et . Dans les deux cas, les genes des globines sont alignés sur le chromosome suivant
I’ordre dans lequel ils vont étre exprimés au cours du développement (embryonnaire, feetal puis
adulte). L’hémoglobine majoritairement exprimée aprés la naissance est I’Hb adulte constituée
de deux chaines de type a et de deux chaines de type £.

L’héme est un complexe de porphyrine et de fer & I’état d’ion ferreux Fe?*. Chacun des
quatre ions Fe?* se combine de facon réversible a une molécule d’oxygéne. La transferrine
assure le transport du fer & un état plus oxydé (ferrique Fe**) dans le sang. Elle pénétre dans les
érythroblastes par endocytose grace a des récepteurs transmembranaires (CD71). Aprés avoir
cédé le Fe** aux érythrocytes, la transferrine redevient disponible (Beaumont et al. 2005). Le
Fe?* de I’hémoglobine libéré & partir des érythroblastes mal formés et des érythrocytes
hémolysés ou sénescents, est transféré par endocytose dans les macrophages et est réutilisé a
97%. Le recyclage du fer est finement régulé et contrélé par I’hepcidine (Nicolas et al. 2002;
Beaumont et al. 2005).

1.5.3 L’7lot érythroblastique

La maturation des érythroblastes nécessite la présence d’unités anatomiques appelées Tlots
érythroblastiques. Ces unités sont composées d’un macrophage entouré d’érythroblastes a
différents stades de maturation (Figure 10). Ces flots sont situés dans la moelle osseuse et
permettent aux érythroblastes d’entrer en contact avec le stroma et les cytokines du
microenvironnement (Chasis 2006; Chasis et al. 2008). Les macrophages des Tlots, appelés
médullaires, jouent un rdle tres important dans la maturation des érythroblastes. Ce réle a été
démontré par I’anémie létale provoquée par I’incapacité des macrophages d’interagir avec les
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érythroblastes (lavarone et al. 2004). Les interactions macrophages/érythroblastes et également
érythroblastes/matrice extracellulaire font intervenir des molécules d’adhérence afin de
maintenir I’intégrité de I’Tlot érythroblastique (Simmons et al. 1992; Hanspal et al. 1998; Lee et
al. 2006). Le macrophage est par ailleurs impliqué dans la phagocytose du noyau expulsé
(Kawane et al. 2001). L’expulsion du noyau (énucléation) est un phénoméne mécanique qui
découle de la perte progressive d’affinité du réticulocyte pour le macrophage. Le noyau reste
fixé au macrophage et est phagocyté a la suite d’exposition de phosphatidylsérines (Yoshida et
al. 2005). Les réticulocytes anucléés peuvent poursuivre leur maturation pour atteindre la forme
d’un disque biconcave. Cette forme est le résultat de remaniements importants du cytosquelette
et de la perte de I'intégralité des organelles. Elle confére aux érythrocytes la flexibilité et
I’élasticité qui leurs permettent de subir, tout en conservant leur intégrité, les déformations

nécessaires a la circulation dans les microvaisseaux.
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Erythroblaste — Proérythroblaste

Basophile

Erythroblaste
Orthochromatophile

Macrophage

Erythroblaste
Polychromatophile

Figure 10 : llot érythroblastique

L’7lot érythroblastique situé dans la moelle osseuse, est composé d’un macrophage
central entouré d’érythroblastes a différents stades de différenciation. Il joue un réle important
dans le processus de I’érythropoiése, puisqu’il permet le recyclage des globules rouges et du fer
et I’interaction des érythroblastes avec la matrice et les cytokines. (Photo de Peter Maslak,
Blood 2004).
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1.5.4 L’érythropoiétine

L érythropoiétine (Epo) est une glycoprotéine circulante qui est produite & 90 % dans le
rein apres la naissance et dans le foie chez le feetus. Elle est essentielle au déroulement de
I’érythropoiese et a la maturation des progéniteurs érythroides. Elle a été initialement
découverte et purifiée a partir de quantités minimes se trouvant dans I’urine de patients atteints
d’anémie aplasique (Miyake et al. 1977). L’Epo stimule la production des globules rouges et
joue ainsi un réle majeur dans le maintien de I’approvisionnement des tissus en oxygene. Son
expression est finement régulée par un systeme sensible & la concentration en oxygene, a I’aide
du facteur de transcription HIF1 (hypoxia-inducible factor 1) (Wang et al. 1993). HIF1 est un
complexe protéique constitué de deux sous-unités, HIF-1lo et HIF-18. En état d’hypoxie
(diminution du taux d’oxygene dans le sang) la sous-unité HIF-1o est stabilisée et transloquée
vers le noyau ou elle se dimérise avec la sous-unité HIF-1p.Le complexe transactive
I’expression de différents génes dont celui de I’Epo (Maxwell et al. 1993; Ebert et al. 1999).
Une fois I’Epo synthétisée, elle est libérée dans la circulation sanguine pour atteindre les
érythroblastes qui résident dans la moelle osseuse. Au niveau de la moelle osseuse ce facteur se
fixe sur les récepteurs de I’Epo (REpo) des progéniteurs érythroides et stimule leur maturation et
leur prolifération. Les cellules qui expriment REpo et qui sont susceptibles de répondre a I’Epo
vont du stade BFU-E au stade des érythroblastes basophiles (Figure 9). La quantité de globules
rouges capables de transférer de I’oxygéne est par conséquent augmentée. Le taux d’oxygéne
apporté aux tissus est ainsi corrigé (normoxie) (Figure 11).

L Epo joue un rdle dans la différenciation, la prolifération et I’inhibition de la mort des
cellules érythroides et il est de plus en plus évident qu’elle peut agir comme un cytoprotecteur
sur des cellules non érythroides. De plus, elle est exprimée en faibles quantités par plusieurs
tissus non hématopoiétiques comme le cerveau, le cceur, I’utérus, les Tlots pancréatiques et

I’intestin gréle (Chateauvieux et al. 2011).
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Figure 11 : Régulation de I’érythropoiese

L’expression de [I'érythropoiétine (Epo) est finement régulée en fonction de la
concentration sanguine en oxygene (O,). En état d’hypoxie, le facteur de transcription HIF1
(Hypoxia-inducible factor 1) est activé et induit I’expression du gene de I’Epo au niveau du rein.
L’Epo ainsi libérée entre dans la circulation pour atteindre les progéniteurs érythroides qui
résident dans la moelle osseuse. L’Epo se lie aux récepteurs membranaires présents sur les
progéniteurs érythroides pour induire leur différenciation et leur maturation. Il y a par
conséquent une augmentation de la production de globules rouges qui compense le manque

d’oxygeéne.
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1.5.,5 Voies de signalisation induites par I’Epo

L’érythropoiése est finement régulée par la balance entre la survie et la différenciation
induites par des cytokines telle que I’Epo et des facteurs de croissance tel que le SCF, et
I’apoptose induite par les ligands de récepteurs de mort tel que le récepteur du TNF et les
cytokines. De méme que pour I’interaction entre Epo et REpo, le SCF et son récepteur c-kit sont
essentiels au déroulement normal de I’érythropoiése, puisque des souris KO qui n’expriment pas
ces genes, meurent au stade embryonnaire avec une anémie sévére. Epo et SCF ont des actions
synergiques sur les progéniteurs érythroblastiques en agissant sur leurs récepteurs REpo et c-kit
qui sont exprimés tres fortement par les BFU-E et les CFU-E (Socolovsky et al. 1998) (Figure 4
et Figure 9).

La liaison de I’Epo a son récepteur homodimérique REpo, induit le changement
conformationnel du domaine extracellulaire qui entraine I’activation par autophosphorylation de
la kinase JAK2 (Janus Kinase 2) qui est pré-associée au récepteur. Le domaine cytoplasmique
du récepteur contient des tyrosines qui sont phosphorylées par JAK2 et qui servent de site de
liaison aux protéines activatrices de voies de signalisation comme par exemple la sous-unité
régulatrice p85 de la PI3K. Les voies de signalisation de JAK2/STAT5 (signal transducer and
activator of transcription 5) (Socolovsky et al. 2001), PI3K (Phosphoinositide 3 Kinase)/AKT
(Myklebust et al. 2002; Bouscary et al. 2003) et MAPK (Mitogen-activated protein kinase)
(Carroll et al. 1991; Spivak 2005) sont ainsi activées (Figure 12). Ces voies de signalisation sont
toutes impliquées dans la prolifération, la maturation et la différenciation des progéniteurs
érythroides.

La voie JAK2/STATS favorise la survie des érythroblastes. STAT5S est un facteur de
transcription séquestré dans le cytoplasme jusqu’a ce qu’il soit activé par phosphorylation par le
REpo. Cette activation entraine sa dimérisation et sa translocation vers le noyau pour activer
I’expression de géne cibles impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaire. En
plus de ces genes, STAT5 active I’expression de genes antiapoptotiques dans les cellules
érythroides, notamment Bcl-xL (B cell lymphoma-extra large). Le réle principal de Bcl-xL est le
maintien de I’intégrité de la membrane mitochondriale par inhibition de la libération du
cytochrome C. En conséquence, la caspase-3 qui entraine I’apoptose est inhibée, ce qui conduit
a la survie cellulaire. Ainsi, Bcl-xL est un régulateur antiapoptotique essentiel a la survie des

érythroblastes permettant leur différenciation terminale (Wagner et al. 2000). Bcl-xL est
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surexprimé aux stades précoces de I’érythropoiese avec un pic au stade des érythroblastes
polychromatophiles (Testa 2004).

La voie PI3K/AKT est impliquée dans la prolifération cellulaire (Bouscary et al. 2003). La
PI3K est composée de deux sous-unités, la sous-unité catalytique ou pl110 et la sous-unité
régulatrice ou p85. Le recrutement de la PI3K au niveau du REpo se fait soit via la tyrosine
Y479 soit par I’intermédiaire de protéines comportant des domaines SH2 (Src homology 2)
comme par exemple Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) (Wojchowski et al. 1999).
Grb2 en se liant & la tyrosine Y464 du REpo active indirectement PI3K via I’activation de RAS
(Figure 12). Huddleston et al. ont démontré I’importance de cette voie dans I’érythropoiése
embryonnaire en utilisant des modeles murins déficients en sous-unité p85 de la PI3K
(Huddleston et al. 2003). L’Epo induit la phosphorylation d’AKT dans les progeéniteurs
érythroides. L’activation de cette voie par I’Epo a déja été étudiée dans les cellules CD34+. Plus
précisément I’inhibiteur spécifique de PI3K, LY294002, blogue complétement les effets
prolifératifs et différenciants de I’Epo dans les cellules CD34+ (Myklebust et al. 2002). De plus,
une étude sur puce a ADN a démontré que I’Epo change le niveau d’expression de genes régulés
par PI3K, tel que la GPA et le récepteur du SCF (Sivertsen et al. 2006). Cette voie joue un réle
dans la régulation post-traductionnelle du principal facteur de la différenciation érythroide,
GATA-1. En effet, AKT une fois activé par I’Epo, phosphoryle GATA-1 au niveau de la sérine
310. GATA-1 ainsi phosphorylé est transloqué dans le noyau ou il exerce son réle de facteur de
transcription en activant I’expression de genes impliqués dans la différenciation érythroide,
comme les génes des globines et dans la survie cellulaire, comme Bcl-xL (Zhao et al. 2006).

La voie des MAPK qui est constituée d’une cascade de kinases telles que
RAS/RAF/MEK/ERK1/2, joue un réle dans la différenciation érythroide. L activation de RAF-1
induit I’inhibition de la caspase-3 conduisant a I’arrét du programme de différenciation. En
effet, la caspase-3 joue un réle dans la maturation des érythrocytes et leur différentiation
terminale (Zermati et al. 2001; Kolbus et al. 2002). La MAPK p38a. reste inhibée pendant les
stades précoces de la différenciation érythroide (stades de dépendance aux facteurs de
croissance SCF et Epo) et est activée/phosphorylée pendant la phase terminale indépendante de
I’Epo et de SCF (Nagata et al. 1998; Uddin et al. 2004). Cette MAPK régule I’expression de
TNFao dans les cellules CD34+ (Garcia et al. 1998). L activation du TNFa par la p38a provoque
la phosphorylation de la Hsp27 (protéine de choc thermique 27) qui joue un réle dans la
stabilisation des filaments d’actine participant ainsi en fin de différenciation au processus de
I’énucléation (Lavoie et al. 1993). Par conséquent le TNFa est exprimé en fin de différenciation

érythroide et la régule positivement. De plus, de Thonel et al. ont demontré que la
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phosphorylation de Hsp27 par la MAPK p38 conduit a la degradation par le protéasome de
GATA-1 acetylé aux stsades finaux du processus de la différenciation érythroide (de Thonel et
al. 2010). Au contraire, il a été démontré par Buck et al. que la phosphorylation rapide de cette
MAPK par le TNFo conduit a I’inhibition de la différenciation érythroide des cellules TF1
stimulées a I’Epo (Buck et al. 2008).

1.5.6 Lasurvie et la mort des érythrocytes

L’Epo, en coopération avec GATA-1, induit directement ou indirectement I’expression de
molécules anti-apoptotiques telle que Bcl-xL pour protéger les érythroblastes de I’apoptose
(Gregory et al. 1999). L’Epo régule I’expression de Bcl-xL via I’inhibition des caspases (Mori
et al. 2003) ainsi que par la voie JAK2/STATS (Socolovsky et al. 2001). GATA-1 est
directement impliqué dans la transcription du géne de Bcl-xL (Gregory et al. 1999).

Le sevrage en Epo active I’apoptose des érythroblastes suite a I’activation de la caspase-3
(Gregoli et al. 1999) et le clivage de GATA-1 (De Maria et al. 1999). La caspase-3 est activée
majoritairement dans les globules rouges en fin de vie (Berg et al. 2001). De plus, GATA-1 est
clivé au stade terminal de la différenciation érythroblastique induite par I’Epo (Zermati et al.
2001; Carlile et al. 2004).

Ribeil et al. ont proposé un modele expliquant le réle de la protéine de choc thermique
Hsp70 dans la protection de GATA-1 contre le clivage par la caspase-3 au cours de la
différenciation des érythroblastes (Ribeil et al. 2007). D’apres ce modele, I’Epo permettrait le
maintien de la localisation nucléaire d’Hsp70 et son interaction avec GATA-1. Ceci protégerait
GATA-1 du clivage par la caspase-3. En I’absence d’Epo, Hsp70 est délocalisée vers le
cytoplasme, la caspase-3 peut alors cliver GATA-1 et entraine ainsi I’arrét de la différenciation
et I’apoptose des progéniteurs érythroblastiques.

Les globules rouges matures n’ont pas de machinerie apoptotique puisqu’ils ne possedent
pas de noyau (Weil et al. 1998). Paradoxalement en fin de vie ils deviennent sénescents et
meurent par un processus similaire & celui de I’apoptose. Au cours de la sénescence la
concentration en Ca”* augmente, la calpaine est activée ce qui conduit & la microvésiculation de
la membrane plasmique et I’externalisation de résidus de phosphatidylsérine. Ultérieurement les
cellules sont reconnues par les macrophages et détruites par phagocytose (Berg et al. 2001).
L’activation de la caspase-3 provoque la dégradation de protéines responsables du maintien de
la membrane plasmique (SLC4A1) et conduit ainsi & la mort précoce des globules rouges
(Mandal et al. 2003).
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Par opposition a son effet pro-apoptotique, la caspase-3 joue un réle important dans la
différenciation cellulaire sans induire la mort de la cellule. La caspase-3 participe a la
maturation des kératinocytes et contribue a la perte de leurs noyaux en fin de différenciation
(Weil et al. 1999). L’activation de la caspase-3 et -9 est indispensable & la formation des
plaquettes dans la différenciation mégacaryocytaire (De Botton et al. 2002). Son inhibition
bloque la maturation de monocytes en macrophages (Sordet et al. 2002). Au cours de la
différenciation érythroide, I’activation des caspases-3 et -7 est impliquée dans la perte de
I’intégrité nucléaire en dégradant la lamine B et en provoquant la condensation de la chromatine
sans pour autant déclencher I’apoptose des érythroblastes (Gregoli et al. 1999; Zermati et al.
2001; Carlile et al. 2004).
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Figure 12 : Voies de signalisation activées par I’interaction entre I’Epo et son
récepteur (REpo)

L’interaction de I’Epo avec son récepteur provoque I’autophosphorylation de la kinase
JAK2 qui est pré-associée a la partie cytoplasmique du récepteur. JAK2 phosphoryle des
tyrosines présentes a la partie cytoplasmique de REpo qui deviennent des sites de liaison de
protéines activant différentes voies de signalisation. A la suite de ces événements les voies
JAK2/STAT5, RAS/MAPK et PI3K/AKT sont activées. Le facteur STATS aprés son activation
va migrer dans le noyau pour activer I’expression de Bcl-xL (B cell lymphoma-extra large),
géne anti-apoptotique, important pour la survie des érythrocytes au cours de la différenciation
érythroide. La voie de PI3K/AKT inhibe la caspase-3 dans le but d’inhiber la mort cellulaire. De
plus, en fin de différenciation la caspase-3 est activée pour dégrader GATA-1 et aider la fin de
maturation des érythrocytes. La voie des MAPK conduit a la régulation de GATA-1, facteur
essentiel de I’érythropoiése. Ainsi I’Epo régule I’expression et I’activité de GATA-1.
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1.6 Le facteur de transcription GATA-1

Les membres de la famille GATA appartiennent aux facteurs de transcription
reconnaissant la séquence consensus (A/T)GATA(A/G) (Merika et al. 1993). Six membres de
cette famille ont été isolés et caractérisés, de GATA-1a GATA-6. GATA-1, -2 et -3 sont
exprimés dans les lignées hématopoiétiques (Weiss et al. 1995). GATA-4, -5 et -6, sont
exprimés par I’intestin, le poumon et le cceur (Molkentin 2000). Ces protéines contiennent deux
motifs en doigts de Zinc dans leurs parties carboxy (C) et amino (N) terminale, et un domaine de
transactivation N-terminal. Le motif en doigts de Zinc de la partie C-terminale est important
pour la liaison du facteur a sa séquence consensus. Le doigt de Zinc situé dans la région N-
terminale est essentiel pour assurer I’affinité du facteur avec I’ADN, mais aussi avec d’autres
facteurs comme par exemple FOG (Friend of GATA)-1 (Whyatt et al. 1993). GATA-1 est le
premier membre de la famille identifié (Evans et al. 1988). Il est localisé sur le chromosome
Xpl11.23 (Zon et al. 1990). Il est exprimé par les cellules souches hématopoiétiques mais
également par les éosinophiles (Zon et al. 1993), les mégacaryocytes (Romeo et al. 1990) ainsi
que par les mastocytes (Martin et al. 1990) et par les cellules de Sertoli des testicules de souris
(Yomogida et al. 1994).

1.6.1 ROolesde GATA-1

GATA-1 et la différenciation

GATA-1 est un facteur de transcription qui joue un réle primordial dans la différenciation
érythroide. Il active I’expression de genes spécifiques de I’érythropoiese comme les globines,
les enzymes de biosynthese de I’héme et des protéines membranaires comme le REpo et la
glycophorine A (GPA) (Koury et al. 2002). L’indispensable role de GATA-1 dans le
déroulement normal de I’érythropoiése a été démontré par différentes études. L’observation des
conséquences phénotypiques dues a I’absence de GATA-1, ou a des variations de son
expression, montre clairement sa relation directe avec I’érythropoiése. Ainsi des embryons
murins KO meurent entre les stades E10.5 et E12.5 a la suite d’une anémie due a un blocage
total de I’érythropoiése embryonnaire (Fujiwara et al. 1996). De la méme maniere, des cellules
souches embryonnaires GATA-1 -/- ne sont pas capables de réaliser une érythropoiése complete
(Pevny et al. 1991).
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Des mutations localisées sur les séquences d’ADN cis-régulatrices au niveau du
promoteur des génes cibles de GATA-1 ont été décrites. Ces mutations concernent le plus
souvent des nucléotides qui se trouvent au niveau des séquences consensus de GATA-1
(Ohneda et al. 2002). Elles ont pour conséquence la fixation alternée de GATA-1 sur I’ADN.
Les maladies associées sont en relation avec différents types d’anémie soulignant le réle de
GATA-1 dans I’érythropoiése (Tableau 1).

L’importance de GATA-1 dans I’érythropoiése et la mégacaryopoiése est approuvée
puisque des mutations héréditaires ont été retrouvées chez des familles phénotypiquement
caractérisées par une thrombocytopénie et/ou une anémie plus ou moins sévére. Ce sont des
mutations ponctuelles faux-sens, c’est a dire qu’il y a remplacement d’un codon spécifiant un
acide aminé par un codon qui en spécifie un autre. Dans le cas de GATA-1 elles n’affectent pas
le cadre de lecture. Ces mutations sont représentées par V205M (Nichols et al. 2000), D218G
(Freson et al. 2001), D218Y (Freson et al. 2002), G208S (Mehaffey et al. 2001), G208R (Del
Vecchio et al. 2005), R216Q (Yu et al. 2002; Balduini et al. 2004) et R216W (Phillips et al.
2007) et sont regroupées dans la partie du doigt de Zinc au niveau N-terminal de GATA-1. La
majorité de ces mutations n’affecte pas la capacité de GATA-1 a se lier a I’ADN, mais
interrompe son interaction avec son cofacteur FOG1 (Tableau 2). La gravité de la
thrombocytopénie est liee au degré d’affection de I’interaction entre les deux facteurs.
Néanmoins, les patients porteurs de la mutation R216Q présentent une thrombocytopénie
accompagneée de p-thalassémie. Cette mutation n’affecte pas I’interaction GATA-1/FOG1, mais
surtout la liaison de GATA-1 avec des sequences palindromiques au niveau de I’ADN (Yu et al.
2002; Balduini et al. 2004). La glycine 208 peut aussi étre remplacée par une arginine. Cette
mutation (G208R) a été corrélée non seulement avec une dysérythropoiése, mais également avec
une thrombocytopénie (Del Vecchio et al. 2005). L’effet de la substitution de I’acide aminé 208
sur la fonction de GATA-1 concerne aussi bien le développement mégacaryocytaire que le
développement érythroide.

Li et al. ont proposé un modéle concernant la leucémie mégacaryoblastique aigué
(LMKA) corrélée a la trisomie 21. Ce modele suggére que la population transitoire de
progéniteurs  hématopoiétiques  extraembryonnaires  (hématopoiése  primitive) et
intraembryonnaires (hématopoiese définitive) est sensible a des mutations spontanées qui
provoquent la synthése de GATA-1 tronqué (GATA-1s). Les progéniteurs contenant GATA-1s,
associés a un profil génétique caractérisé par une trisomie 21, sont hyperprolifératifs, ce qui
conduit & un syndrome myéloprolifératif transitoire (SMT). Les individus trisomiques sont donc
plus susceptibles de développer une LMKA (Li et al. 2005). Ceci pourrait s’expliquer par le fait
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que plusieurs régulateurs hématopoiétiques, comme ETS2 (Erythroblastosis virus E26 oncogene
homologue 2) et Runxl, sont localisés sur le chromosome 21. La surexpression de ces facteurs
chez les patients trisomiques, en corrélation avec les mutations de GATA-1, conduit a la
production de complexes protéiques anormaux et I’apparition de LMKA. Par exemple,
I’interaction de la région N-terminale de GATA-1 avec Runx1 est probablement interrompue
dans des cellules leucémiques (Elagib et al. 2003).

En conclusion, les mutations héréditaires ou acquises de GATA-1 jouent un réle important
dans [I’apparition de LMKA ou d’érythroleucémies, GATA-1 étant essentiel pour

I’érythropoiese ainsi que pour la mégacaryopoiése.
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Tableau 1: Mutations des séquences consensus de GATA-1 dans ses génes cibles

. . . Fixation Maladie e
Mutation Géne cible GATALADN ASSOCiGe Référence
+69G>A Augmentée (Moi et al. 1992)

77TSC globine & Supprimée d-thalassemie (Matsuda et al.
1992)
i v .y syndrome (Ludlow et al.
133C>G GP1b-IX-V Supprimee Bernard-Soulier 1996)
Anémie
-12A>G PKLR Non testé déficiente en (Manco et al.
i 2000)
Pyruvate Kinase
-70T>C synthase Supprimée Porphyrie
d’uroporphyrinogene , érythropoiétique | (Solis et al. 2001)
~76G>A 1l Inchangée congénitale
-576T>G (Chen et al. 2008)
-175T>C HPFH .
-173T>C globine vy Augmentée (Liuetal. 2005)
+179C>T B-thalassémie (Papachatzopoulou

et al. 2007)
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Tableau 2 : Mutations de GATA-1 et liaison GATA1/FOG1

. Liaison . - e
Mutation GATALEOGL Maladie associée Référence
V205M Treés réduite Thrombocytopénie et anémie | (Nichols et al. 2000)
) o o (Del Vecchio et al.
G208R Treés réduite Thrombocytopénie et anémie
2005)
G208S Reéduite Thrombocytopénie (Mehaffey et al. 2001)
D218G Réduite Thrombocytopénie (Freson et al. 2001)
D218Y Tres réduite Thrombocytopénie et anémie (Freson et al. 2002)
Thrombocytopénie et f3- (Yuetal. 2002;
R216Q Normale o
thalassémie Balduini et al. 2004)
R216W Non étudié Thrombocytopénie et anémie (Phillips et al. 2007)
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GATA-1 et la survie cellulaire

GATA-1 est directement impliqué dans la survie cellulaire. Ce réle a éteé démontré par des
études indiquant que GATA-1 active la transcription du récepteur de I’EPO (REpo) (Chiba et al.
1991). Les signaux actives par la liaison de I’EPO sur son récepteur sont importants pour la
survie des progéniteurs érythroides (Spivak 2005). En outre un des génes cibles de GATA-1,
Bcl-xL, code pour une protéine anti-apoptotique (Spivak 2005). Une autre action potentielle de
GATA-1 est la régulation de la progression en G1/S du cycle cellulaire. Une analyse par
micropuces menée dans des cellules G1E-ER dans lesquelles I’activité de GATA-1 est
inductible par les estrogénes, a montré la régulation directe ou indirecte de génes impliqués dans
la progression du cycle cellulaire. Les genes de la Cycline D2 et Cdk6 sont réprimés par GATA-
1, et les inhibiteurs des CDKs, p18™“C et p27X"*! sont régulés positivement par GATA-1. Les
auteurs ont identifié que le géne c-Myc était régulé négativement. C-Myc code pour une
protéine aux propriétés mitogéniques. Son promoteur contient la séquence consensus de GATA-
1 et son expression est directement réprimée par lui. Par conséquent la régulation des genes
impliqués dans la phase du cycle G1/S est réalisée indirectement par GATA-1 via c-Myc
(Whyatt et al. 1997; Rylski et al. 2003). De plus, GATA-1 avec I’aide de Spl permet
I’aboutissement de la différenciation érythroide en induisant I’expression de I’inhibiteur du
cycle cellulaire p21 indépendamment de p53 (Papetti et al. 2010).

1.6.2 Régulation de I’expression de GATA-1

Au niveau transcriptionnel

Chez la souris, le géne de GATA-1 est composé de six exons, de | a VI. La transcription
du premier exon est dépendante du tissu, I’exon spécifique du tissu testiculaire nommé IT est
transcrit dans les cellules de Sertoli alors que I’exon utilisé par les cellules hématopoiétiques est
I’exon IE (Ito et al. 1993). Les cing autres exons de Il a VI, sont toujours transcrits (Tsai et al.
1991). La séquence primaire des deux doigts de Zinc est trés conservée entre les especes
humaines et murines. Le reste de la séquence des ARNm est a 83% identique entre les deux
especes (Zon et al. 1990).

La régulation transcriptionnelle de GATA-1 dans les cellules hématopoiétiques dépend de
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la présence de régions comme la boite CACCC qui est reconnue par des facteurs de
transcription de la famille Spl/KLF (Sp/Kruppel-like Factor) et un site contenant deux
séguences consensus GATA, qui sont situées a coté de I’exon IE (Nicolis et al. 1991; Tsai et al.
1991).

La présence des séquences consensus GATA suggere que les facteurs GATA peuvent
jouer un réle trés important dans la régulation de GATA-1 pendant I’érythropoiése. Par exemple
le facteur GATA-2 a été proposé comme un régulateur négatif de I’expression de GATA-1 car
son expression ne coexiste pas avec celle de GATA-1 pendant les stades primaires de la
différenciation érythroide (Burch 2005; Shimizu et al. 2005). De plus Tsai et al. ont proposé que
GATA-1 peut se fixer sur son propre promoteur et activer son expression (Tsai et al. 1991).
Cependant d’autres facteurs peuvent se lier au promoteur de GATA-1, comme Lmo2, EKLF,
SCL et E2A et réguler son expression (Wadman et al. 1997; Kaczynski et al. 2003).

L’expression de GATA-1 varie pendant le processus de différenciation érythroide et est
tres finement régulée. La variation de I’expression de GATA-1 conduit & la reprogrammation
des progéniteurs vers d’autres voies de différenciation que I’érythropoiése, comme par exemple
la mégacaryopoiése (Kobayashi et al. 2007).

Au niveau traductionnel

L’ARNmM de GATA-1 posséde deux sites d’initiation de la traduction représentés par la
méthionine 1 et la méthionine 84 de la partie N-terminale de la séquence codante qui donnent
naissance a deux protéines : GATA-1 (47 KDa) et la forme tronquée de GATA-1 (GATA-1s
pour short, 40 KDa) (Calligaris et al. 1995). La protéine GATA-1s ne posséde pas le domaine
de transactivation, elle est donc moins active que GATA-1. En revanche sa capacité a se lier a
I’ADN n’est pas affectée. GATA-1 et GATA-1s sont co-exprimés dans les cellules
hématopoiétiques. L’activité transcriptionnelle des complexes GATA-1 peut ainsi varier en
modulant le ratio des deux isoformes au cours du développement (Calligaris et al. 1995;
Crossley et al. 1995).

Les fonctions de GATA-1s et de GATA-1, ainsi que leur corrélation avec le processus de
I’hématopoiése, sont peu connues. Les souris portant une mutation qui conduit & la
surexpression de la forme GATA-1s présentent un développement normal de I’ensemble des
lignées hématopoiétiques. La forme GATA-1s peut donc compenser la perte de GATA-1 et
assurer la production des érythrocytes, des granulocytes et des mégacaryocytes chez la souris
(Li et al. 2005). Cependant Majewski et al. ont montré que des souris males portant GATA-1
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muté au niveau du site d’initiation de la traduction, similaires aux mutations présentes chez les
patients atteints de SMT ou LMKA liée a une trisomie 21, mouraient d’une anémie sévére avant
la naissance. Les femelles qui portent cette mutation par lyonisation (inactivation d’un des deux
chromosomes X) présentent une interruption de la maturation des mégacaryocytes conduisant

ainsi a une thrombocytopénie (Majewski et al. 2006).

Au contraire Hollanda et al. ont découvert une famille dont les méles portent la mutation
322G>C au niveau de I’exon 2, qui a comme conséquence la synthese de GATA-1s a la suite
d’un épissage alternatif. Phénotypiquement les patients sont anémiques sans avoir de signes de
thrombocytopénie. Au niveau de leur moelle osseuse, la maturation des érythrocytes est
bloquée, et les mégacaryocytes sont dysplasiques et peu prolifératifs. La granulopoiese peut
également étre affectée. Chez I’homme, la présence de la forme GATA-1s ne peut donc pas
compenser la fonction de GATA-1 (Hollanda et al. 2006).

1.6.3 Régulation de I’activité de GATA-1

Modifications post-traductionnelles

La régulation post-traductionnelle de GATA-1 fait I’objet de nombreuses études mais le
role exact de sa phosphorylation (Kadri et al. 2005; Zhao et al. 2006), de son acétylation (Hung
et al. 1999; Hernandez-Hernandez et al. 2006), de sa sumoylation (Collavin et al. 2004) et de
son interaction avec d’autres facteurs (Hung et al. 1999) n’est pas toujours clairement établie
(Figure 13).

l. Phosphorylation : GATA-1 peut étre phosphorylé au niveau de sept sérines : S26, S49,
S72, S142, S178, S187 et S310. Partington et al. ont suggéré que la phosphorylation de GATA-

1 est requise pour sa liaison a I’ADN. De plus, ils ont associé le role différenciant de GATA-1
avec les variations de son profil de phosphorylation (Partington et al. 1999). Zhao et al. ainsi
que Kadri et al., ont démontré que GATA-1 active I’expression de ses genes cibles une fois
phosphorylé au niveau de résidus sérine par la voie PI3K/AKT induite par I’Epo (Kadri et al.
2005; Zhao et al. 2006). GATA-1 est également phosphorylé par la voie des MAPK, au niveau
des sérines 26 et 178, mais le role de cette phosphorylation n’a pas été établie (Towatari et al.
2004). Hernandez-Hernandez et al. ont affirmé que la phosphorylation de GATA-1 correspond a

un signal qui conduit a sa dégradation par le protéasome (Hernandez-Hernandez et al. 2006).
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Il faut également envisager la possibilité que les variations de phosphorylation de
GATA-1 pourraient moduler ses interactions avec d’autres protéines. Par conséquent I’activité
transcriptionnelle dépendra du contexte et des acteurs constituant les complexes au cours de la

différenciation.

1. Acétylation : GATA-1 peut étre acétylé au niveau de régions riches en lysines. Ces
régions se localisent dans la partie C-terminale des deux motifs en doigt de Zinc. La premiere
s’étend des acides aminés 245 a 252, et la deuxieme de 308 & 316. Bien que I’action de
I’acétylation sur son activité transcriptionnelle ne soit pas encore bien élucidée, GATA-1 est
supposé étre acétylé par [I’acétyltransférase p300 du complexe CBP (CREB-binding
protein)/p300 (Hung et al. 1999). L’acétylation s’avére nécessaire pour la liaison a I’ADN et
I’activité transcriptionnelle de GATA-1 (Boyes et al. 1998; Lamonica et al. 2006).

I1l.  Ubiquitination et dégradation: L’ubiquitination est une modification post-

traductionnelle qui comporte plusieurs étapes avant d’aboutir a la fixation covalente d'une ou de
plusieurs protéines d’ubiquitine (8 KDa) sur une ou plusieurs lysines acceptrices de la protéine.
Ces modifications induisent principalement la dégradation de la protéine ubiquitinée par le
protéasome. La dégradation de GATA-1 peut se faire soit par le protéasome (Hernandez-
Hernandez et al. 2006) soit par la voie des caspases (De Maria et al. 1999; Ribeil et al. 2007).
Dans un cas Hernandez-Hernandez et al. affirment que la phosphorylation de GATA-1
correspond a un signal d’ubiquitination et de dégradation par le protéasome. Dans I’autre cas,
GATA-1 se trouve couplé a Hsp70 au niveau du noyau et I’absence d’Epo conduit a la rupture
du complexe et la dégradation de GATA-1 par la caspase-3.

IV.  Sumoylation : La sumoylation consiste a ajouter un peptide sur des résidus de lysine
d'une protéine cible. Ce processus ressemble a celui de I'ubiquitination, mais au lieu d’entrainer
la dégradation de la protéine ciblée par le protéasome, elle régule les propriétés biochimiques
des protéines cibles (trafic intracellulaire, interaction protéique, interaction ADN-protéine et
activité transcriptionnelle). Cette modification post-traductionnelle est associée avec la
répression de I’activité transcriptionnelle (Sapetschnig et al. 2002). Concernant GATA-1 murin,
il existe un site réceptif de sumoylation, la lysine K137 (Collavin et al. 2004). A ce jour,
I’importance de cette modification sur les propriétés de GATA-1 n’est pas encore clairement
élucideée.
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ARNm

1 83 204 228 258 282 413

Sumo137* Ac 245-252 Ac308-316

COOH  GATA-1

cooH GATA-1s

Figure 13: Modifications post-traductionnelles et mutations héréditaires de GATA-

DT : domaine de transactivation ; DZN : doigt de Zinc N-terminal ; DZC : doigt de Zinc
C-terminal ; P: phosphorylation; Sumo : sumoylation; Ac: Acétylation; *: [’astérisque

indique la présence de sumoylation chez la souris.
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Interaction de GATA-1 avec d’autres protéines

GATA-1 interagit avec différents co-facteurs ou autres facteurs de transcription. Ces
interactions conduisent soit a I’activation, soit a la répression de I’expression des génes cibles
pendant la différenciation érythroide (Morceau et al. 2004). Les paragraphes qui suivent

présentent les principaux cofacteurs de GATA-1.

FOGL1 (Friend of GATA)1 (Tsang et al. 1997; Liew et al. 2005) : FOG1 est une
protéine & 9 doigt de Zinc. Elle interagit avec la partie N-terminal de GATA-1 (Tsang et al.

1997). L’interaction GATA-1/FOG1 est essentielle pour le déroulement normal de
I’érythropoiese ainsi que celui de la mégacaryopoiése. Les souris « null » pour FOG meurent au
stade embryonnaire d’une anémie sévere, comme pour les souris GATA-1 « null », suggérant
ainsi que leur interaction est importante pour une érythropoiése normale (Tsang et al. 1998). Il
existe des mutations héréditaires de GATA-1 qui empéchent cette interaction (Tableau 2),
comme par exemple la V205M et la G208S qui conduisent a des maladies hématologiques. Les
personnes porteuses de la mutation V205M présentent une thrombocytopénie sévere
accompagnée d’anémie. Des études menées chez des souris porteuses d’un allele muté V205G
ont montré que la valine 205 est importante pour I’interaction GATA-1/FOG1 (Crispino et al.
1999). La mutation D218Y réduit de maniére importante I’interaction GATA-1/FOGL, et
conduit a une thrombocytopénie aigué, une sévére anémie et une augmentation de la mortalité
précoce (Freson et al. 2002). En revanche les mutations D218G et G208S sont moins graves
puisqu’elles affectent moins la liaison entre les deux facteurs. En effet, la mutation D218G est
accompagnée de faible dysérythropoiése sans présence d’anémie. La mutation G208S quant a
elle, n’affecte pas la lignée érythropoiétique. Un cas portant la mutation R216W a été corrélé
avec une thrombocytopénie et une porphyrie érythropoiétique congénitale (Phillips et al. 2007).

CBP/p300 : Blobel et al. ont découvert que GATA-1 interagit avec CBP, par
immunoprécipitation d’extraits nucléaires de cellules érythroides (Blobel et al. 1998). De plus la
fonction acétyltransférase de CBP/p300 acétyle GATA-1 permettant ainsi sa fixation a I’ADN,

ainsi que la stimulation de son activité transcriptionnelle.
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EKLF (erythroid Kruppel-like protein) : EKLF est un facteur de transcription qui

permet I’expression du REpo. Il est impliqué dans I’expression des globines a et 3, mais
également dans la transition de I’expression de la globine vy feetale & la globine f adulte (Kotkow
et al. 1995; Wijgerde et al. 1996). EKLF stimule I’activation de GATA-1 en interagissant avec
lui pour induire la différenciation érythroide (Gregory et al. 1996).

Lmo2 (Lim only protein2)/Tall/E2A: Lmo2 est une autre protéine a doigt de Zinc qui

interagit avec GATA-1 en combinaison avec Tall et E2F, pour activer la transcription des genes
érythroides cibles. Elle établit la connexion entre GATA-1 et Tall, ce dernier n’interagissant pas
directement avec GATA-1 (Wadman et al. 1997).

Ikaros : Ikaros est un facteur de transcription qui contient des doigts de Zinc et qui

appartient a une famille constituée de six isoformes (IK1 & IK6) (Molnar et al. 1994). Ce facteur
a tout d’abord été impliqué dans le développement de la lignée lymphoide, puisqu’il régule
I’expression de génes comme le TCR-CD3 (récepteur CD3 de cellule-T) (Georgopoulos et al.
1992). Par ailleurs, des études menées sur des souris transgéniques ont montré que la mutation
de lkaros, qui conduit a son incapacité a se fixer sur I’ADN, affecte le développement des
lymphocytes B et T matures ainsi que leur progéniteurs et les cellules NK (Georgopoulos et al.
1994; Nichogiannopoulou et al. 1999)

Ikaros a également été impliqué dans I’engagement des CSH vers la différenciation
érythroide. L’expression d’un dominant négatif de Ikaros (IK6), dans des cellules progénitrices
CD34+, provoque la mort cellulaire, la diminution de I’expression de genes érythro-spécifiques
incluant GATA-1, des globines feetales et adultes, et finalement une augmentation de
I’expression du facteur, PU.1 (Dijon et al. 2008).

Récemment, en 2009, Bottardi et al. ont démontré I’interaction physique GATA-1/lkaros
pour I’inhibition de I’expression de la globine vy, ainsi que pour la répression de GATA-2

pendant I’érythropoiese primitive (Bottardi et al. 2009).
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1.6.4 Role de I’interaction entre GATA-1 et PU.1 dans I’hématopoiése

PU.1 fait partie des facteurs de transcription de la famille Ets. Il est exprimé par les
lymphocytes B, les granulocytes et les monocytes et est important pour I’auto-renouvellement et
la différenciation des progéniteurs hématopoiétiques. PU.1 est ainsi considéré comme un
facteur-clé du développement des lignées lymphoides et monogranulocytiques (Figure 5). Dans
la voie myéloide, PU.1 est exprimé dans les lignées qui produisent les granulocytes et les
macrophages alors qu’il doit étre absent dans les lignées érythroides et mégacaryocytaires (Mak
et al. 2011). Son niveau d’expression est régulé de maniére dynamique au sein de
I’hématopoiése afin d’orienter les CSH vers I’'une ou l'autre des voies de différenciation
hématopoiétiques. Différents modeles de souris KO ont permis de démontrer I’importance de
PU.1 dans la myélopoiese. En effet, la suppression de PU.1 entraine I’absence des progéniteurs
myeéloides, ainsi que des granulocytes, des neutrophiles et des macrophages matures (Scott et al.
1994; McKercher et al. 1996; Iwasaki et al. 2005; DeKoter et al. 2007; Houston et al. 2007). Le
contrble du niveau d’expression de PU.1, grace a des modeles de cellules myéloides
transgéniques, a révélé qu’un bas niveau d’expression de PU.1 activait a la fois des genes
spécifiques des macrophages et des neutrophiles (Laslo et al. 2006). Au contraire, lorsque le
niveau d’expression de PU.1 atteint un seuil €levé, il en résulte une induction de I’expression du
facteur de transcription Egr (early growth response)-2 et du répresseur transcriptionnel Nab-2
(NGFIA-binding protein 2), spécifiques de la lignée granulo-monocytaire. Ces facteurs
coopérent pour réprimer I’expression du facteur de transcription Gfi (growth factor
independent)-1, qui régule les génes spécifiques des neutrophiles. La différenciation des
neutrophiles est ainsi inhibée alors que la différenciation des macrophages est activée (Laslo et
al. 2006; Spooner et al. 2009). Ainsi, PU.1 inhibe indirectement I’expression de Gfi-1. En fait,
Gfi-1 et PU.1 se répriment mutuellement dans le but d’orienter les progéniteurs vers la voie des
neutrophiles ou des macrophages (Spooner et al. 2009). Les travaux de Dahl et al., ont permis
de déduire que dans le cas d’un faible niveau d’expression de PU.1 dans les progéniteurs
granulo-monocytiques, I’expression des facteurs pro-neutrophiles Gfi-1 et C/EBPa est suffisante
pour réprimer la fonction de PU.1 en inhibant les génes spécifiques des macrophages et en
induisant la différenciation des neutrophiles (Dahl et al. 2003).

En plus de son réle important dans la myélopoiése, PU.1 est impliqué dans la régulation
de la lymphopoiése. Les souris mutées pour PU.1 sont déficientes en cellules T et B (McKercher
et al. 1996). Les données basées sur les études d’expression de PU.1 dans des souris ont montré
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que I’expression de PU.1 augmente au cours de la différenciation vers des lymphocytes B (Polli
et al. 2005) alors qu’elle diminue dans les lymphocytes T (Anderson et al. 2002). La délétion de
PU.1 chez des souris aprés le stade de pré-B ne perturbe pas la production de I’expression
d’immunoglobuline. PU.1 est donc indispensable pour le développement des cellules B mais pas
pour leur maturation terminale (Iwasaki et al. 2005). De méme que pour les cellules B, PU.1 est
important pour les stades précoces du devéloppement des cellules T. Une fois que les cellules
sont engagées dans la voie de la différenciation des cellules T, I’expression de PU.1 chute. Une
surexpression de PU.1 conduit a I’arrét de la prolifération et au blockage de la maturation des
cellules T. La diminution donc de I’expression de PU.1 est indispensable pour la maturation des
cellules T (Anderson et al. 2002).

Dans la lignée érythroide, le réle inhibiteur de PU.1 a été décrit par un mécanisme qui
implique le facteur GATA-1. Contrairement a FOG1, p300/CBP, EKLF et Lmo2 qui sont des
co-activateurs de GATA-1, PU.1 interagit directement avec GATA-1 en empéchant sa fixation a
I’ADN, ce qui entraine une inhibition de son activité transcriptionnelle (Yamada et al. 1998;
Zhang et al. 1999; Zhang et al. 2000; Rekhtman et al. 2003). Ces deux facteurs s’inhibent
mutuellement en empéchant leurs activités transcriptionnelles respectives et en conduisant les
progéniteurs myéloides vers la voie érythroide ou vers la voie myéloide (Rekhtman et al. 1999;
Rekhtman et al. 2003). Les mécanismes par lesquels ces deux facteurs agissent sont différents.
D’une part, en se liant au doigt de zinc de la région C-terminale de GATA-1 par sa région trans-
activatrice N-terminale, PU.1 inhibe la liaison de GATA-1 a I’ADN et donc I’activation de ses
génes cibles comme les globines. D’autre part, le doigt de zinc de la région C-terminale de
GATA-1 peut aussi interagir avec la région B3/p4 de la protéine PU.1 pour entrer en
compétition avec c-jun, un co-facteur de PU.l. Cette interaction entraine I’inhibition de
I’activité de PU.1 et affecte I’expression de ses génes cibles comme le CD11b (Zhang et al.
1999; Zhang et al. 2000) (Figure 14).

Le niveau d’expression de PU.1 est donc important puisqu’il existe une relation
steechiométrique qui gouverne son interaction avec les différents facteurs impliqués dans
I’hématopoiése. Le déreglement de son expression (Rosenbauer et al. 2004) ou la présence de
mutations (Mueller et al. 2002; Suraweera et al. 2005) conduisent a des transformations
oncogéniques comme des leucémies aigué myéloblastiques (LAM) et des lymphomes (Moreau-
Gachelin et al. 1996; Burda et al. 2010). Il est a noter que des mutations dirigées dans les
régions protéiques de GATA-1 et de PU.1 impliquées dans leur liaison n’ont pas permis
d’inhiber leur interaction (Liew et al. 2006). L’analyse des immunoprécipitations de la
chromatine ont permit de mettre en évidence que PU.1 régule I’expression de genes érythroides
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ainsi que I’expression de différents acteurs qui participent aux voies de signalisation comme les
voies PI3K/AKT et JAK2/STATS, importantes pour la prolifération et la survie des progéniteurs
hématopoiétiques (Wontakal et al. 2011).
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Figure 14 : Interaction entre GATA-1 et PU.1

GATA-1 et PU.1 sont deux facteurs de transcription qui s’inhibent mutuellement par des

mécanismes différents, empéchant leur activité transcriptionnelle. Les interactions protéine-

protéine engagées entre les deux facteurs peuvent étre de natures différentes.

A. La région N-terminale de PU.1 (TAD, Transactivation Domain) se lie au doigt de zinc

de la région C-terminale (C) de GATA-1 bloquant ainsi la liaison de GATA-1 a son site ADN et

provoquant une inhibition de I’expression des genes cibles de GATA-1.

B. Le doigt de zinc de la région C-terminale (C) de GATA-1 se lie a la région p3/p4 de

PU.1 et agit comme un compétiteur de c-Jun, co-activateur de PU.1. Ceci entraine une inhibition

de I’expression des génes cibles de PU.1. Adapté de (Zhang et al. 2000).
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1.6.5 Labalance GATA-1/GATA-2

GATA-1 et GATA-2 sont des facteurs de la méme famille qui jouent en coopération, un
role clé dans la régulation transcriptionnelle des geénes impliqués dans la différenciation
érythroide (Anguita et al. 2004; Fujiwara et al. 2004). GATA-1 est important pour la survie des
progéniteurs érythroides et la différenciation terminale (Pevny et al. 1991). GATA-2 est
impliqué essentiellement dans I’auto-renouvellement et la prolifération des précurseurs
hématopoiétiques au début du processus de I’érythropoiése (Tsai et al. 1994) (Figure 15).

Un modéle a été proposé par Ferreira et al. pour la régulation dynamique de
I’érythropoiese par GATA-1 et GATA-2. Ce modéle repose sur le fait que GATA-2 active la
transcription de son propre géne en recrutant sur son promoteur le facteur CBP qui induit
I’acétylation des histones. Le remplacement de GATA-2 par GATA-1 a comme conséquence la
désacétylation des histones du promoteur de GATA-2 et donc I’inhibition de sa transcription.
Au début de la différenciation érythroide, GATA-2 est acétylé par CBP/p300 et active
I’expression de GATA-1 (Ohneda et al. 2002; Grass et al. 2003; Hayakawa et al. 2004). Puis
GATA-1 a son tour inhibe I’expression de GATA-2 et autorégule sa propre expression (Ohneda
et al. 2002; Grass et al. 2003). L’activation de I’expression de GATA-2 dans les progéniteurs
hématopoiétiques se fait par autorégulation (Grass et al. 2003). La diminution progressive de
GATA-1 pendant les derniers stades de la différenciation érythroide est essentielle pour
I’aboutissement de la différenciation, puisque les progéniteurs ayant des niveaux élevés de
GATA-1 arrétent de se différencier in vitro (Whyatt et al. 1997) et in vivo (Whyatt et al. 2000).
Gutierrez et al. ont suggére que les cellules en phase terminale de différenciation éerythroide
produisent des ligands capables de se fixer aux récepteurs de mort se trouvant sur les cellules en
arrét de différenciation, et activent les caspases pour dégrader I’exces de GATA-1 afin de
pouvoir continuer a se différencier (Gutierrez et al. 2004) (Figure 15). Il a été démontré par
ailleurs que GATA-1 diminue aux stades tardifs de la différenciation, suite a sa dégradation par
la caspase-3 (De Maria et al. 1999).
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Activité transcriptionnelle

Développement érythroide

Figure 15: Modele de la régulation dynamique de GATA-1 et GATA-2 pendant
I’érythropoiese

GATA-2 est exprimé par des progéniteurs immatures. Quand GATA-1 est exprimé, il
réprime I’expression de GATA-2. GATA-1 présente un pic d’expression aux stades CFU-
E/proérythroblaste. A la fin de I’érythropoiése son expression diminue a cause de sa dégradation

par la caspase-3 (adapté de (Ferreira et al. 2007)).
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1.6.6 Les micro-ARN

Lee et al. ont découvert que le gene lin-4, qui est important pour le développement
larvaire de C. Elegans, ne code pas pour une protéine mais au contraire génere deux petits ARN.
Ces ARN lin-4 sont complémentaires au niveau de différents sites de la région 3’-non traduite
(NT) de ’ARNmM du géne lin-14, en réprimant sa traduction (Lee et al. 1993 ; Wightman et al.
1993).

Depuis cette découverte ces petits ARN régulateurs sont appelés micro-ARN (mi-ARN.
ou miR). En général, le terme miR décrit ces petits ARN qui ne codent pas pour une protéine
mais qui régulent I’expression des genes en inhibant la traduction ou en déstabilisant les
transcrits cibles. Le niveau d’expression des miR varie en fonction du type cellulaire et du tissu.
Au contraire ils ne sont pas exprimés dans des organismes unicellulaires comme la levure.

L’organisation genomique des miR est hétérogene. Pres de la moitié des miR se trouve
dans des introns avec généralement la méme orientation que le géne dans lequel ils sont inclus.
Une partie est répartie dans des exons (10%) et des séquences Alu répétées (10%). Enfin,
certains possédent un promoteur indépendant (20%) et leurs génes peuvent étres organisés en
«clusters».

La majorité des miR sont transcrits par la Polymérase Il (Pol II), bien que ceux provenant
des séquences répetées Alu soient transcrits par la Pol 111 (Lee et al. 2004).

La premiére étape de la biogenése consiste en la transcription d’un miR primaire ou pri-
miR (quelques centaines a quelques milliers de nucléotides) qui peut contenir des épingles a
cheveux, une coiffe et une queue polyA. Ce pri-miR est clivé dans le noyau par I’endonucléase
Drosha Pol |1l a la base de I’épingle a cheveux. Le clivage du pri-miR par la Drosha donne
naissance au précurseur du miR (pré-miR), d’une longueur d’environ 70 nucléotides et est
constitué par I’épingle a cheveux (Lee et al. 2003). Par la suite le pré-miR est exporté dans le
cytoplasme par la Ran-GTP et I’exportine 5 (Yi et al. 2003; Lund et al. 2004). Au niveau du
cytoplasme une autre endonucléase de type Il possédant un domaine hélicase, nommée DICER,
coupe I’épingle a cheveux de sa base en libérant un complexe transitoire de si-ARN double brin.
Ces complexes sont instables et donnent rapidement naissance a des miR matures (simple brin)
de 21 nucléotides environ. Finalement le miR mature est incorporé au complexe
ribonucléoprotéique RISC (RNA-Induced Silencing Complex) qui le conduit vers la région 3’

de I’ARNm cible en réprimant sa traduction ou en le déstabilisant, notamment par clivage de la
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queue poly-Adénylée (poly-A) (Ambros 2004; Meister et al. 2004; Du et al. 2005; Hammond
2005; Kim et al. 2006).

La spécificité des miR est dépendante des nucléotides 2 a 8 du cété 5’ du miR. Ces
premiers nucléotides sont responsables de I’appariement efficace et de la reconnaissance de
I’ARNmMm cible. lls sont hautement conservés dans I’évolution et sont utilisés pour la prédiction
des genes cibles (Lewis et al. 2003; Lewis et al. 2005). De ce fait un miR donné peut avoir
plusieurs cibles grace a cette séquence de complémentarité restreinte en 5°. A I’opposé un géne
peut posséder plus d’un site de reconnaissance dans sa région 3’.

Le role des miR est de mieux en mieux connu. lls sont impliqués dans la régulation de
différents mécanismes cellulaires comme le développement, la prolifération, la mort et la
différenciation cellulaire, et notamment I’hématopoiese. Par ailleurs, ils peuvent également
collaborer avec des facteurs de transcription afin de réguler des génes cibles et contrdler ainsi le
phénotype et I’identité cellulaire (Hobert 2004). Le Tableau 3 représente les miR qui contrélent
et qui sont controlés par des facteurs de transcription hématopoiétiques. Par exemple les miR
221/222 régulent la maturation de I’ARNm de c-kit qui est important pour la survie et I’auto-
renouvellement des progéniteurs hématopoiétiques, puisque c-kit est le récepteur du SCF (Felli
et al. 2005). L’expression du cluster comportant les miR 451/144 est sous le contrdle de GATA-
1. A leur tour, ces miR régulent ’ARNm de GATA-2. La régulation de ces miR est cruciale
pour I’engagement des cellules progénitrices myéloides (CPM) vers la voie de différenciation
érythroide ou mégacaryocytaire (Zhan et al. 2007; Dore et al. 2008; Pase et al. 2009).
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Tableau 3 : Liste des miR impliqués dans la régulation de I’hématopoiese

Nom Fonction Géne cible Référence
. (Chen et al.
miR-181a Lymphocyte B HOXAS5
2004)
miR-221/222 Erythropoiése c-kit (Felli et al. 2005)
_ . . (Garzon et al.
miR-130a Meégacaryopoiese MafB
2006)
. (Garzon et al.
miR-10a Mégacaryopoiése HOXAl
2006)
miR-223 Granulopoiése NFI-A (Fazi et al. 2005)
_ ) (Monticelli et al.
miR-150 Mégacaryo/Erythro Bcl-2
2005)
. . (Zhao et al.
miR-15a** Erythropoiese Myb
2009)
(Zhan et al. 2007,
miR-451/144* Erythropoiése GATA-2 Dore et al. 2008;

Pase et al. 2009)

(Kosaka et al.

miR-210 Erythropoiése Pas déterminer
2008)
) antagonise I’ (Wang et al.
miR-24 \ ALK4
Erythropoiese 2008)
miR-32 .
TR Erythropoiese
miR-
_ précoce Genes impliqueés
miR-137 das | (Choong et al.
ans la
miR-22** _ . 2007)
T Maturation prolifération et la
miR-
5 érythroide différenciation
miR-185**
miR-16** Erythropoiése

*miR régulé par GATA-1
**miR exprimés en concomitance avec les marqueurs CD71, CD36, CD235a,

hémoglobines.

Le miR-28 est inversement corrélé avec la présence de ces marqueurs.
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2 OBJECTIFS DU TRAVAIL

2.1 Objectif genéral

Base sur les travaux préalablement menés au laboratoire et sur la littérature, nous nous
intéresserons aux mécanismes moléculaires et cellulaires qui conduisent a l'inhibition de
I'érythropoiése par la cytokine pro-inflammatoire TNFa. Afin d’étudier I’effet du TNFa sur
I’érythropoiese nous utiliserons des cultures primaires de cellules souches hématopoiétiques. Ce
modele d’étude est obtenu par la mise en culture de cellules CD34 positives (CD34+), isolées a
partir de sang de cordon ombilical. Les cellules purifiées sont engagées dans la voie de
I'érythropoiése par stimulation a I'Epo. Certaines expériences sont realisées sur la lignée
cellulaire TF1, dépendante de I'Epo.

2.2 Objectifs spécifiques

L'effet du TNFa sur la survie et la prolifération des cellules CD34+ cultivées en présence
d'Epo sera étudié aux plans cellulaire et moléculaire. Notamment, nous analyserons la voie
JAK2/STATS ainsi que I’expression de genes essentiels au contrdle du cycle cellulaire, de la
survie et de I’apoptose. Les facteurs de survie (Bcl-xL et Mcll) et de la prolifération (Cycline
D1, c-Myc et p27) des progéniteurs hématopoiétiques seront ainsi étudiés.

Au plan cellulaire, I'impact du TNFa sur I'érythropoiése sera évalué par différents tests
indiquant I’érythropoiese. Plus précisement, le taux de cellules hémoglobinisées (test a la
Benzidine) et I’expression de la protéine GPA qui est un marqueur spécifique de I’évolution de
I’érythropoiese ainsi que les modifications morphologiques caractéristiques de I'érythropoiése
(coloration MGG) seront évalués. Par ailleurs, une éventuelle induction de la différenciation des
cellules CD34+ vers d'autres voies de I'hématopoiese ainsi que I’inhibition de celle de
I’érythropoiese par le TNFa seront étudiées par cytométrie de flux.

Au plan moléculaire, I'effet du TNFa sur lI'expression de genes érythroide-spécifiques
(globine «, B,y, et REpo) aux différents stades de I'érythropoiése sur les progeéniteurs
hématopoiétiques stimulés avec de I’Epo et traitées ou non avec 20 ng/mL de TNFa sera etudié.
L’impact du traitement au TNFo sur I'expression des facteurs de transcription clés comme
GATA-1, GATA-2 et PU.1 sera ainsi analysé.

Afin de vérifier I'effet du TNFa sur les voies de signalisation induites par I'Epo via son
récepteur REpo, nous analyserons I'état de phosphorylation/activation de la p38MAPK en
utilisant I’inhibiteur spécifique SB203580.
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Compte tenu des résultats déja obtenus et publiés par le laboratoire, nous focaliserons
particulierement nos études sur le facteur GATA-1. La balance GATA-1/GATA-2, qui évolue
de maniére déterminante pour le bon déroulement de la différenciation, sera analysée au cours
de I'érythropoiése en présence ou en absence du TNFa. L’interaction de GATA-1 avec PU.1
sera également analysee par immunoprécipitation protéique. L’activité transcriptionnelle de
GATA-1 sera étudiée par des expériences de transfections transitoires en utilisant la lignée TF1
qui posséde un faible niveau d’expression de GATA-1.

Le raiseau des miRNA étant impliqué dans la régulation de la différenciation, nous
étudierons I’effet du TNFa sur les miRNA impliqués dans la balance GATA-1/GATA-2 comme
les miRNA 451 et 144. Afin d’analyser la modulation par le TNFa de I’expression de
microARN spécifiques la lignée TF1 sera utilisée.
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3 MATERIELS ET METHODES

3.1 Isolement et enrichissement des cellules CD34+ et GPA+

Les échantillons de sang de cordon ombilical sont fournis par la maternité de la Clinique
Bohler au Luxembourg. Les donneurs sains ont approuvé la procédure protocolaire validée par
le comité d’éthique de la clinique ainsi que par le comité national d’éthique de la recherche
(CNER). Le sang de cordon est collecté dans des tubes de 50 mL contenant 20 U/mL d’héparine
(Ratiopharm, Allemagne) diluée dans 5 mL de PBS. Le sang est dilué au 1:4 dans du PBS
contenant 2 mM d’éthyléne-diamin-tetra-acétate (EDTA, MP Biomedicals). La solution diluée
est délicatement posée sur 15 mL de Ficoll-Paque Premium (GE healthcare, Pays-Bas). Les
cellules mononucléées sont récupérées a partir de I’interphase aprés centrifugation (30 min a
400 g et a 20°C) et lavees avec du PBS/EDTA. Avant de procéder a la purification sur colonne
magnétique (kit human Midi MACS CD34 Microbead, Miltenyi Biotec, Pays-Bas), les cellules
sont comptées et mises en contact avec des billes magnétiques couplées a I’anticorps anti-CD34
humain. Les cellules sont reprises dans 300 pL de tampon MACS (magnetic cell sorting)
composé de PBS complété avec 5% de BSA et 2 mM d’EDTA, 100 pL pour 10° cellules de
microbilles CD34 et 100 pL pour 10° cellules d’agents bloquant les fragments FcR (MACS
Miltenyi Biotec). Aprés incubation pendant 30 min & 4°C la totalité est déposee sur une colonne
équilibrée auparavant avec 3 mL de tampon MACS (LS, MACS Miltenyi). Trois lavages
successifs avec 3 mL de tampon MACS sont effectués. L’élution est réalisée par la suite en
utilisant 4 mL de tampon MACS. Les 4 mL de I’élution sont déposés sur une deuxiéme colonne
équilibrée. L’élution finale est réalisée dans 4 mL de tampon MACS. Les cellules récupérées
sont comptées et mises en culture & une concentration de 2x10° cellules/mL.

La procédure d’isolement des cellules exprimant la GPA (cellules GPA+) est similaire a
celle utilisée pour I’isolement des cellules CD34+. La seule différence consiste a utiliser des
microbilles couplées a la protéine GPA (MACS Miltenyi Biotec).

3.2 Culture cellulaire

Cellules souches progénitrices hématopoiétiques (CD34+)

Les cellules CD34+ isolées ont été reprises a une concentration de 2x10° cellules/mL
dans du milieu sans sérum spécifiquement adapté a la culture des cellules souches

hématopoiétiques, le milieu Stem Line Medium Il (Sigma, Belgique) (milieu 1) utilisé comme
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milieu principal dans toute I’étude, ou le milieu STEMPRO®-34 (Gibco™, Belgique), (milieu 2,
utilisé occasionellement lorsque c’est mentionné). Le milieu utilisé est complété avec 10 U/mL
de pénicilline/streptomycine (Sigma, Belgique) et 4 mM de L-glutamine (Cambrex-Lonza,
Allemagne).

Nous ajoutons dans le milieu de PI’IL3 (Reliatech, Allemagne) qui permet
I’autorenouvellement des cellules et du SCF (Reliatech, Allemagne) qui assure la prolifération
et la survie des progéniteurs. Ces deux facteurs ont des effets synergiques sur les progéniteurs
CD34+. L’ajout de I’Epo (EPREX, Epoétine a, Janssen Cilag) induit leur engagement vers la
différenciation érythroide. La composition du milieu prolifératif et différenciant est basé sur le
protocole établi par Carlile et al. (Carlile et al. 2004): 10 ng/mL d’IL3 et 10 ng/mL de SCF du
jour -3 (J-3) (mise en culture) a JO (addition de I’Epo); 10 ng/mL d’IL3, 10 ng/mL de SCF et 2
U/mL d’Epo, de JO a J4; 10 ng/mL de SCF et 2 U/mL d’Epo, de J4 a J6; 2 U/mL d’Epo a partir
de J6. Le milieu additionné d’Epo correspond au milieu différenciant (Figure 16A).

L’influence de la chronologie du traitement initial au TNFa (a J-3 ou & JO ; Reliatech,
Allemagne) sur I’érythropoiése par rapport a I’ajout de I’Epo (a JO) a été évaluée par le
pourcentage de cellules hémoglobinisées a différents temps de culture (coloration a la
benzidine). Deux séquences de traitement de 20 ng/mL de TNFa ont été testées. La premiere
consiste & ajouter le TNFa au début de la mise en culture des cellules (J-3) et a répéter le
traitement aux jours 0, 4 et 6. Dans la seconde, le TNFa n’est ajouté qu’a partir du jour O.
Quelque soit le moment du traitement initial au TNFa le taux de cellules produisant de
I’hémoglobine est similaire a celui des cellules traitées a I’Epo seule (Figure 16B). Nous avons
décidé de réaliser les traitements des CD34+ avec 20 ng/mL de TNFo en méme temps que
I’ajout de I’Epo (JO) (Figure 16A). Le TNFa est donc ajouté & JO, J4 et J6 a une concentration de

20 ng/mL une heure avant I’Epo.
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Figure 16 : Conditions de culture et de differenciation de CD34+

A. Les cellules CD34+ sont cultivées dans du milieu sans sérum. Les cytokines (10
ng/mL de SCF, 10 ng/mL d’IL3, 2 U/mL d’Epo, 20 ng/mL de TNFa) sont ajoutées aux jours
indiqués (Carlile et al. 2004). JO correspond a I’ajout de I’Epo dans le milieu (milieu
différenciant) afin de déclencher I’érythropoiése 3 jours aprés la mise en culture des cellules
CD34+ (J-3).

B. Deux séquences de traitement au TNFa (20 ng/mL) ont été testées. La premiere
consiste a ajouter le TNFo au début de la mise en culture des cellules (J-3) (trait rose) et a
répéter le traitement aux jours 0, 4 et 6. Dans la seconde (trait jaune), le TNFa n’est ajouté qu’a

partir du jour 0.
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Lignées cellulaires établies

Toutes les lignées proviennent de la companie DSMZ (Deutsche Sammlung von

Microorganismen und Zellkulturen).

TF1: Cette lignée a été établie en 1987 a partir du prélevement de cellules dans la moelle
osseuse d’un patient de 35 ans atteint d’une érythroleucémie (AML M6) (Kitamura et al. 1989).
Ces cellules proliferent sous I’effet de différents facteurs comme I’Epo, le GM-CSF, I’IFNy,
I’IL3, IL4, IL5, IL6, TNFa. Les cellules sont maintenues en culture en présence de GM-CSF (5
ng/mL, Reliatech, Allemagne). Avant d’étre traitées avec I’Epo, les cellules TF1 sont privées de
GM-CSF pendant 12 heures.

K562: Cette lignée a été établie a partir de cellules issues d’une leucémie myéloide
chronique en phase blastique, prélevées dans le liquide pleural d’une patiente de 53 ans (Lozzio
et al. 1975). Les cellules K562 sont porteuses du chromosome de Philadelphie et expriment
I’oncoprotéine de fusion BCR-ABL (breakpoint cluster region-Abelson) (McGahon et al. 1994).

HEL (Human erythroleukemia cell line): Cette lignée a été établie & partir de sang
périphérique d’un homme agé de 30 ans atteint d’une LAM (Leucémie aigué lymphoblastique)
(Martin et al. 1982). Elle présente une mutation au niveau de la kinase JAK2 (V617F).

Les cellules sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Cambrex-Lonza, Belgique)
complété de 10 % de SVF (sérum de veau feetal) (Hyclone, Perbio, Belgique), d’un mélange
d’antibiotiques (pénicilline 100 U/mL, streptomycine 100 pg/mL de Cambrex-Lonza) et
d’agents antifongiques (amphotericin B a 25 pg/mL de Cambrex-Lonza). Le traitement des
cellules TF1 avec 20 ng/mL de TNFa est réalisé une heure avant d’ajouter I’Epo (10 U/mL).
Tous les trois jours, le milieu est renouvelé et les cellules sont reprises a une concentration de
2x10° cell/mL.

Les cellules sont cultivées dans un incubateur & 37°C, a 95% d’humidité et 5% de CO,. Le
comptage des cellules viables au microscope optique a contraste de phase se fait par le test
d’exclusion au bleu Trypan (Cambrex-Lonza) en utilisant une cellule de Malassez (Marienfeld).
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3.3 Coloration de May-Grinwald Giemsa

La coloration de May-Grinwald Giemsa (MGG) est l'une des techniques utilisée
couramment pour le diagnostic de nombreuses maladies du sang. Le principe repose sur I’action
complémentaire de deux colorants neutres et sur I’affinité des éléments cellulaires pour les
colorants acides ou basiques. Le premier colorant est le May-Grinwald (Merck, Belgique),
neutre, contenant un colorant acide, I’éosine, et un colorant basique, le bleu de méthyléne. Le
deuxiéme colorant est le Giemsa (Merck), neutre, contenant lui aussi de I’éosine, et un colorant
basique, I’azur de méthyléne. Ces deux colorants sont solubilisés dans I’alcool méthylique et
sont de ce fait inactifs, c’est le contact avec I’eau qui leur donne un pouvoir colorant. Les
éléments cellulaires acides sont sélectivement colorés en bleu par les colorants basiques et sont
qualifiés de basophiles (ADN, cytoplasme des lymphocytes). Les éléments cellulaires basiques
sont colorés en orange sélectivement par les colorants acides et sont qualifiés d’acidophiles ou
éosinophiles (cytoplasme des hématies). Les éléments neutrophiles sont colorés en beige-rose a
la fois par les colorants acides et basiques. Enfin les éléments azurophiles sont colorés en
pourpre.

2x10° cellules sont centrifugées & 340 g pendant 7 min. Le culot est ensuite lavé avec 1
mL de PBS (Phosphate buffered saline) 1X. Une nouvelle centrifugation est réalisée a 340 g
pendant 7 min et le culot cellulaire est resuspendu dans 100 pL de PBS 1X. La suspension
cellulaire est projetée sur une lame par cytocentrifugation (Cytofuge®2 de STAT Spin). Les
cellules sont fixées en plongeant la lame dans un bain (boite de Laveran) de May-Grinwald pur
pendant 5 min. La lame est ensuite plongée dans un bain de May-Grinwald dilué au 1:4 dans de
I’eau neutre (1 tablette de tampon pH=6,8 de Merck dans 1 L d’eau distillée) pendant 2 min. La
coloration se poursuit par un bain contenant une solution de Giemsa diluée au 1:20° avec de
I’eau neutre pendant 20 min. Finalement la lame est rincée a I’eau neutre et séchée a
température ambiante. La préparation est ensuite observée au microscope a contraste de phase

et des photos sont acquises a I’aide d’une caméra Leica (Leica DM 2000, Luxembourg).

3.4 Test alaBenzidine

La méthode repose sur le fait que 1’hémoglobine peut réduire le peroxyde d’hydrogéne
(H20,) en oxygene capable d’oxyder la benzidine qui se colore en bleu. Les cellules synthétisant
de I’hémoglobine sont donc colorées en bleu (la coloration en bleu dépend du pH acide). Le
chlorydrate de benzidine (Fluka Chemika) est dissout dans une solution d’acide acétique 0,5 M
pour obtenir une solution a 0,2%. Cette solution de Benzidine est conservee a I’abri de la

lumiére, a 4°C pendant plusieurs mois.
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2x10° cellules sont centrifugées a 340 g pendant 7 min. Le culot est ensuite lavé avec 1
mL de PBS 1X. Une nouvelle centrifugation est réalisée a 340 g pendant 7 min et le culot
cellulaire est resuspendu dans 100 pL de sérum physiologique (NaCl 0,9%). A cette suspension
cellulaire sont ajoutés 50 uL d’un mélange de benzidine/H,O, (500 uL de Benzidine 0,2% et
10 uL de H0, a 30% (Sigma)). La réaction se réalise a I’obscurité, a température ambiante
pendant 20 min. La suspension cellulaire est ensuite diluée dans 300 pL de NaCl 0,9%. Les
cellules sont comptées, utilisant la cellule de Malassez, au microscope a contraste de phase. Le
taux des cellules différenciées est exprimé en pourcent de cellules synthétisant de I’hémoglobine
(cellules bleues ou cellules B+) par rapport a la population totale.

3.5 Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une méthode qui permet de révéler des antigenes cellulaires de
surface ou intra-cytoplasmiques par immunophénotypage. Elle est basée sur une réaction
d’immunofluorescence et associe donc I’interaction antigéne/anticorps avec les propriétés des
fluorochromes. Un anticorps fluorescent, c’est a dire couplé a un fluorochrome, se fixe
spécifiguement a un antigene de surface. L’ immunofluorescence est dite directe si I’anticorps
monoclonal employé est conjugué directement a un fluorochrome.

2x10° cellules sont centrifugées a 340 g pendant 7 min. Le culot est ensuite lavé avec 1
mL de PBS 1X et de nouveau centrifugé. Le culot est repris par 100 mL de PBS 1X et 5 mL
d’anticorps couplés a un fluorochrome (Tableau 4). La suspension est incubée pendant 2 heures
a 4°C sous agitation douce dans I’obscurité. Ensuite un lavage avec 1 mL de PBS 1X est
effectuée suivi par la fixation des cellules avec 2% de formaldéhyde pendant 20 min & 4°C dans
I’obscurité. La suspension est lavée et centrifugée pendant 7 min a 340 g. Finalement les
cellules immunomarquées sont reprises avec 500 pL de PBS 1X. L’immunofluorescence est
mesurée par un cytométre FACSCalibur (Becton-Dickinson, Belgique). L’étude statistique est
basée sur 10.000 évenements par échantillon et a été réalisée a I’aide du programme FlowJo
(version 8.8.7, Tree Star, Etats Unis).
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Controle Spécificité
Anticorps | Fluorochrome | Référence | isotypique | Référence Cellulaire *
CD34 FITC BD345801 19G1l,x BD555748 CSH
™ Pré-T, Pré-B,
CD10 PE-Cy 5 BD555376 | 1gGl,x | BD555750
granulocytes
Monocytes,
CD11b PE BD333142 | 1gG2a,x | BD555574
macrophages
CD117 APC BD561118 | 1gGl,x | BD555751 CSH
Lymphocytes B,
CD24 PE BD555428 | 1gG2a,x | BD555574
granulocytes
Monocytes,
CD14 PE BD555398 | 1gG2a,x | BD555574
macrophages
CD15 APC BD551376 IgM,x BD555585 Granulocytes
Macrophages,
CD16 FITC BD335035 | 1gGl,x | BD555748
Mastocytes, NK
CSH, LT activés,
CD38 PE BD345806 | 1gG2a,x | BD555574 LB, Basophiles,
Monocytes
CD41la FITC BD555466 | 1gGl,k | BD555748 Mégacaryocytes
Progéniteurs
CD36 PE BD555455 IgM,k BD555584 érythroides,
plaquettes
CD235a/GPA | PE-Cy™5 | BD559944 | 1gG2b,x | BD555744 | Cellules érythroides

* http://pathologyoutlines.com/cdmarkers.html
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3.6 Microscopie a fluorescence

5x10° cellules sont immunomarquées comme nous |’avons préalablement décrit au
paragraphe portant sur la cytométrie en flux avec I’anticorps PE-CY ™5 CD235a (GPA). Trois
lavages avec 1 mL de PBS 1X sont effectués suivis par la fixation des cellules avec 2% de
formaldéhyde pendant 20 min a 4°C et dans I’obscurité. La suspension est lavée et centrifugée
pendant 7 min a 340 g. Les cellules sont reprises finalement dans 10 pL de milieu stem line
medium |1, dépourvu de sérum et complété avec 10 U/mL de pénicilline/streptomycine et avec
10 ng/mL de cytokines IL3 et SCF. On ajoute également dans le milieu 1 pg/mL de Hoechst
33342 (Merck, Belgique) pour le marquage de la chromatine. Cing pL de cellules
immunomarguées sont montées entre lame et lamelle et observées sous un microscope a

fluorescence (CellM, Olympus, Belgique).

3.7 Extraction des protéines totales

5x10° & 2x10° cellules sont lysées dans 50 & 100 pL de tampon de lyse MPER (Mammalian
Protein Extraction Reagent, Pierce, Belgique) en présence d’inhibiteurs de protéases (Complete,
ROCHE) et de phosphatases 1X (PhosphoSTOP, ROCHE). Aprés 15 min a forte agitation a 4°C,
I’homogénat est centrifugé 15 min a 17.000 g a 4°C et le lysat protéique est dosé par la méthode
de Bradford en utilisant le réactif BioRad (BioRad Laboratories, France).

3.8 Extraction des protéines nucléaires et cytoplasmiques

Les protéines nucléaires et cytoplasmiques sont extraites & partir de 7x10° cellules selon la
méthode de Schreiber et al. (Schreiber et al. 1989). Les cellules sont placées dans un tampon
hypertonique contenant des inhibiteurs de protéases et la membrene cytoplasmique est lysée par
un agent tensio-actif. L’extraction se réalise dans la glace pour éviter la dénaturation des
protéines.

Les cellules sont lavées une fois dans du PBS 1X puis centrifugées 5 min a 340 g. Le culot
est repris dans 400 pL de tampon A (HEPES 10 mM a pH=7,9, KCI 10 mM ; EDTA 0,1 mM ;
EGTA 0,1 mM ; DTT 1 mM ; PMSF 0,5 mM ; Complete ; PhosphoStop 1X) et incubé pendant
15 min sur la glace. Ensuite 25 pL d’Igepal 10% sont ajoutés. Le mélange est vigoureusement
agité pendant 10 sec. Aprés une centrifugation de 30 sec a 15.700 g a 4°C, le surnageant
contenant les protéines cytoplasmiques est transféré dans un autre tube. Le culot contenant les
noyaux est repris par 50 puL de tampon B (HEPES 20 mM a pH=7,9 ; NaCl 0,4 mM ; EDTA 1
mM ; EGTA1mM ; DTT 1 mM ; PMSF 1 mM ; Complete ; PhosphoStop 1X; Glycérol 20%).
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La suspension est vigoureusement agitée (agitation horizontale) pendant 15 min a 4°C.
L’agitation est suivie d’une centrifugation de 5 min a 12.000 g a 4°C. Le surnageant contenant
les protéines nucléaires est réparti en aliquots d’environ 10 yL qui sont conservés a -80°C. La

quantification des protéines se fait par la méthode de Bradford (réactif BioRad, France).

3.9 Western blot

10 a 20 pg de protéines sont déposés sur gel SDS-PAGE (10%), puis transférés sur une
membrane de polyvinylidene fluoride (PVDF) (GE Healthcare, Pays-Bas). Les membranes sont
saturées pendant 1 heure a température ambiante (T. amb.) ou pendant la nuit a 4°C, dans du
phosphate buffered saline (PBS) dans lequel est ajouté 0,1% Tween 20 (PBS-T) additionné de
5% de lait ou 5% de BSA selon I’anticorps qui sera utilisé. Les membranes sont incubées avec les
anticorps primaires dilués dans du PBS-T additionné de 5% de lait pendant la nuit a 4°C ou 1
heure selon les conditions établies pour chacun des anticorps primaires utilisés. Aprés plusieurs
lavages dans du PBS-T, les membranes sont incubées 1 heure & T. amb. avec |’anticorps
secondaire adéquat (Tableau 5). Aprés incubation avec les anticorps, les membranes subissent un
cycle de lavages dans du PBS-T 1X. La détection des protéines se fait par chimioluminescence

avec le systeme ECL (Pierce, Belgique).
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Tableau 5: Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les western blots

Poids Moléculaire

Protéine Cible Saturation AC primaire AC secondaire
(KDa)
C-20 sc-1233X
PBS-T - 5% BSA o sc-2020 chévre
GATA-1 47 _ Dilution : 1/5000e o
Incubation:1 h, T. amb. . Dilution : 1/3000e
Incubation : 12 h, 4°C
) N1 sc-266X
PBS-T - 5% lait o 5c-2006 rat
GATA-1 47 . Dilution : 1/2500e o
Incubation:1 h, T. amb. ) Dilution : 1/7000e
Incubation : 12 h, 4°C
) H-116 sc-9008 )
PBS-T - 5% lait o sc-2313 lapin
GATA-2 50 . Dilution:1/8000e o
Incubation : 12 h, 4°C Dilution : 1/4000e
Incubation :1 h, T. amb.
) Spi-1 T-21 sc-352 )
PBS-T - 5% lait o sc-2313 lapin
PU.1 40 . Dilution : 1/500e o
Incubation : 12 h, 4°C Dilution : 1/5000e
Incubation :1 h, T. amb.
) BD Pharmigen 551101 )
PBS-T - 5% lait o sc-2005 souris
c-Myc 65 ) Dilution : 1/250° o
Incubation : 12h, 4°C Dilution : 1/1000e
Incubation :1 h, T. amb.
) M-20 sc-697 )
PBS-T - 5% lait o sc-2313 lapin
REpo 66/78 ) Dilution : 1/1000e o
Incubation : 12h, 4°C Dilution : 1/5000e
Incubation :1 h, T. amb.
) D-16 sc-31110
) PBS-T - 5% lait o sc-2020 chévre
globine a 10 . Dilution : 1/2000e o
Incubation : 12h, 4°C . Dilution : 1/5000e
Incubation :1 h, T. amb.
) 37-8 sc-21757 )
. PBS-T - 5% lait o sc-2005 souris
globine B 16 . Dilution : 1/2000e o
Incubation : 12h, 4°C . Dilution : 1/5000e
Incubation :1 h, T. amb.
) 51-7 sc-21756 )
) PBS-T - 5% lait o sc-2005 souris
globine y 18 . Dilution : 1/8000e o
Incubation : 12h, 4°C . Dilution : 1/10000e
Incubation :1 h, T. amb.
#9212
PBS-T - 5% BSA Cell Signaling sc-2313 lapin
p38MAPK 43 _ o
Incubation :1 h, T. amb. Dilution : 1/1000e Dilution : 1/2000e
Incubation : 12 h, 4°C
#9211
p38MAPK 23 PBS-T - 5% BSA Cell Signaling sc-2313 lapin
phosphorylée Incubation :1 h, T. amb. Dilution : 1/1000e Dilution : 1/2000e
Incubation : 12 h, 4°C
#3230
PBS-T - 5% BSA Cell Signaling sc-2313 lapin
JAK?2 125

Incubation :1 h, T. amb.

Dilution : 1/20000e
Incubation : 12 h, 4°C

Dilution : 1/1000e
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#3776
JAK?2 phosphorylé L5 PBS-T - 5% BSA Cell Signaling s€-2313 lapin
Y1007-1008 Incubation :1 h, T. amb. Dilution : 1/1000e Dilution : 1/1000e
Incubation : 12h, 4°C
#9363
PBS-T - 5% BSA Cell Signaling sc-2313 lapin
STATS 92 _ o
Incubation :1 h, T. amb. Dilution : 1/5000e Dilution : 1/1000e
Incubation : 12 h, 4°C
#9351S
STATS )
PBS-T - 5% BSA Cell Signaling sc-2313 lapin
Phosphorylé 92 . o
-~ Incubation :1 h, T. amb. Dilution : 1/1000e Dilution : 1/2000e
Incubation : 12 h, 4°C
) BD Pharmigen 610212 )
PBS-T - 5% lait o sc-2313 lapin
Bcl-xL 30 Dilution :1/1000°
Incubation : 12 h, 4°C . Dilution : 1/4000e
Incubation : 12 h, 4°C
#4572
PBS-T - 5% BSA Cell signaling sc-2313 lapin
Mcl-1 40 . A
Incubation :1 h, T. amb. Dilution :1/1000° Dilution : 1/4000e
Incubation : 12 h, 4°C
) sc718 )
) PBS-T - 5% lait o sc-2313 lapin
Cycline D1 37 ) Dilution :1/2000° o
Incubation : 1h, T. amb. . Dilution : 1/4000e
Incubation : 12 h, 4°C
) Sch27 )
PBS-T - 5% lait o sc-2313 lapin
P27 27 ) Dilution :1/1000° o
Incubation : 1h, T. amb. . Dilution : 1/4000e
Incubation : 12 h, 4°C
) Sc6216
. PBS-T - 5% lait o sc-2020 chevre
Lamine B 65 ) Dilution : 1/1000° o
Incubation : 1h, T. amb. . Dilution : 1/2000e
Incubation : 12 h, 4°C
A5441
) ) ) sc-2005 souris
) PBS-T - 5% lait Sigma Aldrich o
Actine 42 Dilution : 1/10000e

Incubation : 12 h, 4°C

Dilution : 1/5000e

Incubation :1 h, T. amb.
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3.10 Immunopreécipitation protéique

Le protocole d’immunoprécipitation protéique se base sur le protocole proposé par Ribeil
et al. (Ribeil et al. 2007). Les protéines totales ou nucléaires (200 ug) sont diluées au 1:3 dans
de I’eau. 2 pg d’anticorps anti-GATA-1 (C20X, sc-1233X) et 100 pL de protein G Microbeads
(Miltenyi) sont ajoutés au mélange. Aprés incubation pendant 1 heure et 30 min sous agitation
légére a 4°C, le mélange est déposé sur une colonne (uColumn, MACS) préalablement
équilibrée avec 200 uL de tampon de lyse (voir paragraphe extraction de protéines nucléaires et
cytoplasmiques). L’ immunocomplexe est immobilisé dans la colonne et lavé trois fois avec 200
pL de tampon de lyse. La colonne est équilibrée avec 20 pL de tampon d’élution (50 mM
TrisHCI pH=6,8, 50 mM DTT, 1% SDS, 0,005% bleu de bromophénol, 10% glycérol)
préchauffé a 95°C. Finalement un nouveau tube est placé sous la colonne, et I'immunocomplexe
est élué par I’ajout de 50 pL de tampon d’élution préchauffé a 95°C. En paralléle, 20 pg de

protéines sont immunoprécipitées par I’lgG anti-chévre en tant que contréle.

3.11 Retard de migration sur gel ou gel retard

Le gel retard est une technique moléculaire qui permet la détermination des interactions
protéines/ADN in vitro. Cette technique repose sur le fait que les complexes protéine/ADN
migrent plus lentement que les fragments d’ADN purifiés dans un gel d’électrophorése non-
dénaturant de polyacrylamide. La vitesse de migration du complexe est fonction du poids
moléculaire de la protéine.

Les sondes oligonucléotidiques utilisées contiennent les séquences consensus reconnues
par NF-xB (sens 5’-AGTTGAGGGACTTTCCCAGGC-3’ double brin), STAT5 (sens 5’-
AGATTTCTAGGAATTCAATCC-3’ double brin), ainsi que la sonde STAT5 mutée (sens 5’-
AGATTTAGTTTAATTCAATCC-3’ double brin). Les sondes double brin sont formées par
hybridation de quantités équivalentes de brin sens et antisens.

L hybridation des deux brins est réalisée dans un tampon (Tris pH=7,5; MgCl, 65 mM ;
DTT 33 mM ; EDTA 6,5 mM) soumis & une série de températures décroissantes. Les sondes
double brin sont ensuite précipitées par 0,1 volume d’acétate de Na (3 M) et 3 volumes
d’éthanol a 100 % a 20°C. Aprés 2 a 3h, ce mélange est centrifugé a 14.000 g pendant 15 min a
4°C. Le surnageant est éliminé puis le culot est lavé avec 200 pL d’éthanol a 75 %. Aprés une
centrifugation a 4°C et a 14.000 g pendant 10 min, le culot est séché et repris dans 15 pL H,0O
(200 ng/pL).
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Le marquage enzymatique des sondes est réalisé par la polynucléotide kinase T4 (Roche)
qui catalyse le transfert d’un groupement phosphate en position y de I’ATP ([y-3P]-ATP, MP
Biomedicals, France) sur la terminaison 5’ hydroxylée de I’ADN. Environ 0,2 ng de sonde
radiomarquée sont incubés a 4°C dans un mélange contenant 5 a 10 pg d’extraits nucléaires, 2,5
pL de tampon de liaison (Tris pH=8 10 mM ; NaCl 50 mM ; EDTA 1 mM ; Glycérol 5% (v/V) ;
DTT 1 mM ; PMSF 2,5 mM), 2,5 uL de poly-dldC a 2 pg/mL (compétiteurs de la sonde d’ADN
pour éliminer la fixation non-spécifique de protéines), 1 uL de spermidine, 2 pL d’albumine de
sérum de veau a 2 mg/mL et 1 puL d’inhibiteurs de protéases.

Aprés un temps d’incubation défini sur la glace, le mélange est alourdi par addition de 5
puL de tampon échantillon (Glycérol 30% (v/v); TBE 1X; Bleu de bromophénol 0,0005%
(p/v) ; et Xyléne cyanole 0,0005% (p/v)) avant d’étre déposé sur un gel non-dénaturant de
polyacrylamide a 5%. Les complexes protéiness/ADN formés sont alors séparés par
électrophorese pendant 3 heures a environ 30 mA dans du TBE 0,5X. Le gel est ensuite séché a
chaud par aspiration sous vide puis la révélation se fait par autoradiographie par mise en contact
direct avec un film Kodak X-Omat (Amersham). Le signal radioactif est également visualisé et
analysé grace a un Phosphorimager (Cyclone).

Afin de déterminer la protéine qui correspond aux bandes observées, nous avons ajouté
des anticorps spécifiques de la protéine en question (anti-p50 et anti-p65, Santa Cruz
Biotechnologies). Les anticorps vont se fixer sur la protéine contre laquelle ils sont dirigés afin
de former un complexe ternaire, anticorps/protéine/sonde. Le poids de ce complexe étant plus
élevé, sa mobilité a travers le gel va étre diminuée. Par conséquent nous pouvons observer un
décalage (super shift) de la bande. Si I’anticorps reconnait la partie de la protéine qui se fixe sur
I’ADN le complexe protéine/sonde est incapable de se former. Dans ce cas nous parlons

d’immunodéplétion.
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3.12 Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux ont été extraits a partir de 3x10° cellules traitées ou non. Les cellules ont
été lavées au PBS 1X, centrifugées & 350 g pendant 7 min, puis lysées avec le réactif TRIzol®
(Invitrogen, Merelbeke, Belgique). Les ARN totaux ont été seéparés de I’ADN par addition de
chloroforme et centrifugation. Les ARN présents dans la phase aqueuse ont été mis en présence
d’isopropanol. Les culots des ARN totaux ont été élués avec de I’eau ARNase free et quantifiés
au spectrophotométre (Nanodrop® ND-1000).

3.13 Transcription inverse et PCR en temps réel

La transcription inverse est réalisée sur 1,5 pg d’ARN totaux, utilisant le Kit
« ReactionReady ™ First Strand cDNA Synthesis Kit (C-01) » (Superarray, Tebu-bio, Boechout,
Belgique). Les ADNc générés ont été mélangés au mix « RT? Real-TimeTM SYBR Green/ROX
PCR Master Mix » (Superarray, Tebu-bio), contenant le tampon real-time PCR, I’ADN Taq
polymérase HotStart, des nucléotides, le fluorochrome SYBR®Green. Le mélange est déposé
dans les puits d’une microplaque de 96 puits tapissée d’amorces nucléotidiques spécifiques (20
pL/puits). Les numéros de référence des génes cibles des amorces sont detaillés dans le Tableau
6. La PCR en temps réel a été réalisée a I’aide de I’appareil 7300 Real Time PCR System
(Applied Biosystems, Belgique). La modification du niveau d’expression des genes est calculée
selon la méthode des AAC+. Les valeurs brutes ont été normalisées par rapport aux genes de

ménage, GAPDH et S14 dont I’expression reste stable au cours du traitement.

70



Matériels et méthodes

Tableau 6: Séquences utilisées pour la fabrication du kit RT? Profiler PCR Array System

Symbole Code Unigene | No de séquence Nom du géne
référence
GATA1l Hs.765 NM_002049 GATA-1
GATA2 Hs.367725 NM_032638 GATA-2
SPI1 (PU.1) Hs.502511 NM_003120 SFFV proviral integration 1

HBAl Hs.449630 NM_000558 globine o
HBB1 Hs.523443 NM_000518 globine
HBG1 Hs.712539 NM_000559 | globine y
REpo Hs.702356 NM_000121 Récepteur de I’érythropoiétine
GYPA Hs.434973 NM_002099 Glycophorine A
(GPA)

ITGAM Hs.172631 NM_000632 Intégrine AM

(CD11b)

ITGA2B Hs.411312 NM_000419 Intégrine A2B

(CD41)

MRPS14 Hs.247324 NM_022100 Protéine mitochondriale ribosomale S14

GAPDH Hs.544577 NM_002046 Glycéraldéhyde-3-phosphate

déshydrogénase
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3.14 Transfections de plasmides a expression transitoire

Les cellules TF1 ont été transfectées par électroporation en utilisant le BioRad gene
Pulser. Le principe de cette technique est basé sur la capacité de perméabiliser momentanément
la membrane plasmique par une décharge électrique (TF1: 250 V et 975 uF). Ceci permet
d’introduire des plasmides dans la cellule.

Les plasmides utilisés sont :

pXM-GATA-1 : plasmide qui contient le gene codant la protéine GATA-1 (don de
(Collavin et al. 2004).

pGL3-GATA-Luc : plasmide contenant le géne rapporteur Luciférase (Firefly) placé
sous le contréle d’un promoteur avec trois séquences consensus GATA (Blobel et al. 1998).

Le nombre de cellules par transfection est de 3,75x10° cellules & une concentration de
1,510 cell/mL soit 250 pL mélangés avec 5 pg de plasmide adéquat. Le plasmide phRL-SV40
(Promega) exprimant la Luciférase (Renilla) est utilisé & chaque transfection comme contréle
interne de transfection. Afin de surexprimer GATA-1 dans les TF1 nous avons utilisé le
plasmide pXM-GATA-1. 24 h aprés transfection les cellules sont remises & 1x10° cell/mL et
sont traitées au TNFa (20 ng/mL) pendant 2 h.

L’activité de la luciférase est évaluée en utilisant le réactif Dual-Glo™ Luciférase
(Promega). 75 uL de ce réactif sont ajoutés aux cellules et le mélange est incubé pendant 10 min
a 22°C. L’activité de la Renilla est ensuite mesurée aprés ajout de 75 pL du réactif Dual-Glo™
Stop & Glo® Reagent (Promega). Le mélange est incubé pendant 10 min & 22°C. Les activités
de Firefly et de Renilla sont mesurées avec un luminomeétre (Berthold) et les résultats sont
exprimés en unités arbitraires de lumiére et correspondent a I’activité Luciférase Firefly

rapportée a I’activité Renilla.

3.15 Analyse des miR

Deux & 4x10° cellules TF1 ont été utilisées afin d’extraire les ARN totaux & I’aide du
TRIzol® (voir § 3.12). La transcription inverse des miR a été réalisée & I’aide du kit « miScript
PCR System » (Qiagen, Venlo, Pays Bas). Le kit contient une PolyA-polymérase et une
transcriptase inverse, afin dans un premier temps de polyadényler les miR, et dans un second
temps, de réaliser la transcription inverse qui converti tous les ARN codant ou non codant en
ADNc, en utilisant des amorces oligo-dT et des amorces aléatoires. L’amorce oligo-dT
comporte une séquence additionnelle « Tag », qui est utilisée lors de la PCR en temps réel. Le
protocole de transcription inverse est réalisé sur un maximum de 1 pg d’ARN totaux.
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La PCR en temps réel est réalisée avec le kit « miScript SYBR Green PCR » (Qiagen), sur
une quantité d’ADNc comprise entre 2 et 40 ng. Les amorces utilisées sont spécifiques des miR-
144 (MIMATO0004600) et 451 (MIMAT0001631). Le kit est fourni avec une amorce universelle,
s’hybridant avec la séquence Tag incorporée par I’oligo-dT. Le mélange réactionnel contient
une HotStarTag ADN Polymerase, le tampon de réaction, le SYBR Green, les dNTP, un
fluorophore passif de référence ROX et 2,5 mM de MgCl,. La PCR en temps réel a été réalisée a
I’aide de I’appareil 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems). La modification du
niveau d’expression des genes est calculée selon la méthode des AAC+ et les valeurs brutes ont
été normalisées par rapport aux genes de ménage, RNU1A (numéro de référence NCBI GENE :
6060) et RNU6B (numéro de référence NCBI GENE : 26826) dont I’expression reste stable au

cours du traitement.

3.16 Analyses statistiques

Les analyses statistiques des résultats sont effectuées pour des expériences réalisées au
moins trois fois et de maniére indépendante. Les résultats présentés correspondent a la moyenne
+ écart type. Leur significativité a été évaluée par le test t de Student. Les résultats ont été jugés
statistiquement différents et symbolisés par des astérisques lorsque la valeur P est *P<0,05,
**P<0,01 et ***P<0,001.
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4 RESULTATS

De nombreux travaux ont démontré le r6le des cytokines pro-inflammatoires dans le
développement d’anémies liées aux cancers et aux maladies inflammatoires chroniques. Le
TNFa est particulierement reconnu pour son implication dans ce phénoméne, notamment en
affectant le processus de différenciation érythroide. Cependant, les mécanismes mis en jeu dans
I’effet inhibiteur du TNFa sur I’érythropoiése restent peu connus. Dans des travaux préalables
réalisées au laboratoire LBMCC, le rdle du facteur de transcription GATA-1 a été mis en
évidence dans I’effet inhibiteur du TNFa sur la différenciation érythroide de lignées cellulaires
induites par des agents chimiques.

Dans ce travail, nous avons voulu vérifier que le TNFa pouvait agir directement sur des
cellules souches hématopoiétiques (CSH) induites a se différencier en présence d’Epo.

Nous avons réalisé la mise au point de I’isolement des CSH CD34+ et de leur culture.
L’érythropoiése a été reproduite in vitro et I’effet du TNFa sur cette voie de différenciation a pu
étre étudié aux niveaux cellulaire et moléculaire. L’effet sur la prolifération et la survie
cellulaire ainsi que sur la différenciation des cellules CD34+ a été étudié. Sur le plan
moléculaire, nos investigations ont porté sur les voies de signalisation et de régulation
transcriptionnelle. Notamment, I’expression des genes spécifiques de la voie érythroide et le role
de facteurs de transcription hématopoiétiques ainsi que de microARN ont été étudiés dans les
cellules traitées au TNFa. Nous nous sommes également intéresseés au role de la protéine kinase

MAPKp38 dans I’effet inhibiteur du TNFa sur I’érythropoiése.

4.1 Isolement des cellules CD34+ et caractérisation du modele

4.1.1 Enrichissement en cellules CD34+ et phénotypage des populations cellulaires en

culture

Les cellules souches/progéniteurs hématopoiétiques (CSH) caractérisées par I’expression
des glycoprotéines membranaires CD34, CD117 (récepteur ckit) et CD38 ont été isolées a partir
de sang de cordon ombilical. Les cellules mononucléées ont été enrichies en cellules CD34
positives (CD34+) a I’aide de billes magnétiques couplées a un anticorps anti-CD34. La pureté
de la fraction en CSH a été vérifiée par la présence des marqueurs CD34, CD38 et CD117 en
cytométrie en flux aprés purification des cellules (J-3). Les cellules qui composent la population
apres enrichissement expriment trés fortement les marqueurs CD34, CD38 et CD117 (99,3% ;
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97% et 99,6% respectivement). Des doubles marquages (CD34/CD38 et CD117/CD38) ont été
effectués afin de démontrer que les cellules purifiées sont exclusivement des cellules
progénitrices hématopoiétiques. Les doubles marquages (CD34/CD38 et CD117/CD38) ont
révélé une proportion de progéniteurs CD34+/CD38+ et de progéniteurs CD117+/CD38+ de
96% et 95% en moyenne respectivement, montrant ainsi I’efficacité de la technique d’isolement
des CSH (Figure 17). Ainsi, plus que 95% des cellules mises en culture dans les travaux suivant
seront considérées comme des CSH, présentant la capacité d’auto-renouvellement et de
prolifération.

Nous avons répété les doubles marquages (CD34/CD38 et CD117/CD38) des cellules
mises en culture depuis trois jours (J0) dans du milieu spécifique sans sérum contenant de I’1L3,
qui permet I’auto-renouvellement des cellules et du SCF qui assure la prolifération et la survie
des progéniteurs (cf. Matériels et Méthodes), afin de verifier I’évolution des CSH isolées. Les
analyses par cytométrie en flux aprés trois jours de culture montrent I’apparition de 50% et 40%
de cellules ayant perdu I’expression du CD38 (CD34+/CD38-, CD117+/CD38- respectivement)
alors que 26% et 40% des CSH se sont maintenues au stade de CD34+/CD38+ et
CD117+/CD38+. La diminution du marqueur CD38 est prévisible dans nos conditions de
culture (von Laer et al. 2000). Environ 80% des cellules demeurent CD34+/CD117+, avec des
capacités d’auto-renouvellement et de prolifération caractéristiques des cellules souches et des
progéniteurs hématopoiétiques. Cependant, des cellules a un stade plus avancé dans une voie de
différenciation hématopoiétique sont vraisemblablement représentées par 13% de cellules
CD34-/CD38-, 6% de CD117-/CD38-, ainsi que 11% de CD34-/CD38+ et 17% de CD117-
/CD38+ (Figure 18).

Compte tenu de la présence supposée de cellules en cours de différenciation a JO, nous
avons voulu caractériser les différents types cellulaires présents dans la culture de CSH. Des
marqueurs spécifiques (précoces et tardifs) des différentes lignées hématopoiétiques ont été
utilisés en cytométrie en flux (Tableau 4). L’analyse des marqueurs spécifiques de précurseurs
hématopoiétiques (CD10), des phénotypes érythrocytaires (CD36 et CD235a/GPA),
mégacaryocytaires (CD41a) et myélo-monocytaires (CD11b, CD14, CD15, CD16 et CD24) au
sein de la population cellulaire a été réalisée par simples marquages. Les marqueurs CD10,
CD14, CD16, CD24 et CD41a ne sont pas présents alors que les CD36, CD235a/GPA, CD11b
et CD15 sont trés faiblement exprimés (Figure 19). L’identification des marqueurs dans la
culture cellulaire donne une indication qualitative et montre que les cellules en culture a JO sont

majoritairement des CSH.
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Figure 17 : Pureté en cellules CD34+ apres enrichissement

Les cellules CD34+ isolées ont été analysées par cytométrie en flux directement apres

enrichissement (J-3) pour la présence de marqueurs (CD34, CD117 et CD38) caractéristiques

des cellules souches progénitrices hématopoiétiques (CSH).

Les doubles marquages

(CD34/CD38 et CD117/CD38) effectués sur ces mémes cellules révelent la forte présence de
populations CD34+CD38+ (96,3%) et CD117+CD38+ (94%), ce qui indique le bon rendement
de la technique d’isolement. Une expérience représentative a partir de trois.
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Figure 18 : Pureté de la culture en cellules souches progénitrices hématopoiétiques
(CSH)

Les cellules mises en culture pendant trois jours (JO) dans le milieu contenant I’IL3 et le
SCF ont été évaluées par cytométrie en flux pour la présence des marqueurs CD34, CD117 et
CD38. Les doubles marquages (CD34/CD38 et CD117/CD38) effectués sur ces mémes cellules
révelent qu’avant induction de I’érythropoiese par I’Epo ou traitement par le TNFa elles
présentent majoritairement des caractéristiques de CSH. Une expérience représentative a partir

de trois.
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Figure 19 : Caractérisation de la population cellulaire avant stimulation/traitement

L’évaluation de I’hétérogénéité de la population cellulaire apres trois jours (JO) de

culture est effectuée par cytométrie en flux. Différents marqueurs spécifiques des précurseurs
hématopoiétiques (CD10), des progéniteurs érythroides (CD36), des cellules érythroides
(CD235a/GPA), des cellules mégacaryocytaires (CD4l1a) et myélo-monocytaires (CD11b,

CD14, CD15, CD16 et CD24) ont été utilisés. Une expeérience représentative a partir de trois.
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4.1.2 Efficacité du milieu différenciant

Dans un premier temps nous avons utilisé la coloration au May-Griinwald Giemsa (MGG)
pour veérifier I’efficacité du milieu différenciant (voir Matériels et Méthodes). La présence de
cellules érythroides matures au cours de la culture témoigne de la capacité a reproduire les
différents stades de I’érythropoiése dans notre modele de différenciation in vitro. La Figure 20
représente les cellules individualisées correspondant aux différents stades de I’érythropoiéese que
nous avons observé et reproduit dans notre modéle de culture. Cette expérience démontre que
les CSH CD34+ isolées a partir de sang de cordon peuvent se différencier en présence d’Epo

dans ce milieu différenciant.

4.1.3 Capacité de réponse des cellules CD34+ au TNFa

Afin d’étudier I’effet du TNFa sur I’érythropoiese, les cellules souches hématopoiétiques
(CSH) CD34+ sont cultivées dans le milieu différenciant tel que décrit dans le chapitre
Matériels et Méthodes. Nous avons voulu Vérifier la capacité des cellules CD34+ a répondre au
TNFa dans notre systéme en prenant comme critere, I’activation du facteur de transcription NF-
kB (p50/p65). Nous avons réalisé I’expérience de gel retard sur des extraits nucléaires de CSH
traitées pendant deux et trois jours (J2 et J3) et utilisé les cellules de la lignée K562 comme
contrble positif (trois jours de traitement au TNFa). L'incorporation des anticorps p50 et p65
dans le milieu réactionnel génére une immunodéplétion du complexe formé entre NF-xB et la
sonde oligonucléotidique, I’immunodéplétion se traduit par la disparition de la bande
correspondant au dimeére et confirme ainsi la présence de I’hétérodimere p50/p65 de NF-xB
aprés stimulation au TNFa (Figure 21). La présence de NF-kB dans les extraits nucléaires des
CSH traitées au TNFa atteste de leur capacité a répondre a la cytokine. Dans notre modeéle, les

cellules cultivées en présence d’Epo sont donc sensibles au TNFa.
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Figure 20 : Efficacité du milieu différenciant

L’efficacité du milieu différenciant est mise en évidence par coloration au MGG des
cellules. Différents stades de I’érythropoiese sont représentés par les cellules individualisées
aprés culture dans le milieu différenciant en présence de I’Epo. Pro. E. : Proérythroblaste ; E.
Baso : Erythroblaste Basophile; E. Poly.: Erythroblaste polychromatophile; E. Ortho.:
Erythroblaste Orthochromatophile ; Rét. : Réticulocyte ; Eryth. : Erythrocyte.
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Figure 21 : Capacité de réponse au TNFa des cellules CD34+ en culture

Les cellules CD34+ ont été mises en culture dans le milieu différenciant (+Epo) et en
présence de 20 ng/mL de TNFo pendant deux et trois jours. Les extraits nucléaires ont été
analysés par gel retard a I’aide d’une sonde oligonucléotidique radio-marquée contenant la
séquence spécifique de liaison du facteur NF-xB (p50/p65). Les extraits de cellules K562 ont
été utilisés comme contréle positif. L’utilisation des anticorps anti-p50 (P50) et anti-p65 (P65)
entraine une immunodéplétion du complexe p50/p65 NF-xB, permettant I’identification du

dimeére. Une expérience représentative a partir de trois. NS : non spécifique.
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4.2 Influence du TNFa sur la survie des CSH en milieu différenciant

4.2.1 Effetsur la prolifération cellulaire

Afin de déterminer I’effet du TNFa sur la croissance et la viabilité cellulaire des CSH
dans le milieu de culture en présence de 2 U/mL d’Epo, environ 4x10° cellules ont été traitées
par 20 ng/mL de TNFa. Les cellules ont été dénombrées aux jours 2, 3 et 4 de culture en
utilisant le test d’exclusion au bleu trypan pour évaluer la mortalité des cellules. Nous avons
observé une stimulation de la prolifération cellulaire dans les cultures en présence de TNFo par
rapport aux cultures contenant I’Epo seule. En effet, le nombre de cellules a augmenté d’un
facteur 2 & J4 alors que la viabilité cellulaire est restée supérieure & 90% dans les deux
conditions de culture. Les résultats suggeérent que le TNFa n’induit pas la mort des cellules et

tend & promouvoir leur prolifération (Figure 22).

4.2.2 Effet sur I’expression de génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et de
I’apoptose

Afin de mieux comprendre I’effet du TNFa sur la prolifération et la survie des CSH dans
notre systeme, nous avons étudié I’expression de genes impliqués d’une part dans la régulation
du cycle cellulaire et d’autre part dans I’apoptose. Nous avons évalué les protéines activatrices
du cycle cellulaire comme la cycline D1 et c-Myc ainsi que la protéine inhibitrice p27. De plus
nous avons étudié I’expression des genes impliqués dans la régulation de I’apoptose comme les
protéines anti-apoptotiques Bcl-xL et Mcl-1. Nous avons utilisé des extraits cytoplasmiques ou
nucléaires de CSH apres 4 jours de culture en présence d’Epo et traités ou non au TNFa. Les
résultats ont montré une induction de I’expression de la cycline D1 et de c-Myc mais une
inhibition de I’expression de p27 dans les cellules traitées au TNFo (Figure 23A). Ce résultat est
en corrélation avec I’augmentation de la prolifération observée (Figure 22). L’expression de
Mcl-1 augmente aprés 4 jours de traitement en accord avec I’absence de mort cellulaire. En

revanche, I’expression de Bcl-xL ne semble pas étre modifiée (Figure 23B).
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4.2.3 Effetsur lavoie JAK2/STATS

La voie de signalisation JAK2/STATS5 est connue pour son role dans la régulation de
I’expression des geénes impliqués dans le contréle du cycle cellulaire et de I’apoptose,
conduisant a la survie et a la prolifération cellulaire, notamment lors de I’hématopoiése. Au vu
des résultats concernant la prolifération des CSH et I’expression des protéines cycline D1, c-
Myc, p27, Bcl-xL et Mcl-1, nous avons étudié I’effet du TNFa sur la phosphorylation des
protéines JAK2 et STATS5 dans les CSH aprés 4 jours de traitement. Les résultats de western
blot montrent que le TNFa induit la phosphorylation de ces deux protéines (Figure 24A).
L’activation du facteur STAT5S par phosphorylation entraine sa translocation vers le noyau, ce
que nous avons pu Vérifier par gel retard en utilisant des extraits nucléaires de CSH (CD34+)
(Figure 24B). Apres 3 jours de traitement au TNFa une bande correspondant au complexe formé
entre STATS et la sonde oligonucléotidique apparait, alors qu’elle n’est pas observée dans les
extraits issus de CSH cultivées en présence de I’Epo seule. Ce résultat a été confirmé a J3 et J6
dans la lignée leucémique humaine TF1 qui est dépendante de I’Epo pour sa croissance, sa
survie et sa différenciation. Il est a noter que I’Epo seule semble activer le facteur STATS5 plus
tardivement, au 6éme jour de traitement (Figure 24B). Le gel retard révele donc I’activation de
STATS par le TNFa, puisqu’il est retrouvé dans le noyau ou il exerce son activité de facteur de

transcription.
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Figure 22 : Effet du TNFa sur la prolifération des CSH en milieu différenciant

L’évolution de la prolifération des cellules CD34+ traitées au TNFo (20 ng/mL) a été
suivie en cours de culture. Les cellules proliféerent plus rapidement en présence de TNFa
(EPO/TNF) par rapport aux cellules cultivées dans le milieu différenciant seul (EPO).
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Figure 23 : Effet du TNFa sur I’expression de génes régulateurs du cycle cellulaire et

de I’apoptose

Western Blots réalisés a partir d’extraits protéiques totaux ou nucléaires (pour c-Myc) de
CSH apres 4 jours de culture. A. Expression des génes régulateurs du cycle cellulaire (c-Myc,
p27, cycline D1). B. Expression des génes anti-apoptotiques (Bcl-xL et Mcl-1). L’actine f et la

lamine B sont utilisées comme contréle interne. Une expérience représentative a partir de trois.
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Figure 24 : Effet du TNFa sur la voie JAK2/STATS

A. Western blots réalisés a partir d’extraits cytoplasmiques de CSH pour JAK2 et JAK2
phosphorylé (P) et nucléaires pour STATS et STAT5-P. Les cellules ont été traitées ou non avec
TNFa (20 ng/mL) pendant 4 jours en présence d’Epo (2 U/mL). Une expérience représentative a
partir de trois.

B. Gel retard : Les extraits nucléaires de CSH (CD34+) et de cellules TF1 traitées ou non
traitées pendant 3 et 6 jours avec le TNFa (20 ng/mL) ont été analysés par gel retard a I’aide
d’une sonde oligonucléotidique radiomarquée et contenant la séquence spécifique de liaison du
facteur STATS5. La sonde mutée STAT5M dans le site spécifique de liaison est utilisée comme
contr6le négatif pour identifier la bande correspondant a STATS5. Une expérience représentative
a partir de trois. NS : Non spécifique.
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Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) isolées a partir de sang de cordon frais
sont representées par plus que 95% de cellules CD34+ a J-3. Le milieu spécifique
additionné d’IL3 et de SCF, permet la survie, la prolifération et le maintien du statut de
cellule souche, aprés trois jours de culture (J0). L’absence de cellules exprimant des
marqueurs spécifiques de types cellulaires matures, indique que la population cellulaire en
culture & JO est constituée principalement de CSH. Les CSH cultivées en milieu
différenciant (+Epo) ont la capacité de reproduire I’érythropoiése avec les différents stades
caractéristiques et de répondre a une stimulation par le TNFa comme I'indique
I’activation de NF-kB. Ce modéle expérimental est donc valide pour étudier I’effet du
TNFa sur I’érythropoiése.

Dans nos conditions de culture en présence d’Epo, le TNFa semble favoriser la
prolifération et la survie des CSH, notamment en corrélation avec I’activation de la voie
JAK2/STATS. Cette prolifération a été corrélée a I’augmentation de I’expression du gene
cible de STATS, Cycline D1, ainsi que I’oncoprotéine c-Myc alors que I’expression du gene
p27 est diminuée. De plus, le TNFa induit la protéine anti-apoptotique mcl-1, favorisant

ainsi la survie des cellules.
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4.3 Effet du TNFa sur I’érythropoiése au niveau cellulaire

4.3.1 Effet sur la production de I’hémoglobine

Les CSH ont été cultivées en présence de 2 U/mL d’Epo pendant plusieurs jours. Le test a
la benzidine a été utilisé pour mettre en évidence la synthése de I’hémoglobine dans les cellules
stimulées a I’Epo. Nous avons ainsi évalué le taux de cellules capables de synthétiser de
I’hémoglobine en présence au non de 20 ng/mL de TNFa. La Figure 25A montre I’évolution du
taux de cellules hémoglobinisées (benzidine positive B+) au cours du temps en présence d’Epo.
Le pourcentage de cellules B+ est de 20% aprés 3 jours dans le milieu différenciant et atteint
70% apres 7 jours. En revanche, le taux de cellules hémoglobinisées est réduit de maniére
significative lorsque les cellules sont traitées au TNFa, avec seulement 10% a J3 et 50% a J7
(Figure 25A). Ce résultat confirme que le TNFa inhibe I’action de I’Epo dans le processus
d’hémoglobinisation. Il est a noter que I’effet du TNFa retarde le processus d”’hémoglobinisation
puisque le taux de cellules benzidine positives continue d’augmenter au cours du temps dans le
cas des cellules traitées au TNFa.

Par ailleurs, la Figure 25B présente le taux d’inhibition de la production d’hémoglobine
par le TNFa au cours du temps par rapport aux cellules contrdles (Epo). Ce taux, est calculé en
utilisant la formule : (% E - % ET) / % E x 100 et prend donc en compte le pourcentage de
cellules B+ stimulées a I’Epo (%E) et traitées au TNFa (%E/T). Les valeurs des benzidines sont
calculées a différents jours au hasard tout au long de la culture. Les résultats montrent que le
taux d’inhibition des cellules hémoglobinisées reste constant et est de 37 = 5 % en moyenne
(Figure 25B).
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Figure 25 : Effet du TNFa sur le taux de cellules synthétisant de I’némoglobine

A. Le taux des cellules CD34+ produisant de I’hémoglobine diminue aprés le traitement
au TNFa par rapport aux cellules stimulées & I’Epo seule. Les données représentent la moyenne
* I’écart type de cing expériences indépendentes. L’astérisque indique que les données entre
« traité » et « non traité » sont significativement différentes. Test de Student : *P<0,05

B. Le taux d’inhibition de I’hémoglobinisation est en moyenne de 37% (ligne en
pointillés). Il a été calculé en utilisant la formule suivante : (% E - % ET) / % E x 100 ; % E=
pourcentage des cellules induites par I’Epo et capables de synthétiser de I’hémoglobine; % ET=
pourcentage des cellules induites par I’Epo et traitées au TNFa, capables de synthétiser de
I’hémoglobine.
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4.3.2 Profile phénotypique des CSH apreés traitement au TNFa

Nous avons réalisé des colorations MGG afin d’observer I’effet du TNFa sur la
morphologie cellulaire. Les colorations sont réalisées sur des cellules CD34+ avant I’ajout de
I’Epo (contrble JO) et aux jours 2, 3, 5 et 8 apres addition de I’Epo seule, ou en combinaison
avec le TNFa. La Figure 26 montre des cellules en culture, soumises dans le milieu différenciant
aux deux conditions de traitement, en absence et en présence de TNFa. Au jour 2, des
proérythroblastes sont observés dans les deux cas. Au fil des jours, des érythroblastes plus
matures apparaissent en présence d’Epo seule alors qu’ils sont absents lorsque I’Epo et le TNFa
sont combinés. Au jour 3, nous observons des érythroblastes polychromatophiles en présence
d’Epo seule. Au jour 5 des érythroblastes orthochromatophiles ou en cours d’énucléation
apparaissent. Enfin, aprés 8 jours d’Epo, nous pouvons observer dans notre systéeme
d’érythropoiese in vitro, la formation de réticulocytes (fleche orange). Les photos de cellules
isolées sont représentées a la Figure 20. En revanche des proérythroblastes ainsi que des
granulocytes sont observés a la suite du traitement au TNFa. Ces observations indiquent que les
cellules CD34+, sous I’effet du TNFa, sont incapables de se différencier vers des stades plus
matures de I’érythropoiése (Figure 26). Ce resultat met également en évidence la capacité du
TNFo d’agir directement sur les progéniteurs érythroides pour inhiber leur différenciation par
I’Epo. De plus, ce résultat est en accord avec I’expression des marqueurs membranaires
spécifiques (CD36 et GPA) de la voie de différenciation érythroide observée par cytométrie en
flux (Figure 27). Les résultats montrent que le pourcentage de cellules qui expriment ces
marqueurs diminue de maniére significative dans les cultures en présence de TNFo aprés 9
jours de traitement, de 44% pour CD36 et de 29% pour la GPA. Le taux d’expression des
marqueurs par cellule exprimé en MFI est également diminué de 30% et de 60% pour le CD36
et la GPA respectivement (Figure 27). L’expression du marqueur GPA a été également étudiée
par microscopie a fluorescence au cours de ces cultures. Les résultats confirment la diminution
de I’expression de la GPA par les cellules traitées au TNFo aprés quatre jours de traitement
(Figure 28).
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Controle
non traité

Figure 26 : Effet du TNFa sur la morphologie cellulaire en cours de différenciation

Les colorations MGG ont été effectuées au jour O (contrble) avant traitement et aux jours
2, 3, 5 et 8. La fleche rouge indique des proérythroblastes, la fleche noire des érythroblastes
polychromatophiles, la fleche bleue des érythroblastes orthochromatophiles, la fleche verte un
érythrocyte en cours d’énucléation, et la fleche orange un réticulocyte. L’objectif utilisé est x40
pour les photos du contréle et des jours 2 et 3 et X100 pour les photos des jours 5 et 8. Une

photo représentative parmi six prises pour chaque jour de culture.
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Figure 27 : Effet du TNFa sur les marqueurs de différenciation hématopoiétiques

Les cellules ont été traitées au TNFa pendant quatre (4J) et neuf jours (9J). Analyse par
cytométrie en flux des marqueurs érythroides (CD36 et GPA). Les histogrammes (gauche ;
nombre d’événements en fonction de I’intensité de fluorescence) correspondent a une analyse en
cytométrie représentative de trois expériences indépendantes. Les histogrammes (gauche ; MFI
(mean fluorescent intensity) en fonction du jour de traitement) correspondent & la moyenne +

I’écart type des trois expériences indépendantes. Test de Student : *P<0,05 et **P<0,01.
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Hoechst CD235a/GPA Superposition

EPO““““““\““““““\““““““‘

EPO
Figure 28 : Effet du TNFa sur I’expression de la GPA

TNFa

L’expression de la glycophorine A (CD235a/GPA) par les cellules CD34+ différenciées
a I’aide de I’Epo ou traitées au TNFa pendant quatre jours a été observée par microscopie a

fluorescence. Une photo représentative parmi quatre prises pour chaque condition.
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4.3.3 Impact du TNFa sur différentes voies de différenciation hématopoiétique

Les CSH CD34+ ont été traitées pendant 4 et 9 jours avec le TNFa (20 ng/mL) en
présence d’Epo (2 U/mL). Les marqueurs phénotypiques myélo-monocytaire (CD11b),
mégacaryocytaire (CD41a) et myélo-lymphocytaire (CD38) ont été analysés par cytométrie en
flux. Les résultats montrent que le TNFa n’a pas d’effet significatif sur le taux de cellules
exprimant des marqueurs spécifiques de la lignée mégacaryocytaire. La population des cellules
exprimant le CD11b évolue au cours du temps et devient plus hétérogéne avec le traitement au
TNFa qu’avec I’Epo seule. En revanche, le TNFa induit une augmentation du pourcentage de
cellules CD38+ de 50% et de I’expression du CD38 par cellule de 75% deés le jour 4 de
traitement des CSH (Figure 29). Ces résultats sont en corrélation avec les cellules
granulocytiques observées par MGG (Figure 26). Ainsi, la présence de TNFa dans le milieu de
culture se traduit par un effet négatif sur la voie de différenciation érythroide dans notre
systeme. L’action inhibitrice du TNFa n’est pas un effet généralisé puisqu’il n’affecte pas
négativement les autres voies testées.

Nous avons voulu vérifier la présence des cellules CD34+ au cours du traitement. Le
marqueur CD34 est analysé par cytométrie en flux sur des cellules traitées ou non pendant 4 et 9
jours. Le traitement des CSH par le TNFa ne modifie pas de maniére significative le
pourcentage de cellules CD34+ par rapport a I’Epo seule. Cependant, ce pourcentage diminue
au cours du temps dans les deux conditions de culture, traduisant un état différencié des cellules
(Figure 30).
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Figure 29 : Effet du TNFa sur différentes voies hématopoiétiques

Analyse de I’expression de différents marqueurs (CD11lb, CD4la et CD38) par
cytométrie en flux sur les CSH traitées pendant quatre (4J) et neuf (9J) jours avec ou sans
TNFa. Les histogrammes (gauche ; nombre d’événements en fonction de I’intensité de
fluorescence) correspondent & une analyse en cytométrie représentative de trois expériences
indépendantes. Les histogrammes (gauche ; MFI (mean fluorescent intensity) en fonction du
jour de traitement) correspondent a la moyenne + I’écart type des trois expériences
indépendantes. Test de Student : *P<0,05 et **P<0,01.
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Figure 30 : Evolution du marqueur CD34 au cours du temps de culture

Evaluation par cytométrie en flux de I’évolution de la population des progéniteurs
hématopoiétiques portant le marqueur CD34 (exprimé en pourcentage de cellules CD34+) aprés
quatre (4J) et neuf jours (9J) de traitement au TNFa. Les histogrammes (gauche ; nombre
d’événements en fonction de I’intensité de fluorescence) correspondent a une analyse en
cytométrie représentative de trois expériences indépendantes. L’histogramme (gauche ; MFI
(mean fluorescent intensity) en fonction du jour de traitement) correspond a la moyenne * I’

I’écart type des trois expériences indépendantes. Test de Student : **P<0,01
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Nous avons mis en évidence I’effet inhibiteur direct du TNFa sur I’érythropoiése des
progéniteurs érythroides CD34+ stimulés a I’Epo. Cette inhibition se traduit par une
diminution du taux de cellules hémoglobinisées en présence du TNFa, par I’absence des
modifications morphologiques qui caractérisent I’érythropoiese et par la diminution de la
présence de marqueurs érythroides spécifiques au cours du temps (CD36 et GPA). De
plus, nous avons mis en évidence que I’effet inhibiteur du TNFa est particulier a la voie
érythroide alors que le pourcentage de cellules CD34+ diminue au cours du temps en
présence ou en absence de TNFa, traduisant un état différencié des cellules. Dans notre

systeme, la fonction de I’Epo semble étre inhibée par le TNFa.
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4.4 Effet du TNFa sur I’érythropoiése au niveau moléculaire

4.4.1 Effet sur I’expression de génes érythroides spécifiques

Suite aux résultats indiquant I’impact de la cytokine pro-inflammatoire sur I’érythropoiese
au niveau cellulaire, nous avons voulu vérifier son effet sur I’expression de génes spécifiques
des cellules érythroides. Nous avons réalisé des PCR en temps réel sur les ARN totaux isolés a
partir de CSH traitées pendant 7 jours. Nous nous sommes intéressés a I’expression des génes du
récepteur & I’Epo (REpo), des globines a, p et y (HBAIlpha, HBBeta et HBGamma
respectivement), et de la Glycophorine A (GPA). Les résultats de PCR montrent une réduction
générale et significative des ces génes testés et spécifiquement impliqués dans I’expression du
phénotype érythroide. En revanche, I’expression des genes non érythroides et spéecifiques des
macrophages et des monocytes tels que le CD41 et le CD11b, n’est pas affectée de maniere
significative (Figure 31A).

Afin de confirmer nos résultats de PCR en temps réel, nous avons étudié I’effet du TNFa
sur I’expression protéique du REpo et des globines o, p et y dans des extraits de protéines
totales aprés 2, 3 et 4 jours de traitement (Figure 31B). Les résultats obtenus par Western blot
montrent une diminution de I’expression de ces protéines, conformément aux résultats obtenus
par PCR en temps réel. Cependant, I’expression de la y globine semble retrouvait un niveau

équivalent aux cellules non traitées apres quatre jours.
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Figure 31 : Effet du TNFa sur I’expression des génes érythroides: globines et REpo

A. L’extraction des ARN totaux a été réalisée au 7°™ jour de culture de CSH traités avec

ou sans 20 ng/mL de TNFa. Les résultats de la PCR en temps réel ont été normalisés par rapport

au gene de ménage GAPDH, et calculés par la méthode du AACT. GPA: Glycophorine A;

REpo: récepteur de I’Epo; HB: hémoglobine; globines a, p et y (HBAIpha, HBBeta et

HBGamma. Les données représentent la moyenne + I’écart type calculées a partir de quatre

expériences indépendantes. Test de Student *P<0,05 et **P<0,01.

B. Western blot réalisés a partir d’extraits de protéines totales de CSH aprés 2, 3 et 4

jours de traitement ou non au TNFa (20 ng/mL). Une expérience représentative parmi trois.
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4.4.2 Effet sur I’activite transcriptionnelle de GATA-1

Compte tenu du réle-clé du facteur de transcription GATA-1 dans le développement de
I’érythropoiese, de la diminution de I’expression de ses génes cibles décrits a la Figure 31 et des
résultats obtenus précédemment sur les lignées cellulaires (Morceau et al. 2006; Buck et al.
2008; Buck et al. 2009), nous avons étudié I’effet du TNFo sur son activité transactivatrice.
Pour ce faire, nous avons utilisé la lignée érythroleucémique humaine TF1, dépendante de
I’Epo. En absence d’Epo, le niveau protéique basal d’expression de GATA-1 dans cette lignée
est tres faible comme le montre la Figure 32A, en comparaison avec celle de la lignée humaine
érythroleucémique, HEL. Nous avons transfecté les cellules TF1 avec le vecteur d’expression
pXM-GATAL afin qu’elles expriment une protéine GATA-1 exogene. Ceci permet d’observer
I’effet du TNFa sur I’activité du facteur indépendamment de son niveau d’expression. Le
plasmide rapporteur pGL3-GATA-Luc qui contient trois séquences GATA en amont du gene de
la luciférase (Luc) a été co-transfecté. L’activité transactivatrice de GATA-1 a été évaluée en
présence ou en absence de TNFa. La Figure 32B montre une augmentation de deux fois
I’activité Luc apres surexpression de GATA-1 par rapport aux cellules non transfectées. Apres 2
h de traitement au TNFa, nous observons une diminution de I’activité Luc qui traduit I’effet
inhibiteur de la cytokine sur I’activité transcriptionnelle de GATA-1 (Figure 32B).
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Figure 32: Effet du TNFa sur I’activité transcriptionnelle de GATA-1

A. Western blot réalisé a partir d’extraits protéiques nucléaires de cellules TF1 cultivées
en présence de GM-CSF (GM) ou GM-CSF et TNFa (GM/TNF). Des extraits nucléaires de
cellules humaines d’érythroleucémie (HEL) ont été utilisés en tant que contrble positif
d’expression de GATA-1. ND : non déterminé

B. Activité relative de la Luciférase aprés transfection des cellules TF1 avec pGL3-
GATA-Luc. L’expression de GATA-1 est obtenue par cotransfection du vecteur d’expression
pXM-GATA-1. Les cellules transfectées sont traitées au TNFa (20 ng/mL) pendant 2 heures.
Les activités Luciférase (firefly pour I’activité de GATA-1 et Renilla utilisee comme controle
interne) sont évaluées par luminométrie. Les données représentent la moyenne + I’écart type de

trois expériences indépendantes. Test de Student **P<0,01 et ***P<0,001
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4.4.3 Effet sur I’expression des facteurs de transcription hématopoiétiques : GATA-1,
GATA-2, PU.1

Les résultats de transfections obtenus avec les cellules TF1 ont suggéré un réle potentiel
de GATA-1 dans le mécanisme d’inhibition de I’érythropoiese par le TNFa. Nous avons
souhaité étudier I’effet du TNFo sur I’expression du facteur GATA-1 dans les CSH. Les
analyses de I’expression de I’ARNm de GATA-1 par PCR montrent une augmentation
significative de 1,4 fois apres 4 jours de traitement (Figure 33). Des extraits nucléaires obtenus
aux jours 2, 3 et 4 de traitement au TNFa confirment par western blot I’augmentation de
I’expression de la protéine (Figure 34). Compte tenu du réle-clé du facteur GATA-1 dans la
régulation de I’expression des géenes érythroides, le maintien constant du niveau d’expression
élevé de GATA-1 en concomitance avec I’inhibition de I’érythropoiése, apparait contradictoire.
Cependant nous avons vu par transfection que son activité transactivatrice était inhibée en
présence de TNFa. Nous avons alors analysé I’expression des génes de facteurs de transcription
qui régulent négativement I’érythropoiese tels que GATA-2 et PU.1, un cofacteur de GATA-1
qui inhibe son activité. Ces deux facteurs sont également impliqués dans la stimulation de la
prolifération cellulaire, phénoméne que nous avons pu observer en présence de TNFa. Les
résultats de PCR en temps réel montrent que le traitement des CSH au TNFa, induit une
augmentation significative de 2,7 et 2,5 fois de I’expression des ARNm de GATA-2 et PU.1
apres 4 jours (Figure 33). Au vu de ces résultats, nous avons étudié I’effet du TNFa sur ces deux
protéines apres 2, 3 et 4 jours de traitement (Figure 35). En accord avec les résultats de PCR,
I’expression des protéines GATA-2 et PU.1 est augmentée des le jour 2 et se maintient jusqu’au
jour 4.

Afin de vérifier si I’effet du TNFo sur I'expression des facteurs de transcription est
dépendant du milieu de culture utilisé, les CSH ont été cultivées dans un deuxiéme milieu de
culture commercial (milieu différenciant 2) (cf. matériels et méthodes) dans les mémes
conditions que dans le milieu 1. L’expression de GATA-1 a été analysée dans les CSH cultivées
dans le milieu 2 et celle-ci ne varie pas de maniére significative aprés traitement au TNFa. En
revanche, comme dans le milieu 1, I’expression de GATA-2 et de PU.1 est augmentée (Figure
36). Quelque soit le milieu utilisé, I’expression des protéines GATA-2 et PU.1 est donc
augmentée, suggérant que I’effet inhibiteur du TNFa est corrélé a une surexpression de ces deux
facteurs nucléaires. Ce résultat montre que le niveau d’expression de GATA-1 n’est pas en
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cause dans I’effet du TNFa mais plutét son activité transcriptionnelle, ce qui est en accord avec
les résultats des expériences de transfections.
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Figure 33: Effet du TNFa sur I’expression des genes des facteurs de transcription :
GATA-1, GATA-2et PU.1

PCR en temps réel pour I’expression des genes de GATA-1, GATA-2 et PU.1.
L’extraction des ARN totaux a été réalisée au jour 7 de la culture des CSH traitées avec ou sans
20 ng/mL de TNFo. Les résultats ont été normalisés par rapport aux génes de ménage S14 et
GAPDH et calculés par la méthode du AAC+. Les données représentent la moyenne + I’écart

type de quatre expériences indépendantes. L’expérience a éteé réalisée quatre fois. Test de
Student : **P<0,01 et ***P<0,001
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Figure 34 : Effet du TNFa sur I’expression protéique du facteur de transcription:

GATA-1

Western blot réalisé a partir d’extraits protéiques nucléaires de CSH apres traitement

pendant 2, 3 et 4 jours avec 20 ng/mL de TNFa. L’actine f est utilisée comme contréle

interne. Une expérience représentative parmi trois.
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expeérience représentative parmi trois.
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Figure 35: Effet du TNFa sur I’expression protéique des facteurs de transcription
GATA-2et PU.1

Western blots réalisés a partir d’extraits protéiques nucléaires de CSH apres 2, 3 et 4

jours de traitement avec 20 ng/mL de TNFa. L actine f est utilisée comme contréle interne. Une
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Figure 36 : Effet du TNFa dans un le milieu difféerenciant 2

Western blots réalisés a partir d’extraits protéiques nucléaires de CSH aprés traitement
pendant 2, 3 et 4 jours avec 20 ng/mL de TNFo dans un milieu différenciant d’origine

commerciale différente (milieu 2). L’actine B est utilisée comme contrble interne. Une

expeérience représentative parmi trois.
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4.4.4 Effetsur I'interaction GATA-1/PU.1

Afin de corréler I’inhibition de [I’érythropoiese a [I’inactivation de GATA-1 et
I’augmentation de I’expression de PU.1 dans les cellules traitées au TNFa, nous avons voulu
évaluer par immunoprécipitation protéique I’interaction de GATA-1 avec PU.1l. Cette
interaction est connue pour bloquer la liaison de GATA-1 avec les sequences cis-régulatrices de
ses genes cibles. Nous avons immunoprécipité GATA-1 dans des extraits nucléaires (et
cytoplasmiques comme contrdle négatifs) de CSH traitées ou non traitées au TNFa, en présence
d’Epo. Les facteurs GATA-1 d’une part et PU.1 d’autre part, ont été révélés par western blot.
Des anticorps anti-GATA-1 (IgG) d’origines animales différentes ont été utilisés pour
I’immunoprécipitation et le western blot. Ceci permet d’éviter les réactions croisées avec
I’anticorps secondaire qui reconnait alors spécifiquement I’anticorps anti-GATA-1 utilise en
western blot mais pas celui utilisé pour I’'immunoprécipitation présent sur la membrane. Le
résultat montre qu’aprés quatre jours de traitement des CSH avec le TNFa, GATA-1 et PU.1 co-
immunoprécipitent (Figure 37). Cette expérience suggere une inhibition de [Pactivité
transcriptionnelle de GATA-1 et donc de I’érythropoiése.
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Figure 37: Evaluation de I’interaction GATA-1/PU.1

200 pg de protéines d’extrait nucléaires et cytoplasmiques (J4) sont utilisés pour
I’immunoprécipitation de GATA-1 afin de veérifier sa co-immunoprécipitation avec PU.1.
L’ immunoprécipitation est suivie d’un western blot utilisant des anticorps dirigés contre PU.1 et
GATA-1. L’anticorps anti-lgG de chévre est utilisé comme contréle. Une expérience

représentative parmi trois.
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4.45 Expression des génes spécifiques de la voie érythroide dans des cellules érythroides
GPA+ différenciées en présence du TNFa

Nous avons mis en évidence que le TNFo inhibe le développement des cellules
érythroides dans notre systeme. Cependant, les résultats de Benzidine, de cytométrie en flux et
de microscopie a fluorescence ont montré que cette inhibition n’est pas totale puisque des
cellules hémoglobinisées et GPA+, bien qu’en faible quantité apparente, sont encore présentes
apres traitement au TNFo. Nous avons voulu déterminer si I’expression des génes spécifiques de
la voie érythroide et des facteurs de transcription pouvaient étre affectée dans les cellules
différenciées ayant été en contact avec le TNFa. Les CSH CD34+ ont été cultivées pendant 9
jours en milieu différenciant en présence ou en absence de TNFa. Les cellules GPA+ ont ensuite
été isolées et les extraits cytoplasmiques et nucléaires analysés par western blot. Les résultats
indiquent que I’expression des genes de globines (., B, y) est réduite dans les cellules GPA+ qui
ont été en contact avec le TNFa. L’expression du facteur GATA-2 n’est pas modifiée alors que
celle de GATA-1 et de PU.1 reste elevée comme dans les extraits issues de culture de CD34+
aprés traitement (Figure 38). Ceci suggere que ces cellules GPA+ expriment des marqueurs
phénotypiques érythroides mais que la cytokine pro-inflammatoire a cependant limité ou ralenti
I’expression des génes érythroides cibles de GATA-1 dans ces cellules.

4.4.6 Effet du TNFa sur des cellules engagées dans la voie de différenciation érythroide

L’inhibition de I’érythropoiese dans notre systéeme a été observée a partir de populations
cellulaires CD34+. Afin de vérifier si le TNFa pouvait exercer son activité inhibitrice de
I’érythropoiese sur des cellules érythroides déja engagées dans la voie de différenciation, nous
avons choisi d’isoler les cellules GPA+ issues du sang de cordon avant tout traitement in vitro.
Ces cellules ont été mises en culture dans le milieu différenciant en présence ou non de
TNFo pendant quatre jours. L’expression des genes de globines et des facteurs GATA-1,
GATA-2 et PU.1 a été analysée par Western blots. Les résultats ont révélé une augmentation de
I’expression de GATA-2 et de PU.1 dans les cellules cultivées en présence de TNFa, suggérant
que celui-ci agit sur les facteur régulant I’érythropoiese des cellules érythroides déja engagées
dans la voie de différenciation. Au contraire, aucun effet n’est observé sur I’expression des

globines déja présentes, ce qui est en accord avec la stabilité des ARNm de globines (Ji et al.
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2007). Ces résultats confirment I’action spécifique et directe du TNFo sur les cellules
érythroides (Figure 39).
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Figure 38 : Expression des génes de globines et des facteurs de transcription dans
des cellules différenciées en présence de TNFa

Les cellules CD34+ ont été isolées et cultivées en milieu différenciant en présence ou en
absence de 20ng/mL de TNFo pendant 9 jours. Les cellules GPA+ ont été isolées et les extraits
nucléaires (GATA-1, GATA-2, PU.1) et cytoplasmiques (globines) ont été analysés par western

blot. L’actine { est utilisée comme contrdle interne. Une expérience représentative parmi trois.
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Figure 39 : Effet du TNFa sur des cellules érythroblastiques

Western blots réalisés a partir d’extraits de protéines nucléaires (GATA-1, GATA-2,
PU.1) et de protéines cytoplasmiques (globines) de cellules GPA+ aprés 4 jours de traitement au
TNFo (20 ng/mL). L’actine f est utilisée comme controle interne. Une expérience

représentative parmi trois.
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Au niveau moléculaire, I’expression des genes érythroides étudiés diminue en
corrélation avec les résultats obtenus au niveau cellulaire montrant I’inhibition de
I’érythropoiese. De méme, I’inhibition de I’activité transcriptionnelle de GATA-1 dans les
cellules TF1 par le TNFa va dans le sens d’une déficience de I’activité transactivatrice de
ce facteur. Dans les CSH traitées par le TNFa, I’expression de GATA-1 est modulée en
fonction du milieu de culture utilisé. Ces résultats suggérent que le TNFo n’exerce pas son
activité inhibitrice a travers I’expression de GATA-1 mais potentiellement par son activité.
En revanche, I’expression des inhibiteurs de I’érythropoiése, PU.1 et GATA-2 est stimulée
par le TNFa et ceci dans les deux milieux différenciants. L’interaction de GATA-1 avec
son inhibiteur PU.1 est augmentée. Les résultats vont dans le sens d’une inhibition de
I’activité transcriptionnelle de GATA-1, induite par le TNFa. De plus, le TNFa agit
directement sur les cellules érythroides et le processus de différenciation puisque son effet
inhibiteur est similaire dans des cellules érythroides isolées (GPA+), avec une
augmentation des facteurs GATA-2 et PU.1.
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4.5 Implication de la p38MAPK dans I’effet inhibiteur du TNFa

45.1 Corrélation entre I’activation de p38MAPK et I’hémoglobinisation des CSH

Les études réalisées par Buck et al., sur des lignées érythroleucémiques humaines, avaient
montré un réle potentiel de la p38MAPK dans I’inhibition de I’érythropoiese induite par le
TNFa (Buck et al. 2008). Nous avons vérifié I’effet de I’inhibiteur spécifique de la p38MAPK
(SB203580 ou SB) sur I’inhibition de I’érythropoiese par le TNFo dans notre systéeme. Les CSH
ont été prétraitées avec 10 uM de SB pendant une heure avant I’addition du TNFa (20 ng/mL)
pendant trois jours. Nous avons évalué le taux de cellules hémoglobinisées (cellules benzidine
positives) dans les différentes conditions de traitement. Les résultats montrent que le
pourcentage de cellules différenciées obtenu dans les cultures contrdles (Epo) est restitué
lorsque le SB est présent en méme temps que le TNFa. Cette expérience démontre que le SB
inverse en partie I’effet inhibiteur du TNFa sur la production de I’hémoglobine (Figure 40A).

4.5.2 Effet d’un inhibiteur de p38MAPK sur I’expression de REpo

Afin de confirmer I’activation de p38 par phosphorylation dans notre systeme, les CSH
ont été prétraitées une heure au jour 0 de la culture au TNFa et stimulées pendant 30 min avec
de I’Epo. Nous avons analysé I’expression de la p38MAPK et de sa forme phosphorylée par
western blot. Contrairement a I’Epo qui réduit I’activation de la p38 par rapport aux cellules
témoins non traitées (avant addition d’Epo et de TNFa), les résultats montrent que le TNFa
induit une forte et rapide augmentation de la phosphorylation de p38 aprés 1,5 h de traitement
dans les CSH (Figure 40B).

Nous avons confirmeé I’implication de cette voie dans I’effet inhibiteur du TNFa sur les
CSH, en utilisant I’inhibiteur spécifique de p38, SB. Le SB a été gjouté une heure avant le
TNFo. Les extraits protéiques réalisés apres trois jours de traitement ont été utilisés pour évaluer
I’expression du récepteur de I'Epo (REpo). Les résultats montrent que I’'inhibition de
I’ activation de p38 prévient I’ effet inhibiteur du TNFa sur I’ expression du REpo. De plus, le SB
seul est capable d'induire une augmentation de 2,3 fois de I’ expression de la protéine REpo
(Figure 40B).
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45.3 Effet de I'inhibition de p38MAPK sur I’interaction GATA-1/PU.1

Afin de corréler le réle de la p38 dans I'inhibition de I’ érythropoiese par le TNFa et
I’interaction de GATA-1 avec son inhibiteur PU.1, nous avons analysé I’effet du SB sur la

formation du complexe GATA-1/PU.1 dans les CSH traitées au TNFa. Nous avons prétraitées

les CSH une heure avec 10 uM de SB puis trois jours en présence de TNFa. Les extraits
nucléaires et cytoplasmiques ont été utilisés pour I’'immunoprécipitation de GATA-1 afin de
vérifier sa co-immunoprécipitation avec PU.1. Le résultat révele que I’addition du SB (E/T/S)
empéche I’interaction entre PU.1 et GATA-1 (Figure 41A). Nous avons confirmé par Western
Blot que la diminution de PU.1 observée dans I’experience de I’immunoprecipitation n’est pas
dde a la diminution de son expression (Figure 41B). Ces résultats indiquent que la p38 activée
permet la formation du complexe GATA-1/PU.1. Le TNFo pourrait ainsi inhiber I’activité
transcriptionnelle de GATA-1 en induisant son interaction avec PU.1 via I’activation de la
p38MAPK. De plus, il a été décrit que la p38 induit la phosphorylation de PU.1 (Wang et al.
2003), de sorte que nos résultats suggerent que cette phosphorylation pourrait étre impliquée

dans I’interaction avec GATA-1.
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Figure 40: Implication de p38MAPK

A. Test de Benzidine sur des CSH prétraitées ou non avec 20 ng/mL de TNFa et
stimulées pendant trois jours avec 2 U/mL d’Epo (E et E/T). L’inhibiteur SB203580 (S) a 10
MM est ajouté 1h avant le TNFo (E/S/T). L expérience a été realisée trois fois.

B. (Gauche) Analyse de I’expression de p38 et p38 phosphorylée (P38-P) par western
blot réalisé a partir d’extraits de protéines totales. Les CSH ont été traitées a JO pendant 1,5 h
avec 20 ng/mL de TNFa. L’Epo a été ajoutée 1h apres le traitement au TNFa. L’anticorps anti-
p38 est utilisé comme contrdle de dépot.

(Droite) Analyse de I’expression du récepteur a I’Epo (REpo) par western blot a partir
d’extraits de protéines totales de CSH prétraitées ou non avec 20 ng/mL de TNFa. Les cellules
ont été prétraitées avec 10 uM de SB203580 (SB) une heure avant le TNFa. Les extraits ont été
réalisés apres trois jours de traitement. L’actine B est utilisée comme contréle interne. Un

résultat représentatif sur trois expériences indépendantes est montré.
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Figure 41 : p38MAPK contribue a la formation du complexe GATA-1/PU.1 induit
par le TNFa

A. L’ immunoprécipitation de GATA-1 a été réalisée avec 200 pg de protéines d’extrait
nucléaires et cytoplasmiques aprés trois jours de traitement afin de vérifier sa co-
immunoprécipitation avec PU.1. Les cellules ont été traitées pendant une heure avant I’ajout du
TNFa, avec 10 pM d’inhibiteur spécifigue de la MAPKp38, SB203580 (S).
L’ immunoprécipitation est suivie d’un western blot utilisant des anticorps dirigés contre PU.1 et
GATA-1. L’ anticorps anti-IgG de chevre est utilisé comme contréle. Expérience réalisée deux
fois.

B. Westren blot réalise a partir des extraits nucléaires utilisés pour

I’immunoprécipitation protéique.
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La p38MAPK est rapidement activée par le TNFa dans les CSH et est impliquée
dans I’inhibition de I’érythropoiése. L’utilisation de son inhibiteur spécifique SB203580
permet de confirmer son role dans I’effet du TNFa puisqu’il augmente le pourcentage des
cellules capables de produire de I’hémoglobine ainsi que I’expression du REpo qui sont
diminueés sous I’action du TNFa. De plus, il semblerait que I’activation de la p38MAPK
soit impliquée dans I’interaction de PU.1 avec GATA-1 en accord avec I’inhibition de
I’activité transcriptionnelle de GATA-1 et de I’érythropoiese en générale.
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4.6 Effet du TNFa sur les miR régulant la balance GATA-1/GATA-2

Le réseau des miRs qui controle I’expression de génes impliqués dans I’hématopoiese joue
un role important. Dans un premier temps, nous avons décidé de vérifier la variation de miR qui
sont impliqués dans la régulation de I’érythropoiése. Nous avons ainsi étudié I’expression des
miRs qui composent le cluster miR144-451. L’ expression de ces miRs est régulée par GATA-1
et ils ont pour cible ’TARNmM de GATA-2, conduisant a une diminution de I’expression du
facteur de transcription. Nous avons utilisé la lignée TF1 dans laquelle I’inhibition de la
production d’hémoglobine et des génes érythroide-spécifiques est corrélée a I’inhibition de
I’activité transcriptionnelle de GATA-1 par le TNFa (Buck et al. 2009). Les cellules ont été
traitées pendant une heure au TNFa et stimulées pendant 6 et 24 h a I’Epo. Les résultats
montrent que I’expression des deux miR 144 et 451 diminue de maniere significative apres
traitement au TNFa (Figure 42). Ceci est en corrélation avec I’inhibition de I’activité
transcriptionnelle de GATA-1 mais aussi avec I’augmentation de GATA-2 apres traitement. De
ce fait, le TNFa pourrait provoquer un déséquilibre de la balance GATA-1/GATA-2 qui est
importante pour le bon déroulement de I’érythropoiése. Nous continuerons d’analyser
I’influence du TNFa sur d’autres miR impliqués dans I’érythropoiése dans des CSH (CD34+ et
CD36+) et dans des lignées érythroleucémiques, en présence d’Epo.
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Figure 42 : Effet du TNFa sur I’expression des miR 144-451

Les cellules TF1 ont été traitées pendant une heure au TNFa et stimulées pendant 6h et
24h avec I’Epo. Les ARNm totaux ont été extraits et analysés par PCR en temps réel pour
I’expression des miR 144 et 451. Les résultats ont été normalisés par rapport aux genes de
ménage RNU1A et RNUG6B et calculés par la méthode du AAC+. L’expérience a été réalisée
trois fois. Les données des histogrammes représentent la moyenne + I’écart type de trois

expériences indépendantes. Test de Student : *P<0,05 et ***P<0,001.
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La balance GATA-1/GATA-2 est perturbée au cours du temps dans les cellules TF1
traitées au TNFa. GATA-1 active I’expression des miR 144 et 451 qui eux mémes ciblent
I’ARNmM de GATA-2. L’expression des miR 144 et 451 diminue apres traitement au TNFa
et est en accord avec I’inhibition de I’activité transcriptionnelle de GATA-1. De plus ce
résultat est corrélé avec I’augmentation de I’expression de GATA-2.
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5 DISCUSSION

Le TNFa est généralement décrit comme un inhibiteur de la production de I’Epo au
niveau des reins dans le cas des anémies liées aux cancers ou aux maladies inflammatoires
chroniques. L’anémie est un symptdme récurrent chez ces patients (Mercadante et al. 2000) et il
est de plus en plus évident que le TNFa joue un rdle important dans ce phénomeéne (Buck et al.
2009). L’anémie provoque une altération de la qualité de vie des patients et diminue leur
pronostic vital (Caro et al. 2001). De plus, la cytokine pro-inflammatoire TNFa est retrouvée
dans le microenvironnement inflammatoire tumoral et a un effet inhibiteur sur I’érythropoiéese
(Johnson et al. 1989; Dai et al. 1998; Balkwill et al. 2001; Papadaki et al. 2002; Xiao et al.
2002; Balkwill 2004; Morceau et al. 2006; Buck et al. 2008; Buck et al. 2009).

La RhEpo utilisée actuellement pour corriger le taux d’hémoglobine est efficace, mais le
traitement est suspecté de provoquer une progression des tumeurs chez les patients cancéreux
(Littlewood et al. 2001; Leyland-Jones et al. 2005) et des thromboembolismes veineux (Bennett
et al. 2008; Samaras et al. 2008). Le traitement anti-TNFa pourrait quant & lui, augmenter le
risque de cancer et d’infection chez les patients atteints des maladies inflammatoires chroniques
(Scheinfeld 2004; Yan et al. 2006). D’autre part, chez certains patients anémiques la production
d’Epo n’est pas inhibée, de sorte qu’un traitement a la RhEpo n’a pas d’effet sur I’anémie.
Ainsi, il semble important de mieux connaitre les mécanismes moléculaires impliqués dans le
développement d’anémie induite par les cytokines pro-inflammatoires. Nous nous sommes
intéressés aux mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans I’inhibition de
I’érythropoiese par le TNFa. Nous avons choisi d’utiliser des cellules souches hématopoiétiques
(CSH) CD34+ comme modeéle. L’ensemble des CSH a été stimulé par I’Epo afin d’induire
I’érythropoiese in vitro et I’effet du TNFa a été étudié specifiquement sur cette voie de
différenciation, tout en observant son effet potentiel sur les autres branches de I’hématopoiése.

5.1 Choix du modéle

Les cellules portant le marqueur CD34 sont des CSH, ainsi que des progéniteurs
précocement retrouvés dans la voie de différenciation de I’érythropoiése. Ce marqueur est
retrouvé dans une large partie de la population des progéniteurs hématopoiétiques. Les CSH
sont des cellules multipotentes qui peuvent s’engager, sous I’action de différentes cytokines,
vers toutes les voies de différenciation et donner ainsi les différentes cellules sanguines. Les
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CSH peuvent étre trouvées dans la moelle osseuse, dans le sang circulant et dans le sang de
cordon ombilical. En prenant en considération que le prélevement de la moelle osseuse est
douloureux et que I’intervention est relativement lourde, la meilleure source de CSH pour des
études in vitro, est donc le sang. Le sang circulant est pauvre en CSH alors que le sang de
cordon ombilical en est riche. Nous avons choisi d’utiliser comme source de CSH CD34+, le
sang de cordon ombilical. Les cellules CD34+ ont éte isolées et mises en culture dans du milieu
dépourvu de sérum. Ce milieu est additionné d’un cocktail de cytokine et de facteur de
croissance comme I’IL3 et le SCF qui permettent aux cellules de survivre et de proliférer. Nous
avons validé ce systéme in vitro pour I’étude de I’impact du TNFa sur I’érythropoiése puisque
nous avons d’une part reproduit les différents stades de la différenciation érythroide apres
stimulation des cellules par I’Epo et d’autre part nous avons vérifié la capacité des CSH en
culture a répondre au TNFa par I’évaluation de I’activation du facteur de transcription NF-kB.

En effet, le TNFa via des récepteurs membranaires (TNFRI et I1), est capable de stimuler
la voie de signalisation conduisant a I’activation du facteur NF-xB (Aggarwal 2003). Le
TNFa induit fortement le dimere formé par les sous-unités p50 et RelA/p65 de NF-kB. Ce
dimeére séquestré dans le cytoplasme par son inhibiteur IxBa (Inhibitor of NF-kB) est libéré et
transloqué dans le noyau de la cellule sous I’effet du TNFa. Nous avons donc analysé la
capacité de la cytokine a induire I’activation de ce facteur dans les CSH en vérifiant sa présence
dans les extraits nucléaires par retard de migration sur gel. L’augmentation de ce facteur dans le
noyau indique que les cellules sont sensibles au traitement par le TNFa, validant ainsi le
modele. De plus, ceci suggere que le TNFo peut agir directement sur les CSH et conduire a des
modifications, notamment de leur état de différenciation. En effet, le facteur NF-xB a déja été
décrit comme un régulateur potentiellement négatif de I’expression des génes de globines (Liu
et al. 2003). Il est important de noter que dans nos conditions expérimentales, I’Epo n’induit pas
I’activation du facteur NF-xB, ce qui est en accord avec la littérature.

Nous avons choisi dans un premier temps de travailler sur I’ensemble des cellules CD34+
isolées sans sélectionner les progéniteurs érythroides afin d’observer I’effet du TNFo dans des
conditions les plus proches possibles de la réalité physiologique. De plus, ce choix a été motivé
par I’hypothese que le TNFa agirait sur les CSH avant tout engagement dans une voie de
différenciation.

Cependant, ce modele expérimental représente une simplification de la situation in vivo

puisqu’elle ne tient pas compte des autres cytokines et facteurs de croissance impliqués dans
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I’hématopoiése, ni des médiateurs de I’inflammation qui peuvent étre impliqués dans le
développement de I’anémie comme I’interféron-y (Libregts et al. 2011).

Le taux de pureté en cellules CD34+ dans la culture cellulaire a J-3 est de 95%. Les
doubles marquages CD34+/CD38+ et CD117+/CD38+ montrent une perte du marqueur CD38
au cours des trois jours en culture avant traitement. Ceci est attendu puisque I’expression du
marqueur CD38 disparait dans des cultures de courte durée alors que les cellules restent
capables de proliférer et de se différencier (von Laer et al. 2000). Afin de valider notre systéme
nous avons Vérifie que les cellules avaient conservé un statut de cellule non différenciées
pendant les trois premiers jours de culture. La présence de différents marqueurs spécifiques
précoces ou tardifs (CD10, CD11b, CD14, CD15, CD24, CD36, CD41, CD235/GPA) de
différentes voies hématopoiétiques a été observée a JO. Le milieu permet donc le maintien du
statut de CSH jusqu’a JO, jour du début de la stimulation par I’Epo. Ceci indique que I’'lIL3 et le
SCF n’ont pas d’activité inductrice de différenciation dans notre systéme. L’absence de ces
marqueurs dans la population cellulaire nous a également permis de valider notre modéle
expérimental in vitro pour étudier I’effet du TNFa sur I’érythropoiese. L’utilisation de I’Epo et
du cocktail de cytokine selon un protocole emprunté a Carlile et al., a permis de reproduire
I’érythropoiese in vitro et les différents stades morphologiques et phénotypiques qui la
caractérisent (Carlile et al. 2004). Dans notre étude, la progression des cellules dans la voie de
différenciation érythroide est en phase avec celle de ces auteurs puisqu’ils observent, comme
dans notre cas, les premiéres énucléations entre le 10°™ et le 13°™ jour de culture. Le jour J8
dans notre nomenclature correspond en effet au 12°™ jour de culture. Leurs analyses des
marqueurs spécifiques de cellules érythroides comme le CD36 et la GPA ont montré que toutes
les cellules correspondaient & des érythroblastes au 15°™ jour de culture, dont 30% en cours
d’énucléation. La capacité des CSH a se différencier jusqu’au stade terminal dans ce milieu
différenciant démontre que ce systeme de culture représente un modele valide de
I’érythropoiese.

5.2 TNFa et différenciation

L’effet inhibiteur du TNFa sur I’érythropoiése induite par I’Epo dans notre systéme a été
observé au niveau cellulaire dans un premier temps par la diminution du taux de cellules
hémoglobinisées (benzidine positives), I’absence de cellules érythroides matures (coloration
MGG) et la diminution des marqueurs CD36 et GPA qui sont spécifiques des cellules

érythroides. Ces observations ont pu étre corrélées au niveau moléculaire a I’inhibition de
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I’expression des genes tels que le récepteur a I’Epo (REpo) et les globines. Le REpo par son
interaction avec I’Epo, est en effet indispensable au déclenchement et au développement de
I’érythropoiese en jouant un role dans la régulation de I’expression du facteur GATA-1 (Chiba
et al. 1991), dans le maintien de la prolifération et de la survie des cellules. Les genes de
globines sont spécifiguement exprimés dans les cellules érythroides, et entrent dans la
composition du principal marqueur phénotypique de différenciation érythroide, I’hémoglobine.
La cohérence entre ces différents résultats a donc permis de mettre en évidence I’effet inhibiteur
du TNFa sur la différenciation érythroide des CSH CD34+ stimulées a I’Epo. Ces résultats sont
en accord avec ceux obtenus dans les lignées érythroleucémiques comme les K562, les HEL et
les TF1 (Morceau et al. 2006; Buck et al. 2008; Buck et al. 2009).

Tous les genes qui sont spécifiquement exprimés dans les cellules érythroides ainsi que de
nombreux genes impliqués dans la régulation de I’érythropoiése comme des facteurs de
transcription (Tall, GATA-1, GATA-2, EKLF, NFEZ2...) sont régulés par le facteur GATA-1. Il
était donc important de verifier I’effet du TNFa sur I’expression et I’activité de ce facteur dans
notre modele. Les études préalables menées au laboratoire sur les lignées cellulaires établies,
avaient pointé le réle de GATA-1 dans I’effet inhibiteur du TNFa avec une diminution de son
expression, notamment dans les cellules TF1 induites a se différencier par I’Epo (Buck et al.
2008).

Au plan moléculaire, le traitement des CSH par le TNFao induit une augmentation de
I’expression de I’ARNmM et de la protéine GATA-1 aprés 4 jours de traitement dans le milieu de
culture principalement utilisé (milieu 1). Dans le milieu 2, I’expression de GATA-1 n’est pas
significativement affectée par le TNFa. Ces résultats semblent étre en contradiction avec une
inhibition de I’érythropoiése compte tenu du réle prépondérant de GATA-1 dans les premiers
jours de I’érythropoiese. Nous nous sommes donc intéressés a I’effet du TNFo sur I’activité
transcriptionnelle de GATA-1. Les cellules TF1 expriment tres faiblement la protéine GATA-1
lorsqu’elles sont cultivées en présence de GM-CSF. L’expression d’une protéine exogene
obtenue par transfection transitoire d’un vecteur d’expression (pXM-GATAL) nous a permis de
montrer que le TNFa inhibe I’activité transcriptionnelle de GATA-1 indépendamment de son
niveau d’expression.

L’activité de GATA-1 est connue pour étre régulée au niveau post-traductionnel,
notamment par le facteur PU.1. En effet, PU.1 est décrit comme un régulateur transcriptionnel
de la myélopoiése (Tenen et al. 1997). Dans la lignée érythroide I’activité de PU.1 est réprimée

par GATA-1 qui entre en compétition avec le cofacteur de PU.1, c-Jun, ce qui est essentiel pour
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un développement normal de I’érythropoiése (Nerlov et al. 2000; Zhang et al. 2000; Chou et al.
2009). Au contraire, un haut niveau d’expression de PU.1 est connu pour réprimer I’activité de
GATA-1 et donc la différenciation érythroide (Yamada et al. 1998; Rekhtman et al. 1999;
Nerlov et al. 2000). Ainsi, I’inhibition réciproque des deux facteurs permet un équilibre crucial
entre I’engagement des cellules souches vers la différenciation érythroide et la différenciation
myéloide. Dans notre modele, I’expression du facteur PU.1 est fortement augmentée aux
niveaux de I’ARNm et de la protéine en présence de TNFa. Ces résultats ont été reproduits pour
I’expression de la protéine dans les deux milieux différents de culture sans sérum, de
prolifération et de différenciation. Le fait que I’expression de GATA-1, au contraire varie entre
ces deux milieux, suggére fortement que le niveau d’expression de ce facteur n’est pas en cause
dans I’effet inhibiteur du TNFa. En revanche, I’augmentation de PU.1 dans les deux milieux
nous a conduit a penser que ce facteur est impliqué dans I’inhibition de I’érythropoiése induite
par le TNFa en réduisant I’activité de GATA-1. Récemment, Libregts et al, ont montreé le réle
d’une autre cytokine pro-inflammatoire, I’interféron-y, dans I’inhibition de I’érythropoiése et le
développement d’anémie chez la souris. Leurs résultats montrent également que I’expression du
facteur GATA-1 n’est pas modifiée mais que I’interféron induit une surexpression du facteur
PU.1, expliquant en partie I’effet inhibiteur de la cytokine sur I’érythropoiese (Libregts et al.
2011). Dans les CSH différenciées par I’Epo et traitées par le TNFa, nous avons observé une
augmentation de la formation du complexe GATA-1/PU.1 en corrélation avec I’inhibition de la
différenciation érythroide.

Par ailleurs, nous avons pu observer I’activation rapide de la p38MAPK apres le
traitement des cellules CD34+ au TNFo. La p38MAPK est une sérine-thréonine kinase
importante dans I’érythropoiese (Wei et al. 2007; Scicchitano et al. 2008). En utilisant
I’inhibiteur spécifique de la p38MAPK, SB203580, nous avons confirmé le rdle de la
phosphorylation de la p38MAPK dans I’effet inhibiteur du TNFa. sur I’érythropoiése. Ceci avait
été également proposé par Buck et al. dans la lignée TF1 (Buck et al. 2008). De plus,
I’implication de p38MAPK comme médiateur de I’effet inhibiteur de I’IFNy et du TNFa in vitro
sur des cellules CD34+ a été également proposée par Verma et al. (Verma et al. 2002). Ainsi,
ayant constaté que le TNFa inhibait I'érythropoiése en corrélation avec la phosphorylation de
p38 et I’augmentation de I’interaction GATA-1/PU.1, nous avons pensé que les deux
événements pouvaient étre liés. En effet, la protéine PU.1 peut étre activée par phosphorylation
de la sérine 142 par la p38MAPK (Wang et al. 2003). Nous avons montré par
immunoprécipitation protéique que I’interaction de PU.1 avec GATA-1 est rompue en présence
de I’inhibiteur de p38MAPK. Ceci démontre que I’activation de la p38MAPK par le TNFa dans
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les CSH pourrait étre un élément clé dans la capacité du TNFo & inhiber I’érythropoiése,
notamment en favorisant la formation du complexe GATA-1/PU.1. Toutefois, le mécanisme
conduisant a la disparition du complexe GATA-1/PU.1 en présence du SB203580 n’est pas
connu. La phosphorylation de PU.1 par la p38MAPK est decrite comme activatrice de sa
fonction de facteur de transcription mais a notre connaissance, aucune étude n’a démontré un
r6le de cette phosphorylation dans la liaison de PU.1 avec d’autres protéines.

En paralléle, nous avons observé par les colorations MGG et la cytométrie en flux la
presence de cellules monocytaires et granulocytaires. Nous supposons que le TNFa dirigerait les
CSH CD34+ vers la différenciation granulo-monocytaire tout en inhibant la voie érythrocytaire.
En effet, nous avons testé plusieurs marqueurs spécifiques pour chacune des voies de
différenciation de I’hématopoiése. La présence de cellules portant le marqueur CD38 est plus
importante dans la population traitée au TNFo. Ce marqueur est caractéeristique des basophiles,
des monocytes, des progéniteurs hématopoiétiques, des lymphocytes T (LT) actifs et LB
(http://pathologyoutlines.com/cdmarkers.html). De plus, PU.1 jouant aussi un role dans les
autres voies de I’hématopoiese, il pourrait en collaboration avec d’autres cofacteurs comme
C/EBPaq, Ikaros, GATA-3 et Lmo2 stimuler d’autres voies de différenciation tout en inhibant
celle de I’érythropoiese (Figure 5). En effet, I’augmentation de I’expression de PU.1 est en
accord avec I’augmentation du phénotype granulo-monocytaire observé dans notre systéeme
apres traitement au TNFo.

D’autre part, nous avons pu constater que [Peffet inhibiteur du TNFa sur le
développement des cellules érythroides n’était que partiel puisque des cellules hémoglobinisées
ou qui expriment la GPA sont encore présentes aprés neuf jours de traitement au TNFa.
Cependant, les résultats de cytométrie en flux exprimés en MFI suggerent que le taux
d’expression de la GPA dans les cellules est diminué de 60% aprés les neuf jours de traitement.
L’expression des globines dans les cellules GPA+ isolées apres neuf jours de traitement va
également dans le sens d’une diminution. Dans ces cellules, le facteur PU.1 est maintenu a un
niveau d’expression plus élevé que dans les cellules cultivées en présence d’Epo seule, en
accord avec une réduction de I’expression des génes érythroides cibles de GATA-1. Il semble
donc que des marqueurs phénotypiques érythroides soient détectables dans des cellules traitées
au TNFo mais que I’expression des génes soit néanmoins réduite dans ces cellules.

Afin de pouvoir affirmer que I’inhibition de I’érythropoiése est due a un effet direct du
TNFa sur la lignée érythroide, nous avons étudié I’effet de la cytokine au niveau moléculaire sur
des cellules érythroides en culture. Ainsi, il était intéressant d’étudier I’effet du TNFa sur une

population isolée de cellules GPA+ car ces cellules sont déja engagées dans la voie de
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différenciation érythroide. La trés nette augmentation de PU.1 et de GATA-2 aprés quatre jours
de traitement montre que le TNFo agit de maniere directe sur les cellules érythroides en
modulant les facteurs de transcription. Au contraire, I’expression des globines reste invariable
aprés traitement des cellules déja engagées dans la différenciation érythroide, ce qui est en
accord avec la grande stabilité des ARNm de globine (Ji et al. 2007). Ceci suggére que le
spectre d’action du TNFa est assez large puisque outre les CSH il peut atteindre des cellules a
un stade plus tardif de I’érythropoiése.

Le bon déroulement de I’hématopoiése nécessite un équilibre finement régulé entre les
facteurs GATA-1 et GATA-2. Cet équilibre peut étre contr6lé par différentes voies. En
particulier, GATA-2 est surexprimé en absence de GATA-1 (Weiss et al. 1994) et des études
approfondies sur la régulation des génes cibles de GATA-1 ont révélé que le gene de GATA-2
était réprimé par GATA-1 (Shirihai et al. 2000; Rylski et al. 2003). Weiss et al. ont démontré
que le niveau d’expression de I’ARNmM de GATA-2 était considérablement augmenté dans les
progéniteurs érythroides déficients en GATA-1 (Weiss et al. 1995). La description du
mécanisme démontre que la transcription du géne de GATA-2 est regulée par GATA-2 lui
méme en association avec le facteur CBP, favorisant I’acétylation du géne. Une surexpression
de GATA-1 déplace le complexe GATA-2/CBP de son site sur le promoteur de GATA-2, ce qui
entraine une repression de la transcription du gene de GATA-2 (Ferreira et al. 2005; Ferreira et
al. 2007). Nous avons montré que I’expression de ’ARNm de GATA-2 est trois fois plus
importante que celle de GATA-1 dans les CSH cultivées en milieu différenciant en présence de
TNFa. Nos résultats montrent également une augmentation de I’expression de GATA-2, qui
pourrait donc résulter de I’inhibition de I’activité de GATA-1 dans notre systéme. Dans une
étude de La Ferla et al. il a été démontré que le TNFa pouvait induire I’expression du facteur
GATA-2 dans les cellules d’hepatocarcinome HepG2 (La Ferla et al. 2002). Comme pour le
facteur PU.1, I’expression de la protéine GATA-2 est augmentée dans les deux milieux de
culture, ce qui suggere également une implication de GATA-2 dans I’effet inhibiteur du TNFa
sur I’érythropoiese. En effet, il est bien établi que la surexpression du facteur GATA-2 induit
I’inhibition de I’érythropoiése et I’activation de la mégacaryopoiése (Briegel et al. 1993,
Ikonomi et al. 2000) en absence de GATA-1 (Kulessa et al. 1995; Huang et al. 2009). Sachant
que dans I’érythropoiese, I’expression de GATA-1 évolue au cours du processus de maturation
avec un pic au stade CFU/proérythroblaste (Ferreira et al. 2005; Ferreira et al. 2007), et que par
ailleurs, GATA-2 est seulement surexprimé aux stades plus précoces pour assurer la
prolifération cellulaire, il semble évident que le TNFa agit sur la balance GATA-1/GATA-2
pour perturber la différenciation érythroide.
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D’autre part, cet équilibre peut étre régulé par I’expression de miRNA spécifiques. Nous
avons démontré dans la lignée TF1, que I’expression des miR 144 et 451 qui est régulée par
GATA-1 (Dore et al. 2008) est inhibée sous I’action du TNFa. Ces résultats sont en accord avec
I’augmentation de I’expression de GATA-2 puisque ces miR ciblent I’ARNm de ce facteur en le
déstabilisant (Pase et al. 2009). Par conséquent, le réseau des miR impliqués dans le maintien de
I’équilibre entre GATA-1 et GATA-2 est perturbé par le TNFa et peut donc s’ajouter a d’autres
effets induits par la cytokine sur I’érythropoiese. Il sera intéressant d’approfondir le réle du
TNFa sur le réseau des miR impliqués dans la régulation de I’érythropoiese.

Compte tenu du rdle des deux facteurs de transcription GATA-2 et PU.1 dans la régulation
négative de I’érythropoiése, ces résultats nous ont suggéré que I’effet inhibiteur du TNFa était
probablement associé a leur surexpression. De maniére évidente, cette hypothese implique le
facteur GATA-1 dont la répression de I’activité entraine une réduction de I’expression des génes
spécifiques de la voie érythroide.

5.3 TNFa, prolifération et survie des CSH

Il est clairement établi que la capacité des cellules a proliférer diminue & mesure qu’elles
progressent vers le stade terminal de différenciation. Dans notre systeme nous observons une
augmentation de la prolifération des cellules CD34+ stimulées a I’Epo lorsqu’elles sont traitées
au TNFa. En méme temps, dans ces conditions de culture, nous avons constaté la présence de
nombreuses cellules érythroblastiqgues immatures aprés plusieurs jours de culture.
L’augmentation de la prolifération des progéniteurs érythroides immatures ainsi que des
progéniteurs hématopoiétiques est fortement maintenue en corrélation avec la surexpression du
facteur GATA-2 (Tsai et al. 1997) mais aussi de STAT5 (Matsumura et al. 1999; Socolovsky et
al. 2001 ). Nous avons mis ceci en évidence dans notre modele de culture de CSH. L’activation
constitutive de STAT5 conduit a I’augmentation de I’auto-renouvellement et de la prolifération
des progéniteurs hématopoiétiques (Schuringa et al. 2004; Wierenga et al. 2008). De plus, la
voie JAK2/STATS est déja connue comme étant impliquée dans I’érythropoiése puisque les
souris STATS5 -/- sont déficientes en érythroblastes et leur survie est diminuée (Socolovsky et al.
2001). STATS régule I’expression de Bcl-xL, une protéine anti-apoptotique et la Cycline D1
une protéine jouant un réle dans la prolifération cellulaire, toutes les deux importantes pour la
survie et I’auto-renouvellement des progéniteurs érythroides (Testa 2004).

Les résultats obtenus par gel-retard confirment I’implication de STAT5 dans I’inhibition

de I’érythropoiése par le TNFao dans notre systeme in vitro. La phosphorylation rapide de
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STATS est également augmentée suite au traitement au TNFa. Cette phosphorylation induit a
son activation, qui se traduit par sa dimérisation, sa translocation nucléaire et son activité
transcriptionnelle envers ses genes cibles. Nous avons confirmé que la tyrosine kinase JAK2,
I’acteur principal en amont de STATD, est activé puisque sa phosphorylation augmente sous
I’effet du TNFa. De plus, I’expression protéique du gene cible de STATS5, la Cycline D1 est
augmentée suite au traitement avec le TNFa. Au contraire, les résultats ont montré que
I’expression de Bcl-xL reste invariable. 1l a réecemment été démontré par Wierenga et al. que les
cellules CD34+ ayant une activité constitutive de STAT5 et une expression reprimée de GATA-
1, présentent une augmentation de leur prolifération (Wierenga et al. 2010).

Se basant sur les résultats qui indiquent une augmentation de PU.1, nous avons vérifié
I’expression de son géne cible aux effets anti-apoptotiques, Mcl-1. Nous avons pu démontrer
que I’expression protéique de Mcl-1 augmente avec le traitement au TNFo dans notre systeme.
Ces résultats vont dans le sens d’une augmentation de la prolifération des CSH et de leur survie
en présence du TNFa. De plus, il a été récemment montré que PU.1 favorise la prolifération des
cellules érythroides tout en inhibant leur différenciation via I’activation de la CDK6 qui en
association avec la Cycline D1 jouent un réle important dans le déroulement de la phase G1 du
cycle cellulaire (Choe et al. 2010).

Nous avons voulu par la suite étudier plus en détail les acteurs impliqués dans la
prolifération et la progression du cycle cellulaire. Dans ce but nous avons Vérifié I’expression de
c-Myc dont le niveau d’expression peut déterminer I’orientation des cellules vers la prolifération
ou la différenciation érythroide terminale. Plus précisément, la diminution de c-Myc dans les
phases tardives de la différenciation érythroide est corrélée avec la désacétylation globale des
histones, processus indispensable a la condensation nucléaire dans les érythrocytes et
I’énucléation (Jayapal et al. 2010). C-Myc est un proto-oncogene régulé négativement par
GATA-1 et il exerce un rétrocontrdle négatif dans les cellules en cours de différenciation en
jouant ainsi un rdle dans la balance entre les processus de différenciation érythroide et
mégacaryocytaire (Guo et al. 2009). Nos résultats ont montré une augmentation de son
expression en présence de TNFa. La protéine c-Myc contrdle négativement I’expression de
I’inhibiteur du cycle cellulaire p27 a la fin du processus de différenciation (Obaya et al. 2002;
Acosta et al. 2008). Dans notre modeéle I’expression de p27 diminue et ceci est en corrélation
avec I’augmentation de c-Myc et la prolifération des cellules sous I’effet du TNFo.
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6 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nos résultats ont révélé un effet du TNFa sur les progéniteurs hématopoiétiques (cellules
CD34+) ainsi que sur les cellules érythroides (cellules GPA+) en présence d’une concentration
d’Epo différenciante. Ces résultats nous ont permit de mettre en évidence I’effet direct du TNFa,
sur les progéniteurs hématopoiétiques. Par ailleurs, Tsopra et al. ont récemment étudié le taux
de TNFa chez des patients atteints de leucémie lymphoide chronique (LLC), anémiques ou non.
Leurs résultats confirment I’effet direct du TNFa sur les progéniteurs érythroides (Tsopra et al.
2009).

En prenant en considération nos résultats, nous pouvons suggérer que le TNFa agirait sur
plusieurs acteurs différents, impliqués dans I’érythropoiese. Son action peut étre inhibitrice,
comme nous I’avons montré sur I’activité transcriptionnelle de GATA-1, ou activatrice en
surexprimant GATA-2. Elle peut également étre directement ou indirectement liée a GATA-1
par la surexpression de son inhibiteur PU.1, ou par celle de GATA-2. Le fait est que le TNFa
entraine un déséquilibre dans la subtile régulation de la balance GATA-1/GATA-2, qui est un
élément crucial pour le développement normal des progéniteurs érythro/mégacaryocytaires. Nos
résultats proposent que la p38MAPK est impliquée dans ce déséquilibre. Les mécanismes de
prolifération et de mort cellulaire qui sont étroitement liés a la progression des cellules dans les
différents stades de différenciation sont également affectés. Notamment, la voie JAK2/STAT5S
semble étre précocement suractivée dans les CSH par le TNFa. L'ensemble des événements
cellulaires et moléculaires rapportés ont été observé dans des conditions de culture
différenciantes en présence d’Epo. Ceci implique que le TNFa agit globalement en inhibant
d’abord I’activité de I’Epo et de son récepteur REpo. Il en résulte dans ce cas précis, qu’un
traitement de patient anémique avec une forme de RhEpo serait probablement sans effet. En
effet, une étude effectuée sur 35 patients cancéreux anémiques a démonté que des niveaux
sériques élevés de TNFa et d’IL6 sont significativement corrélé avec une faible réponse au
traitement RhEpo. De plus, les autres paramétres évalués ne différent pas (niveau d’Hb, analyse
sanguine). 1l en résulte que I’évaluation de ces deux paramétres avant traitement peut étre
utilisée comme outil de prediction a la réponse au traitement au RhEpo (Pavese et al. 2010).

En conclusion, le TNFa perturbe I’agencement harmonieusement orchestré des médiateurs
de I’hématopoiése, favorisant le désordre et conduisant a une érythropoiése incompléte qui se
traduit par I’apparition d’anémie.
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Perspectives

Nous avons démontré I’'implication de la p38MAPK dans [I’effet inhibiteur du
TNFa sur I'érythropoiese. Nous poursuivrons ce projet par I’étude de I’effet du TNFa sur
I’acétylation de GATA-1, GATA-2 et de la sous-unité p65 de NF-kB. L’acétylation de ces
facteurs de transcription est en effet nécessaire a leur activité transcriptionnelle et est
dépendante de I’activation de I’histone acétyl transférase p300 qui est elle méme activée
par la p38MAPK.

Nous nous intéresserons aux autres voies de signalisation cellulaires stimulées par
I’interaction Epo/REpo telle que la voie PIBK/AKT et la voie des caspases.

Nous étudierons I’effet du TNFo sur des miRNA impliqués dans I’érythropoiése en
relation ou non avec GATA-1. Ces expériences seront menées préférentiellement dans des
progéniteurs érythroides sélectionnés positivement pour le marqueur érythro-spécifique
CD36.
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ABSTRACT

Many physiological perturbations can cause anemia. In cancer patients, activation of the immune system
leads to the production of proinflammatory cytokines including tumor necrosis factor alpha (TNFa), that
have been shown to inhibit red-cell production via poorly understood mechanisms. Treatment of anemia
by human recombinant erythropoietin (EPO) is strongly suspected to induce tumor growth.

This study focuses on the mechanisms involved in TNFa-mediated inhibition of erythropoiesis. CD34"
hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) were isolated from human cord blood. Erythropoiesis was
achieved in vitro by stimulating cells with EPO. We show that TNFa clearly affected erythroid
development, as assessed by May-Griinwald/Giemsa staining, flow cytometry analysis and fluorescent
microscopy. The amount of hemoglobin-producing cells as well as the expression of GATA-1 target
erythro-specific genes (EPO receptor, glycophorin A and globins) was found decreased after TNFa
treatment of HSPC. In correlation, TNFa induced the expression of the transcription factors GATA-2 and
PU.1, described as inhibitors of erythropoiesis. In this regard, TNFa promoted the formation of the GATA-
1/PU.1 complex that has been reported to block the transcriptional activity of GATA-1. Our results clearly
demonstrate that TNFa prevents EPO-mediated erythropoiesis of HSPC as an early event, by directly

affecting erythroid cell development.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The majority of tumors are largely infiltrated by inflammatory
cells, such as myelo-monocytes and macrophages [1]. In response
to the inflammatory environment, these cells produce inflamma-
tory mediators including chemokines and cytokines. These
mediators are tightly associated with cancer progression in
combination with genetic alterations [2]. One of them, the tumor
necrosis factor alpha (TNFa), is widely found in the inflammation-
associated cancer microenvironment [3-6]. Interestingly, because
TNF« is commonly present in cancer and inflammatory diseases, it
has been implicated in cancer- and inflammation-related anemia.
Indeed, patients suffering from cancer and chronic inflammation
are often anemic [7]. Moreover, in vitro and in vivo studies have led
to the conclusion that TNFa inhibits hematopoietic progenitors
from undergoing erythroid differentiation [8-15]. Anti-TNFa
treatment is effectively used for the treatment of chronic
inflammatory diseases, but leads to increased risk of infection
[16,17]. Despite the beneficial effects of anti-TNFe, this treatment
may promote different types of cancers [18,19].

* Corresponding author. Tel.: +352 2468 4040, fax: +352 2468 4060.
E-mail address: marc.diederich@lbmcc.lu (M. Diederich).

0006-2952/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Several events may trigger anemia, including iron deficiency,
hemolysis and hemorrhage. In non-hematopoietic cancer, anemia
can also result from the activation of the immune system with the
release of inflammatory cytokines that affect red-cell production
in patients. So far, one well described effect of cytokine release is
the reduction of erythropoietin synthesis by kidneys [20]. In this
specific case, anemia is usually treated with human recombinant
erythropoietin (EPO). Nevertheless, this treatment addresses only
the symptoms, not the cause of the anemia. Furthermore, EPO can
provoke cardiovascular and thrombo-embolic side effects, as well
as possible tumor progression [21-24]. Indeed, cancer cells in
many tumor types express the erythropoietin receptor (EPOR)
[25], and the interaction between erythropoietin and the EPOR
can activate the expression of genes implicated in angiogenesis
and cell proliferation [26]. Additionally, anemic patients without
erythropoietin deficiency do not respond to EPO treatment
[27,28].

Erythropoiesis is a tightly regulated process by which red blood
cells are generated from hematopoietic stem and progenitor cells
(HSPCs). The development and maturation of erythroid cells
requires erythropoietin, which activates several signaling path-
ways by acting on its specific receptor, EPOR [29,30]. These
pathways are involved in cell proliferation, survival and differen-
tiation [31-34]. Erythropoiesis is regulated by the combined action
of transcription factors [35,36]. Indeed, the expression of erythroid
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specific genes is regulated by the major erythroid transcription
factor, GATA-1 [37], which is involved in the terminal maturation
and survival of erythroid cells. As previously shown, erythropoiesis
is arrested when GATA-1 is inactivated, which leads to increased
susceptibility of mouse embryos to death by anemia [38,39].
GATA-2, another member of the GATA family of transcription
factors, acts as a balance to GATA-1 and is crucial during the
earliest stages of erythropoiesis [40]. In addition, GATA-2 controls
the self-renewal of erythroid progenitors in bone marrow [40-42].
These two factors act dynamically on hematopoietic progenitors
during erythroid commitment [43,44].

GATA-1 transcriptional activity is also modulated by co-
factors [37] and post-translational modifications [42]. One
GATA-1 co-factor of interest is PU.1/SPil, from the Ets-family
of transcription factors, that plays a critical role in the balance
between myelo-monopoiesis and lymphopoiesis on the one side,
and erythropoiesis on the other side [45]. Indeed, PU.1 and
GATA-1 can physically interact in progenitor cells, leading to
inactivation of GATA-1 and therefore the down-regulation of
erythroid specific genes [46].

The mechanisms involved in TNFoa-mediated inhibition of
erythropoiesis are not fully understood. Our previous studies
showed that TNFa inhibits erythroid differentiation of human
leukemia cell lines in culture. This suggests that the cytokine can
act directly on hematopoietic cells independently from erythro-
poietin deficiency. We reported that TNFa prevented the induction
of erythroid differentiation in correlation with decreased expres-
sion of erythroid-specific genes and perturbations to the balance
between GATA-1 and GATA-2 [13-15].

In the present work, we studied the effect of TNFa on the
development of CD34" HSPCs in the presence of EPO. In this
model, different steps of erythropoiesis were successfully
reproduced in vitro. We show that, in the heterogeneous cell
population that constitutes the CD34" HSPC culture, TNFa acts
on EPO-treated HSPCs by perturbing erythroid development.
This effect was found to correlate with changes in the key
transcription factors, GATA-1, GATA-2 and PU.1. Moreover the
direct effect of TNFa on erythroid progenitors has been
confirmed by analyzing erythrospecific markers in isolated
erythroid (GPA") cells.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture and treatment

Human umbilical cord blood was obtained from the Clinique
Bohler in Luxembourg. For ethical reasons, cord blood cells were
collected with written informed consent for use in research in
agreement with the National Committee of Research Ethics in
Luxembourg. The blood was collected in heparinized tubes. The
mononucleated cell fraction was isolated using Ficoll™ (GE
Healthcare, Roosendaal, The Netherlands) density gradient medi-
um. CD34" HSPCs or GPA" cells were selected using magnetic cell
sorting. Purification was performed following the manufacturer’s
instructions (MACS Miltenyi, Utrecht, The Netherlands). The
average purity of the cells obtained was around 96% of CD34" cells.

After isolation, the cells were cultured in serum-free culture
medium for cell expansion and erythroid differentiation (Stem Cell II,
Sigma-Aldrich, Bornem, Belgium), to which a cytokine cocktail
containing Interleukin 3 (IL3, Reliatech, Wolfenbiittel, Germany) and
stem cell factor (SCF, Reliatech) was added. Interleukin 3 (10 ng/mL)
was added together with SCF (10 ng/mL) for 3 days following CD34"
cell enrichment. Erythroid differentiation was achieved by adding
2 U/mL human recombinant erythropoietin (EPO) (Eprex, a kind gift
of Janssen-Cilag) to the medium. EPO was added on day 0, whereas
IL3 was removed on day 4 and SCF was removed on day 6. The

medium was also supplemented with L-glutamine and penicillin/
streptomycin (Lonza, Vervier, Belgium). The cells were maintained at
2 x 10° cells/mL. TNFo (20 ng/mL; ReliaTech) was added 1 h before
EPO (Fig. S1A).

TF1 cells were provided by DSMZ (Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen; Braunschweig, Germany).
These cells were cultured and treated as previously described
[13]. All cells were kept in 5% CO, at 37 °C.

2.2. Assays of cell proliferation, viability, morphology and erythroid
differentiation

Cell number and viability were assessed using trypan blue dye
exclusion. For evaluation of cell morphology, cytospin prepara-
tions were stained with May-Griinwald/Giemsa solution (Merck,
Leuven, Belgium). Benzidine staining was used to detect the
pseudoperoxidase activity of hemoglobin in cells. Images were
collected with a Leica DM 2000 microscope.

2.3. Flow cytometry

HSPCs (2 x 10°) were washed three times in PBS, before
incubation with 5 pL of antibody for 90 min at 4 °C. FITC-labeled
CD34 (clone 8G12) and CD41a (clone HIP8), PE-labeled CD11b
(clone D12), CD36 (clone CB38), and CD38 (clone HB7) and PE-
Cy™5-labeled GPA (235a; clone HIR2) antibodies were used (BD
Biosciences, Erembodegem, Belgium). The corresponding iso-
type control antibodies (BD Biosciences) were used to set the
gating levels. The samples were fixed with 2% formaldehyde
after being washed twice with 1x PBS. Analysis was performed
on a FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences). The
statistical analysis was based on 10,000 events per sample
using Flow]Jo® software (version 8.8.7, Tree Star, Ashland
Oregon, USA).

2.4. Fluorescence microscopy

HSPCs (5 x 10°) were washed three times in PBS. Cell pellets
were then resuspended in 100 L of 1x PBS containing 3 L of GPA
antibody (235a; clone HIR2; BD Biosciences) and incubated for 2 h
at 4 °C. After washing three times with 1x PBS, cells were fixed
with 2% formaldehyde and stained with Hoechst 33342 (1 j.g/mL;
Merck, Leuven, Belgium). Five microliters of stained cells were
mounted on slides and observed with an Olympus CellM
fluorescent microscope (Aartselaar, Belgium).

2.5. Western blotting

Upto4 x 10% HSPCs were used to prepare nuclear, cytoplasmic
and total protein extracts, as previously described [15]. Denatured
proteins (10 pgor 20 g) were separated on an SDS-PAGE gel. The
proteins were transferred to a PVDF membrane that was then
saturated for 1 h in 5% BSA or non-fat dry milk in PBS-Tween20
(PBS-T). The membranes were probed with antibodies against
GATA-1 (C20X), GATA-2 (H-116), PU.1 (T-21), EPOR (M20), a-
globin, B-globin, y-globin (Santa Cruz Biotechnology, Tebu Bio,
Boechout, Belgium) and 3 actin (AC-15, Sigma-Aldrich). After
washing with PBS-T, the membranes were incubated with
peroxidase-conjugated antibodies (Santa Cruz Biotechnology).
The proteins were then visualized using chemiluminescence
detection (ECL, GE Healthcare) and were revealed by autoradi-
ography. Chemiluminescence was analyzed with the Kodak image
station 440 CF (Kodak, Analis, Suarlée, Belgium) and quantified
with the Kodak 1D image analysis software. The fold change of
relative protein expression was normalized to the internal
control, 3 actin.
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2.6. Immunoprecipitation assays

Immunoprecipitation assays were performed using MACS
protein G microbeads from MACS Miltenyi. Two hundred
micrograms of nuclear and cytoplasmic proteins obtained from
primary hematopoietic cells were incubated with 100 pL of
protein G beads and 2 pg of GATA-1 (C20X) antibody (Santa
Cruz Biotechnology). This mixture was mixed gently overnight
at 4 °C. The immune complex was immobilized in a microMACS
separation column and isolated according to the manufacturer’s
instructions. Immunoprecipitated proteins were loaded in an
SDS-PAGE electrophoresis gel followed by western blot
with GATA-1 (N1) and PU.1 (T-21) antibodies (Santa Cruz
Biotechnology).

2.7. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Ten micrograms of nuclear extracts from TF1 or HSPCs were
incubated for 30 min on ice with [32P]ATP-labeled oligonucleo-
tides in a reaction mixture containing protease inhibitors, 10 mM
Tris—HCI, pH 8.5, 5% glycerol, 50 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM
DTT, 1 mM MgCl,, 2.5 mM poly(dI-dC), 0.2 mg/mL BSA and 4 mg/
mL spermidine. For supershift the nuclear extracts and labeled
oligonucleotide probes were incubated with the reaction mixture
for 30 min on ice prior to 30 min incubation with 2 g p50
(H119X) and p65 (C20X) antibodies (Santa Cruz Biotechnology).
The sequence of the NFkB probe was: sense 5'-AGTTGAGG-
GACTTTCCCAGGC-3'. The corresponding binding site is under-
lined. Annealing and labeling was performed as described
previously [15].

2.8. Real time PCR

RNA was extracted from 3 x 10° EPO-stimulated CD34" cells
treated with TNFa or left untreated, using Trizol (Invitrogen,
Merelbeke, Belgium) and cleaned using RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Venlo, The Netherlands). RNA quantity was measured by
spectrophotometry (Nanodrop® ND-1000).

The RT? PCR Array First Strand Kit (SuperArray, Tebu-Bio,
Boechout, Belgium) was used to synthesize cDNA from 1.5 pg of
RNA according to the manufacturer’s instructions. Real time PCR
was performed using a customized RT? Profiler PCR Array System
kit and the primers listed in Table S1 according to the
manufacturer’s instructions. The samples were analyzed in a
7300 Real Time PCR system (Applied Biosystems, Halle, Belgium).
The results were calculated using the ACT method and were
normalized to the GAPDH housekeeping gene.

2.9. Transient transfection assays and plasmids

TF1 cells (3.75 x 10%) were electroporated using the Gene
Pulser (BioRad, Nazareth, Belgium). Each pulse was made at
250V and 950 wF with 5 g of DNA in a medium added to 0.1%
SVF. The reporter plasmids under the control of GATA-1 are
pGL3-GATA-Luc [47] whereas the Renilla-expressing pHRG-TK
plasmid (Promega, Leiden, The Netherlands) was used as an
internal control. The pXM-GATA1 expressing vector was used to
express exogenous GATA-1 in TF1 cells [48]. Twenty-four hours
after transfection, the cells were seeded at 1 x 10° cell/mL and
treated with 20 ng/mL of TNFa for 2 h. Dual-Glo™ Luciferase
Reagent and Dual-Glo™Stop&Glow Reagent (Promega) were
used according to the manufacturer’s instructions. Luciferase
activities (Firefly and Renilla) were measured with an Orion
microplate luminometer (Berthold). Firefly activity was normal-
ized to Renilla and results were expressed as a ratio in arbitrary
units.

2.10. Statistics

Data are expressed as mean =+ S.D. and were analyzed by
Student’s t-test. Results were considered statistically significant
when P < 0.05, "P < 0.01 and P < 0.001.

3. Results
3.1. TNFa affects EPO-mediated erythroid development of CD34" cells

CD34" HSPCs were isolated from umbilical cord blood to an
average purity of approximately 96% (Fig. 1). Following CD34"
isolation, cell populations were characterized by analyzing specific
hematopoietic markers with flow cytometry. As expected, results
show a heterogeneous population with erythro-, myelo-, mega-
karyo- and lymphoblastic features (Fig. 1). The cell culture
procedure used to study the effect of TNFo on EPO-mediated
erythropoiesis was designed as described in Fig. S1A. The culture
medium was supplemented with 20 ng/mL TNFa on days 0, 4 and
6, 1h before EPO stimulation. As shown in the control EMSA
experiment, NF-kBp50/p65 was activated in TNFa-treated cells,
indicating that CD34" cells are sensitive to TNFa (Fig. S1B).
Moreover, the percentage of CD34" cells significantly decreased
from day 4 to day 9 of treatment with EPO alone and EPO/TNFa
(Fig. S1C). This suggests that cells underwent differentiation.

As shown by May-Griinwald/Giemsa staining, EPO successfully
induced erythropoiesis in vitro (Fig. 2A). The different stages of cell
maturation during erythropoiesis were observed, including
reticulocyte-like cells and enucleation at days 5 and 8. TNFa
treatment prevented EPO-mediated development of erythropoie-
sis so that the different stages of erythroblast maturation were not
observed. Moreover, TNFa treatment triggered a 50% decrease in
the percentage of hemoglobin producing cells (benzidine positive
cells) after 4 days of treatment (Fig. 2B). Flow cytometry confirmed
the effect of TNFa on the erythroid pathway. The early erythroid
marker, CD36, was significantly down-regulated in TNFa-treated
cells in comparison to the control EPO-treated cells on day 9.
Likewise, the expression of GPA, another erythro-specific marker,
was significantly decreased by 2.8-fold on day 9 of TNFa treatment
(Fig. 2C). This down-regulation was also observed by fluorescent
microscopy, as fluorescent intensity was lower in TNFa-treated
cells (Fig. S2). Similarly, flow cytometry showed a decrease in the
percentage of GPA" cells after 4 and 9 days of TNFa treatment
(Fig. 2C). Together, results showed that TNFa reduced both the
percentage of GPA" cells and the expression level of GPA in these
cells. Moreover, megakaryocytic CD41a and myelo-monocytic
CD11b, as well as neutrophil CD10, eosinophil CD15 and
macrophage CD16 markers were not affected (data not shown).
Furthermore, we observed that TNFa increased cell proliferation
(Fig. 2D). Altogether, our results provide evidence that TNFa
significantly prevents EPO-mediated erythroid differentiation of
HSPCs in our culture system.

3.2. TNFa inhibits GATA-1 transactivation in TF1 cells

GATA-1, a key transcription factor involved in erythroid
differentiation, regulates the expression of erythroid-specific genes.
The ability of TNFa to inhibit GATA-1 transactivation was assessed
by transient transfection assay in an established cell line to
circumvent the heterogeneity of HSPC culture. The human
erythroleukemia TF1 cell line was co-transfected with the pXM-
GATAT1 expression vector together with a reporter plasmid contain-
ing GATA sequences within the promoter upstream of the luciferase
reporter gene (pGL3-GATA-Luc). After 24 h of transfection, the cells
were treated with TNFa or left untreated for 2h in medium
containing granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-
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CSF). Luciferase activity was increased 2-fold in cells transfected
with pXM-GATA1. Results show that the exogenous GATA-1-
mediated luciferase activation was significantly reduced in the
presence of TNFa compared to basal levels, suggesting a direct effect

of the cytokine on GATA-1 transactivation (Fig. 3A). This effect may
be considered to be independent from the expression level of
endogenous GATA-1 in these culture conditions because GATA-1
had low basal expression in TF1 cells (Fig. 3B).
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Fig. 2. In vitro erythropoiesis and the effect of TNFa on erythroid morphology, development and differentiation. (A) Giemsa staining at days (D) 2, 3, 5, and 8 of culture in EPO-
differentiated cells treated with TNFa (20 ng/mL) or left untreated. Untreated cells from day O were used as a control. Red arrows: proerythroblasts; black arrows:
polychromatic erythroblasts; blue arrows: orthochromatic erythroblasts; green arrows: enucleating reticulocytes; orange arrows: reticulocyte-like cells. Control, D2 and D3
images were captured using a 40x objective, and D5 and D8 were captured using a 100x objective. (B) Benzidine staining was performed on EPO-differentiated cells treated
with 20 ng/mL of TNFa or left untreated for 3 and 4 days ('P < 0.05). (C) Flow cytometry was used to evaluate the evolution of the erythroid specific markers, CD36 and GPA/
CD235a, after 4 and 9 days of TNFa treatment. (D) Cell proliferation of HSPCs in the presence of EPO only or EPO/TNFa.

3.3. TNFa affects the expression of GATA-1, GATA-2 and PU.1

The effect of TNFa on GATA-1 expression, as well as other
transcription factors critical for erythroid development, was then
studied in EPO-differentiated HSPCs. Despite the inhibiting effect
of TNFa on erythropoiesis, real-time PCR revealed a 1.5-fold
increase in GATA-1 mRNA expression after 4 days of TNFa
treatment. However, a 2.7-fold increase in GATA-2 and 2.3-fold
increase in PU.1 were also observed after TNFa treatment (Fig. 4A).
GATA-2 and PU.1 over-expression on the one hand and a
perturbation of the balance between GATA-1 and GATA-2 on the
other hand, are in accordance with inhibition of erythropoiesis.
Moreover, GATA-2 over-expression was correlated with increased
cell proliferation (Fig. 2D). Western blot analysis of the transcrip-

tion factors validated the real-time PCR results as GATA-1
expression was increased (up to 2.9-fold) in TNFa-treated HSPCs
on days 2, 3 and 4. Likewise, GATA-2 and PU.1 showed a 2.8- and
2.3-fold maximal increase in expression, respectively (Fig. 4B).
These results suggest that TNFa mediates its inhibiting effect by
affecting transcription factors associated with GATA-1, rather than
GATA-1’s expression level.

3.4. Effect of TNFa on the interaction between GATA-1 and PU.1

PU.1 and GATA-1 are described as physically interacting with
each other, which results in the inhibition of GATA-1 transactiva-
tion and, therefore, the down-regulation of erythroid specific genes
[49]. To assess the possible capacity of TNFa to affect GATA-1
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Fig. 3. Effect of TNFa on GATA-1 transcriptional activity (A) TF1 cells were co-
transfected with the GATA-1-expressing vector, pXM-GATA1 and the reporter
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for 2 h with TNFa or left untreated prior to analysis of luciferase activity. Firefly
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arbitrary units. The data are presented as mean +S.D. of three independent
experiments (P < 0.01 and "'P < 0.001). (B) GATA-1 protein expression in TF1 cells
cultured in the presence of GM-CSF (GM) or GM-CSF and TNFa (GM/TNF) was assessed
by western blot analysis. Nuclear extracts from human erythroleukemia HEL cells were
used as a positive control. 3 actin was used as an internal control.

activity via PU.1 over-expression, the interaction between GATA-1
and PU.1 was studied by immunoprecipitation assay in HSPCs that
had undergone EPO-mediated differentiation in the presence or
absence of TNFa. The results show that PU.1 co-immunoprecipi-
tated with GATA-1 in the nuclear protein extracts from TNFo-
treated HSPCs after 4 days, whereas it did not in control cells
(Fig. 4C). This result suggests that PU.1 contributes to TNFa-
mediated inhibition of erythropoiesis by directly interacting with
GATA-1.

3.5. TNFa down-regulates erythro-specific gene expression

To correlate the inhibiting effect of TNFa on GATA-1 activity
with GATA-1 target gene expression, we analyzed glycophorin A
(GPA), EPOR and globin («, B and +y) gene expression in EPO- and
EPO/TNFa-treated HSPCs at both the mRNA and protein levels. All
the genes studied were found to be down-regulated in the
presence of TNFa in comparison to EPO-differentiated cells that
were not treated with TNFa. Real-time PCR analysis showed a 2-
fold decrease in GPA, EPOR, a-globin, 3-globin and y-globin mRNA
levels after 4 days of TNFa treatment. Conversely, the expression of
CD11b, a monocyte/macrophage differentiation-related gene and
CD41b, a megakaryocyte differentiation-related gene, were not
significantly affected (Fig. 5A). Western blot analysis showed a 2-
fold reduced expression of EPOR protein at days 3 and 4. Globins
were not detectable or only slightly expressed after two days of
TNFa treatment in comparison to EPO-stimulated cells without
TNF« treatment. The expression of globins progressively increased
in EPO-treated and EPO/TNFa-treated cells over the 4 days of
treatment. However, a- and 3-globin expression levels remained
lower in the presence of TNFa. The inhibition of y-globin observed
onday 2 of TNFa treatment was abolished on days 3 and 4 (Fig. 5B).
These results are in agreement with the decrease in erythroblastic
cell population in culture, supporting the inhibitory effect of TNFa
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on erythroid cell development via a down-regulation of GATA-1
erythro-specific target genes.

3.6. TNFa acts directly on erythroid cells

To verify the direct effect of TNFa on erythroid progenitors,
HSPC were stimulated by EPO with or without TNFa treatment.
Cells were treated for 9 days based on the results of flow
cytometry. This result showed a more important inhibitory effect
of TNFa on GPA expression level at day 9 compared to day 4
(Fig. 2C, GPA, MFI = f (days of treatment)). GPA" cells were isolated
and Western blot analysis showed that GATA-1, GATA-2 and PU.1
expression remained over-expressed in TNFa-treated cells.
Moreover, globin expression remained lower in these cells
compared to EPO-stimulated cells (Fig. 6). This is in agreement
with a delay of erythroid differentiation and correlates with the
low expression of GPA as shown in Figs. 2C and S2. Results
demonstrate that TNFa inhibits erythroid development through a
direct effect on early erythroid progenitors.

4. Discussion

We used CD34" HSPCs purified from umbilical cord blood,
which are commonly used in vitro to mimic erythropoiesis, in order
to investigate the effect of TNFa on erythropoiesis at the cellular
and molecular levels. Cytometry revealed a heterogeneous CD34"*
cell population detected in the culture prior to the addition of EPO
or EPO/TNFa. In this study, we successfully reproduced the
different steps of EPO-mediated erythropoiesis, as assessed by
May-Griinwald/Giemsa staining after several days of culture. The
addition of TNFa to the medium clearly repressed erythroid
development of CD34" cells as confirmed by several methods. In
contrast, the myeloid (granulo-monocytic) and megakaryocytic
pathways were not affected. This experimental model is a
simplification of the in vivo situation since it omits other mediators
of inflammation that are involved in the development of anemia
[50]. Nonetheless, the action of TNFa was observed in a
heterogeneous hematopoietic cell population in which anemia
was successfully mimicked. Indeed, TNFa specifically inhibited
erythropoiesis by acting directly on HSPCs, likely by affecting EPO
activity.

At the molecular level, this study indicates the effect of TNFa
on the combination of transcription factors that leads to
physiological hematopoietic lineage commitment [35-37]. In
erythropoiesis, the GATA-1 and GATA-2 transcription factors have
essential roles, and a quantitative balance in their protein levels is
required to achieve erythroid lineage development [51]. GATA-2
plays a role in early progenitor cell proliferation, and activates
GATA-1 gene expression, which, conversely, silences GATA-2
expression in erythroid progenitors [52]. GATA-1 deficiency leads
to death due to severe anemia [38], while GATA-2 deficiency leads
to embryonic death [41]. Moreover, Ikonomi et al. reported that
GATA-2 over-expression induced the arrest of erythroid differen-
tiation in K562 cells [53]. However, it has also been reported that
over-expression of GATA-1 in erythroid cells, both in vitro, and in
vivo, inhibits erythroid differentiation [54,55]. In our in vitro
culture system, GATA-1, and GATA-2 were both over-expressed,
suggesting a deregulation of the balance between GATA-1 and
GATA-2 after TNFa treatment. The increase in GATA-2 expression
could explain the over-expression of GATA-1 [43]. However, we
previously reported increased expression of GATA-2 in combina-
tion with decreased expression of GATA-1 in EPO-induced TF1
cellsinthe presence of TNFo [13]. Observations were then in favor
of a role for GATA-2 over-expression in the effect of TNFa on
HSPCs. However, GATA-2 up-regulation by TNFa has also been
described in the hepatocarcinoma cell line (HepG2) [56]. This
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effect was involved in the inhibition of erythropoietin gene
expression at the level of the kidney and liver, which could
represent an alternate mechanism by which pro-inflammatory
cytokines trigger anemia. Here, we provide evidence that TNFa
can also inhibit erythropoiesis by directly affecting EPO-respon-
sive HSPC erythroid differentiation.

To evaluate the effect of TNFa on GATA-1 transcriptional
activity, exogenous GATA-1 was transiently transfected together
with the pGL3-GATA-Luc reporter plasmid in TF1 cells. The use of
this cell line circumvented the heterogeneity of HSPC culture and
the activation of the GATA responsive element within the reporter
gene promoter by other members of the GATA family of
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transcription factors, including endogenous GATA-1 itself. Indeed,
GATA-1 expression remains at a very low basal level in TF1 cells
when cultured in GM-CSF containing medium. In the presence of
TNF«, the transcriptional activity of GATA-1 was significantly
reduced, such that the inhibiting effect was attributed to a direct
alteration of GATA-1 transactivation by TNFa. This effect could
involve impairments in the posttranslational regulation of GATA-1,
as we previously showed that TNFa reduced GATA-1 acetylation in
TF1 cells [13].

Moreover, GATA-1 activity is also dependent on interaction
with co-factors. It has been reported that PU.1 inhibits erythroid
differentiation by physically interacting with GATA-1 and inhibit-
ing its binding to the DNA of erythro-specific genes [46,49,57]. We
show in this study that TNFa induced increased expression of the
myeloid and lymphoid transcription factor, PU.1 [58,59]. The
analysis of GATA-1/PU.1 interaction by immunoprecipitation
showed that the TNFa-mediated increase in PU.1 expression
was associated with the formation of the GATA-1/PU.1 complex in
the nuclear extracts from EPO-induced HSPCs. These results
support a critical role for PU.1 in TNFa-mediated inhibition of
erythropoiesis, likely by affecting GATA-1 activity in HSPCs. In
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Fig. 6. Effect of TNFa on isolated GPA" cells. HSPC cells were treated with TNFa or
left untreated for 9 days. GPA* cells were then isolated and the nuclear and
cytoplasmic protein extracts were used to perform western blot analysis of the
transcription factors GATA-1, GATA-2 and PU.1 and the a-, 3- and vy-globin. 3 actin
was used as an internal control. One out of three independent experiments is
shown.

correlation with this proposal, TNFa-mediated inhibition of
erythropoiesis was associated with the down-regulation of only
GATA-1 target genes. Furthermore, persistent over-expression of
GATA-2 is in accordance with the decreased activity of GATA-1, as
GATA-2 has been reported to be up-regulated in the absence of
GATA-1 [60]. However, over-expression of GATA-2 might contrib-
ute to progenitor renewal.

Altogether, our results indicate that TNFa affects distinct
regulatory steps that are implicated in erythroid maturation and
differentiation. We show that TNFa plays a critical role in the
impairment of the balance between GATA-1 and GATA-2.
Moreover, we provide, for the first time, the evidence that TNFa
induces PU.1 protein over-expression in HSPCs and perturbs the
normal pattern of erythroid-implicated factors, thus promoting
deregulation of lineage commitment despite the presence of EPO.
Furthermore, the analysis of globin and transcription factor
expression in GPA* erythroid cells after TNFa treatment of HSPCs
supported the hypothesis of a direct effect of TNFa on erythroid
progenitors.

Therefore, we suggest that cancer-related anemia results in
part, from a direct interaction between HSPCs and pro-inflamma-
tory cytokines released in the bone marrow and tumor microenvi-
ronment. According to our results this interaction triggers
modifications in specific transcription factor networks implicated
in the regulation of the different lineages commitment. While EPO
is efficient for treating anemia associated with erythropoietin
deficiency, alternative therapies are obviously required in the case
of direct TNFa-mediated injury of erythroid development in the
presence of functional erythropoietin.
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Erythropoiesis is considered as a multistep and tightly regulated process under the control
of a series of cytokines including erythropoietin (Epo). Epo activates specific signaling
pathways and leads to activation of key transcription factors such as GATA-1, in order to
ensure erythroid differentiation. Deregulation leads to a decreased number of red blood
cells, a hemoglobin deficiency, thus a limited oxygen-carrying capacity in the blood. Anemia
Cancer represents a frequent complication in various diseases such as cancer or inflammatory
diseases. It reduces both quality of life and prognosis in patients. Tumor necrosis factor
alpha (TNF«) was described to be involved in the pathogenesis of inflammation and cancer
related anemia. Blood transfusions and erythroid stimulating agents (ESAs) including
human recombinant Epo (thuEpo) are currently used as efficient treatments. Moreover,
the recently described conflicting effects of ESAs in distinct studies require further inves-
tigations on the molecular mechanisms involved in TNFa-caused anemia. The present
study aims to evaluate the current knowledge and the importance of the effect of the
proinflammatory cytokine TNF« on erythropoiesis in inflammatory and malignant condi-
tions.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction tumor initiation and progression [7,8]. Furthermore there are

more and more drugs in clinical development that modulate

The proinflammatory cytokine tumor necrosis factor (TNFa)
was brought in connection with inflammation and cancer, two
tightly linked research areas [1-3] and it was demonstrated
that cancer-associated inflammation could promote tumor
growth [1,4,5]. TNFa expression has been confirmed in the
tumor microenvironment of various malignancies [6] and was
categorized as a tumor promoter because of its effects on

* Corresponding author. Tel.: +352 2468 4040; fax: +352 2468 4060.
E-mail address: marc.diederich@lbmcc.lu (M. Diederich).

TNFa function in a wide range of inflammatory diseases and
cancers [8].

Cancer and inflammation related anemia were shown to be
mediated by cytokine release, and particularly by TNFa,
interferon-p (IFN-B), and interleukin-1 (IL-1) [9]. Moreover,
inhibition of colony-forming units-erythroid (CFU-E) in uremic
patients with inflammatory disease due to TNFa and IFN-y

Abbreviations: Epo, erythropoietin; NF-«B, nuclear factor-kappa B; FOG-1, friend of GATA; NF-E2, nuclear factor erythroid 2; EKLF,
erythroid kriippel like factor; SCF, stem cell factor; EpoR, epo receptor; HIF, hypoxia inducible factor; HSC, hematopoietic stem cell factor;
BFU-E, burst-forming unit-erythroid; CFU-E, colony-forming unit-erythroid; FA, fanconi anemia; GPA, glycophorin A; TNFa, tumor
necrosis factor alpha; TNFR, TNFa receptor; ESA, erythroid stimulating agent.
0006-2952/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.bcp.2008.12.018
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release has been reported [10]. Following anti-TNFa therapy,
patients with rheumatoid arthritis showed improvement in
anemic symptoms [11]. Since several years, human recombi-
nant erythropoietin (rhuEpo) is a specific remedy adminis-
tered against cancer-associated anemia. This treatment has a
positive impact on hemoglobin levels and patient quality of
life is improved. However, a preclinical background and some
clinical data suggest a detrimental role of Epo in cancer by a
possible stimulation of tumor growth.

2. Regulation of erythropoiesis

Hematopoiesis is the physiological process that leads to the
formation of circulating blood cells from common hemato-
poietic stem cells (HSCs) in the bone marrow. The different
mature hematopoietic cells are usually classified in lymphoid
and myeloid lineages. They are regulated by distinct cytokines
acting on multipotential progenitors and their committed
offspring [12,13] (Fig. 1).

e () @

Erythropoiesis is a multistep event leading to the formation
of erythrocytes. Erythroid differentiation arises from the
myeloid root and is phenotypically characterized by the
production of hemoglobin and expression of erythroid
markers (Fig. 2). During differentiation from a multipotent
common myeloid progenitor (CMP) to a bipotent megakar-
yocytic/erythroid progenitor (MEP), burst-forming units-ery-
throid (BFU-E) and CFU-E are the earliest identifiable erythroid
progenitors in culture (Fig. 1). BFU-E and CFU-E are character-
ized by their in vitro ability to form colonies.

Erythropoiesis is a very dynamic and tightly regulated
process by which 2 x 10" erythrocytes (lifespan of 100-120
days) are produced every day. Ferrous iron (Fe®*) is essential
for erythropoiesis as a major component of heme in
hemoglobin as well as in the redox system of the respiratory
chain. Hepcidin, a 25-amino acid peptide, is the main regulator
ofiron transport. A feedback loop involving the major cytokine
for human erythropoiesis, Epo, regulates this physiological
process, but other cytokines and nuclear hormones are also
involved. IL-3 increases the number of BFU-E, whereas stem
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Fig. 1 - Hematopoiesis and the role of cytokines. Cytokines act both on multipotential progenitors and their committed
offspring. CLP, common lymphoid progenitor; CMP, common myeloid progenitor; HSC, hematopoietic stem cell; GMP,
granulocyte-macrophage progenitor; MEP, megakaryocyte erythroid progenitor; BFU-E, burst-forming units-erythroid;
CFU-E, colony-forming units-erythroid; CFU-Meg, colony-forming units-megakaryocyte; MPP, multipotent progenitor; IL,
interleukin; SCF, stem cell factor; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony stimulating factor; G-CSF, granulocyte colony
stimulating factor; M-CSF, macrophage colony stimulating factor; TPO, thrombopoietin; Epo, erythropoietin (adapted from

Refs. [12,13] with modifications).
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Fig. 2 - Stages of mammalian erythropoiesis and corresponding expression of erythroid specific markers. The relative sizes
and morphologic appearances of erythroid cells at various stages of differentiation: common myeloid progenitor (CMP),
megakaryocyte erythroid progenitor (MEP), burst-forming units-erythroid (BFU-E), colony-forming units-erythroid (CFU-E),
proerythroblasts (Pro EB), basophilic erythroblasts (Baso EB), polychromatophilic erythroblasts (Poly EB), orthochromatic
erythroblasts (Ortho EB), reticulocytes (RET), and erythrocytes (Eryt). Erythroid markers are represented in red and their
periods of expression with gray lines: erythropoietin receptor (EpoR), glycophorin A (GPA), transferrin receptors (TFRCs), 3-

aminolevulinate synthase (5-ALA-S) (adapted from Ref. [81]).

cell factor (SCF) raises the number of cells within BFU-E and
CFU-E (Fig. 1).

Kidney and liver are the main sites that produce the Epo in
adult humans. The rate of Epo gene expression depends on the
level of tissue oxygen through the availability of the hypoxia
inducible factor (HIF). HIF heterodimer is composed of the
oxygen sensitive HIF-1a and the constitutively expressed HIF-
1B subunits. In hypoxic conditions HIF interacts with specific
binding sites in the Epo enhancer. Oxygen-dependent prolyl
hydroxylases control Epo variations in the kidney by regulat-
ing the stability of HIF-la. The number of circulating
erythrocytes is directly dependent on Epo amount in blood.

Epoisimplicated in the control of cell survival, proliferation
and differentiation within the erythroid pathway. It acts
through its receptor (EpoR) in order to stimulate underlying
cell signaling pathways including the Phosphatidylinositol 3
kinase (PI3K), the Janus kinase (JNK)/signal-transducer and
activator of transcription (STAT) and the mitogen-activated
protein kinase (MAPK)/extracellular signal-related kinase
(ERK) pathways [14]. Moreover, Epo has been reported to
modulate GATA-1 function in erythroid cells [15].

The survival of erythroid precursors and their terminal
differentiation into red blood cells depends on Epo/EpoR
interaction and GATA-1 transcription factor activity. GATA-1
was first identified as a protein with binding capacity to the -
globin promoter [16]. It is a member of the GATA family, which
includes 6 members (GATA-1 to GATA-6). These transcription
factors recognize the same DNA consensus sequence (A/
T)GATA(A/G) and present two characteristic zinc finger motifs
specific to the GATA family [17]. Three functional domains
compose GATA-1 protein: the N-terminal Zinc finger that
supplies the stabilization and specificity of DNA-binding and
is responsible for the interactions with cofactors, the C-
terminal Zinc finger that is essential for binding to the GATA
consensus sequence of the DNA and the N-terminal activation
domain [18].

GATA-1 is required for terminal erythroid maturation [19].
Indeed, its crucial role in erythropoiesis was shown using
GATA-1 null mouse embryos, which died between E10.5 and
E12.5 from severe anemia due to a complete ablation of
embryonic erythropoiesis [20]. Moreover, GATA-1—/— embryo-
nic stem cells cannot contribute to definitive erythropoiesis
[21].

GATA-1 activity is dependent on protein-protein interac-
tions, involving cofactors with either promoting or repressing
activities [18] (Table 1). The transcription factor PU.1, an Ets
family member of transcription factors, is required for the
development of the myeloid and lymphoid lineages. Never-
theless, its inhibitory effect on GATA-1 activity can prevent
erythroid differentiation. PU.1 and GATA-1 have a cross-
antagonistic relationship. Indeed, GATA-1 and PU.1 seem to
functionally antagonize each other via direct physical inter-
action of their DNA-binding domains. PU.1 impairs GATA-1 by
inhibiting its binding to DNA while GATA-1 inhibits PU.1 by
preventing its interaction with c-Jun [22].

Table 1 - The main transcription factors and cofactors
involved in the regulation of erythroid specific genes

expression and their positive (+) or negative (—) effect on
erythropoiesis.

Factor name Effect References
GATA-1 + [20]
GATA-2 +/— 82]
NF-E2 (nuclear factor erythroid 2) + [83]
FOG (friend of GATA)-1 + [84]
Lmo2 (LIM-only protein 2) (Rbtn2) + [85]
P300/CBP + [86]
EKLF (erythroid kruppel like factor) + [87]
PU.1 (SPI1) = [22]
c-Myb - [88]
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In summary, GATA-1 activity is dependent on complex
positive and negative interactions with transcriptional cofac-
tors as well as posttranslational modifications leading to
modulation of erythroid lineage-specific genes transcription.

GATA-2, nuclear factor erythroid-2 (NF-E2) and erythroid
Krippel-like factor (EKLF) are other specific transcription
factors that have a major influence on erythroid differentia-
tion and that are activated during erythropoiesis. GATA-2 is
overexpressed during early hematopoiesis resulting in main-
tenance of the renewal capacity of erythroid progenitor cells.
Its expression is then progressively repressed by the increas-
ing expression of GATA-1 [23]. NF-E2 is described to act as a
major regulator of hemoglobin synthesis during erythropoi-
esis [24], and EKLF, as a crucial factor in erythroid and
megakaryocytic differentiation and maturation [25,26]
(Table 1).

Deregulation of Epo or other key factors of erythroid
differentiation can lead to major changes in red blood cell
number, and subsequent decrease in the oxygen-carrying
capacity of the blood. Erythrocytosis are disorders resulting in
an excessively high level of erythrocytes, whereas anemia is
characterized by a qualitative or quantitative deficiency of
hemoglobin. Anemia is clinically defined by a hemoglobin (Hb)
level inferior to 12 g/dL.

3. Tumor necrosis factor alpha

TNFa also known as cachectin or differentiation inducing
factor (DIF), is a proinflammatory multifunctional cytokine,
which is mainly produced by macrophages, but also by
neutrophiles, fibroblasts, keratinocytes, astrocytes, Kupffer
cells, smooth-muscle cells, T and B cells. It was initially
described to induce hemorrhagic necrosis in transplanted
tumors [27]. TNFa effects are principally mediated through
two distinct receptors TNFa receptor (TNFR) I and II. TNFo/
TNFR interaction results in stimulation of the underlying cell
signaling pathways that lead to nuclear factor kappa B (NF-«B),
c-Jun N-terminal kinase (JNK), p38MAPK, or caspase activa-
tion. Thus TNF« simultaneously activates both apoptotic and
anti-apoptotic or cell survival signals depending on the factors
present in the receptor complex [28]. TNFa, which was
discovered in B cells, is known as the most powerful activator
of NF-kB transcription factor. NF-kB is known to bind its
specific ten base pair consensus-binding site in order to
regulate over 200 immune, growth, and inflammation genes.

TNFq, as well as other TNFa superfamily members, plays a
role in hematopoiesis, host defense, immune surveillance,
and proliferation. In this regard, TNFa deregulation leads to
numerous diseases, including cancer [28-30].

4, TNFa and inflammation

A TNFa overproduction is involved in numerous chronic
inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis [31]
chronic hepatitis C [32], or Crohn’s disease [33]. An increase
in the TNFa level was described in diabetic patients to cause
retinopathies [34], while during pancreatitis, the release of
TNFa leads to inflammation and cellular damage [35].

Currently, three marketed TNFa antagonists [etanercept
(Enbrel®), infliximab (Remicade®™), and adalimumab
(Humira®)] are indicated in diseases characterized by abnor-
mally elevated TNFa« levels. Moreover the effectiveness of the
treatments varies with agent and disease [36,37]. TNFa is thus
leading to various biological phenomena implying different
molecular mechanisms and is involved in different cellular
responses. Although TNFa is considered to act as a proin-
flammatory cytokine, it was described as a positive and
negative regulator of myeloid cell proliferation and differ-
entiation [38-40]. Effects of TNFa can be mediated either
directly [41] or indirectly by inducing other cells to produce
cytokines, including hematopoietic growth factors [42,43].

5. Link between TNFq, inflammation and
cancer

Abnormal TNFa« levels have been confirmed in tumor micro-
environment [6]. Moreover, this cytokine is paradoxically able
to induce necrosis and to promote tumor development,
depending on the levels of TNFa in distinct settings [44].
When TNFa is secreted by tumors and tumor-associated
macrophages, it promotes tumor growth and stimulates
angiogenesis, whereas when itis administered therapeutically
at high doses, it induces an increased permeability of tumor
vasculature. Thus, recombinant TNFq, as a tumor regressing
agent, is approved in Europe to be administered locoregionally
at supraphysiological levels as a therapy for soft tissue
sarcoma [45].

Using murine models, it was shown that inflammation-
associated hepatocellular carcinogenesis involved the acti-
vation of the tumor promoter NF-«B via the production of
TNFa [5]. Moreover several reports associate detection of
abnormally high levels of TNFa protein and/or constitutively
active NF-«B in cancer patients with a wide range of tumor
types [46], including kidney [47], breast [48], asbestosis
induced lung [49], and prostate cancers [50]. Suppression of
constitutively active NF-«B results in cell proliferation arrest
and apoptosis, indicating a crucial role for NF-kB in
proliferation and survival [51]. Furthermore chronic bioavail-
ability of TNFa has been correlated with enhanced invasive
activities as well as survival of neoplastic cells [44]. Within
groups of patients with the same tumor type, higher levels
of TNFa have been correlated with advanced tumor
stage, greater complications, and shorter survival time [52].
Moreover various cytokines, including TNFa, are overex-
pressed in pancreatic cancer cells, leading to an NF-«B
activation and as a consequence, to cell growth by inhibiting
apoptosis [53]. TNFa also appears as a growth factor regulated
by NF-kB in Hodgkin’s lymphoma, T cell lymphoma and
glioma [54].

As Rudolf Virchow already suspected in 1863, inflammation
and cancer have to be handled together [1,3]. Cancer-
associated inflammation includes the expression of cytokines
such as TNFa or IL-1 by tumor-associated macrophages,
stimulating tumor growth [55]. As TNFa was categorized as a
tumor promoter, it is not astonishing that cytokine antago-
nists as well as NF-«B inhibitors are already used in cancer
therapy and prevention [7,8,44].
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6. Deregulation of erythropoiesis by TNFa in
inflammation and cancer

Besides the proinflammatory, proliferative and apoptotic
properties, TNFa was also described as an inhibitor of the
erythroid differentiation in vitro and in vivo [38,39,41,56]
(Fig. 3). Its expression is associated with the hematologic
diseases Fanconi anemia (FA) [57], myelodysplastic syn-
dromes [58], aplastic anemia [59] and anemia due to chronic
diseases [60]. Indeed, in FA patients, TNFa is significantly
overexpressed in stimulated marrow mononuclear cells,
which leads to a suppression of erythropoiesis. In bone
marrow cultures, the addition of anti-TNF« increases the size
and the number of CFU-E and BFU-E grown from FA patients
but not from healthy controls. This indicates that FA subjects
have a marrow TNFa activity that inhibits erythropoiesis in
vitro. TNFa plays a relevant role in the pathogenesis of
erythroid failure in FA patients [57]. Several in vitro studies
revealed the inhibitory effects of this cytokine on hemato-
poietic progenitor cell growth [38,39,41,56,57,61]. It was shown
that the inhibition of human CFU-E by TNFa requires IFN-g,
which is produced by macrophages in response to TNFa. TNFa

was also shown to have a direct inhibitory effect on Epo-
induced generation of GPA positive cells from CD34+ progeni-
tors, leading to the suppression of erythropoiesis and the
reduction of the proliferation capacity of GPA positive cells
[61]. Interestingly, TNFa is also believed to play a critical role in
many forms of cancer [9,62] and inflammation related anemia
[11]. Indeed anemia is considered as a common symptom
induced by inflammation and cancer pathologies. In patients
with B-cell chronic lymphocytic leukemia suffering from
anemia, the serum levels of TNFa were significantly higher
than in those without anemia [63]. The incidence of anemia
was shown to vary with tumor type, stage and patient age. Up
to one-third of patients had anemia at diagnosis [64]. This
number increases after chemotherapy [65]. Cancer-associated
anemia was shown to reduce survival of patients regardless of
tumor type [66]. Moreover, the quality of life is considerably
affected and is associated with a range of symptoms including
fatigue, depression, and dizziness [67]; thus proinflammatory
cytokines were recently suggested as the common denomi-
nator for cancer related fatigue [68]. Inflammation associated
anemia is considered as a main symptom of patients with
inflammatory disorders [69]. Prior to the use of erythroid

Activated Macrophages

TNF
IFN
IL1

Proinflammatory
cytokines release

Impaired production of Erythrocytes

Fig. 3 - Pathophysiology of anemia. Tumor cells act on erythrocytes through macrophages by cytokine release, which leads
to impaired erythropoiesis. Released cytokines can affect BFU-E and CFU-E proliferation, iron utilization and Epo
production. TNF« can also affect erythrocyte half-life. TNFq, tumor necrosis factor alpha; IFN, interferon; IL, interleukin;
BFU-E, burst-forming units-erythroid; CFU-E, colony-forming units-erythroid; Epo, erythropoietin (adapted from Ref. [68]).
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stimulating agents (ESAs), the most frequent treatment of
cancer related anemia was blood transfusion. Clinical trials
established erythropoietin’s ability to increase hemoglobin
levels and reduce transfusion requirements [2,3]. However,
the conflicting effects of ESAs were recently described in
distinct studies [70-72]. Indeed, besides cardiovascular and
thromboembolic events in erythropoietin-treated patients,
several phase Il and III trials showed a significant deterioration
of cancer patients survival [73-75]. Unexpectedly, the
increased mortality came from accelerated progression of
cancer. This reproducible effect was attributed to erythro-
poietin. Thus, the use of erythropoietin in cancer patients
might increase the risk of cancer-associated death. It is
suggested that additional phase III trials should be performed
to determine whether erythropoietin is safe when used in
accordance with FDA-approved indications. One claims that
waiting for these further studies to modify or stop Epo
treatments could have detrimental impact on many cancer
patients [70]. In this context, controversial effects of erythro-
poietin in cancer-related anemia makes necessary to further
investigate the molecular mechanisms involved in anemia
and to identify new targets for drug development as well as to
detect more significant predictors. In order to improve quality
of life, several drugs are under investigation for the treatment
of different forms of anemia. Jelkmann reviewed several anti-
anemic drugs and techniques based on Epo gene expression
[71,76].

Additionally, our group previously reported that TNFa-
mediated inhibition of K562 cell differentiation was correlated
to GATA-1 downregulation [77], GATA-1/GATA-2 unbalance in
favor of GATA-2 as well as a decrease in the acetylation status of
GATA-1 [78,79]. Moreover we suggested a role for p38 in the
inhibition of erythroid differentiation by TNFq, in correlation
with a reversal of important erythroid transcription factors
[78]. Miwatashi et al. already used a novel p38 inhibitor, N-[4-
[2-ethyl-4-(3-methylphenyl)-1,3-thiazol-5-yl]-2-pyridyl]benza-
mide (TAK-715), as an anti-TNFa drug for the treatment of
rheumatoid arthritis, presenting anemic complications [11,80].

7. Conclusions

Erythropoiesis is a tightly regulated, complex physiological
process leading to the formation of erythrocytes from a
pluripotent hematopoietic stem cell. Deregulation can lead to
various complications, including anemia. Anemia represents
a frequent complication in cancer patients, as well as in
patients suffering from inflammatory diseases. Proinflamma-
tory cytokines seem to be overexpressed in these diseases.
Anemia considerably affects quality of life and is even
considered as an independent bad prognostic factor. On the
other hand some studies showed that the use of recombinant
Epo as a treatment for cancer related anemia could be
inappropriate for cancer patients. For these reasons the
molecular mechanisms behind the inhibitory effect of TNFa
on erythroid differentiation need to be further elucidated in
order to find potential new, and more pointed therapeutic
targets for inflammation and cancer related anemia. In this
respect, investigations using hematopoietic stem cell culture
systems should allow to better understand the impact of TNFa

on the control of erythropoiesis by identifying which specific
cellular process is affected, including differentiation and/or
apoptosis regulation.
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Erythropoiesis involves the injection of excessive concentration of erythropoiesis-stimulating agents (ESAs),
Cardioprotection implicating side effects due to the cross-talk with hematopoietic activity. For these reasons, EPO
Neuroprotection derivatives with less affinity for the EPO homodimeric receptor are under development. In this review,
we provide an overview of the erythroid and non-erythroid functions of EPO by detailing the molecular
mechanisms activated by the binding of EPO to its receptors in different tissues.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. From EPO production to EPO target genes

- More than a century ago, a plasmatic humoral factor was
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glycoprotein of 165 amino acids that plays the role of a hormone,
cytokine and growth factor. The peritubular interstitial cells of the
kidney are believed to be the main producers of EPO [1,2]. Until
recently, EPO-producing kidney cells were not clearly identified as
reported in various publications [3]. Indeed, the latest study from
Frede et al., suggested a potential fibroblast-like/neuronal origin
for the EPO-producing cells in the kidney. This work was
performed by using Renal Epo Producing Cells (REPC) isolated
from a tumor-free tissue. REPC that produce EPO with the typical
pattern after 36 h of continuous hypoxia, present neuronal
markers and respond to neural growth factors [4]. The incontest-
able fact is that the EPO gene is mainly expressed in the fetal liver,
whereas it is expressed in the kidney after birth, and the kidney
then becomes the predominant site of EPO production. Therefore,
the liver is a secondary site of EPO production in the adult [5-7].
This differential site expression between prenatal and postnatal
life is regulated at the gene transcription level. The EPO gene
exhibits different specific sequences in its cis-regulatory elements,
which provide tissue-specific regulation. Indeed, repression of EPO
gene expression in the postnatal liver occurs via a specific negative
regulatory liver element (NRLE) located at 3’ on the EPO gene,
while the expression in the postnatal kidney is dependent on the
kidney-inducible element (KIE), located at 5 on the gene [8]. A
fundamental discovery revealed that EPO gene expression is
dependent on hypoxic conditions in two hepatocarcinoma cell
lines HepG2 and Hep3B, attesting that individual cells are sensitive
to oxygen (0O,) tension variations [9]. The EPO gene is indeed
hypoxia inducible through a 50 bp hypoxia-inducible enhancer
[10-12]. The hypoxia responsive elements (HRE) are differentially
located in the kidney and in the liver. Using a mutant EPO-GFP
transgene containing mutations in the hepatic HRE, the authors
demonstrated that the 3’ enhancer is a liver-specific and hypoxia-
inducible enhancer. However, this region remains dispensable for
renal EPO expression [13]. In the kidney, the HRE includes the KIE
and is located upstream, 5’ on the EPO gene.

Tissue-specific transcription factors bind regulatory sequences
to control gene transcription. The proximal hepatic hypoxia-
inducible enhancer binds hypoxia-inducible factors (HIF). The
three members of the HIF transcription factor family are known as
HIF-1, -2 and -3. HIF-1a was first identified as a mediator of EPO
induction in response to hypoxia in vitro. However, HIF-2 was later
identified as the primary transcription factor that induces EPO
expression [14,15] (Fig. 1).

All HIF transcription factors interact with HIF-13, which is also
known as ARNT (arylhydrocarbon-receptor nuclear translocator),
to regulate the genes involved in erythropoiesis, including the EPO
gene, as well as in iron metabolism, which is essential for tissue
oxygen delivery. HIF transcription factors also play a role in
neovascularization and hematopoiesis [16]. On the other hand, the
distal site binds the hepatocyte nuclear factor HNF-4a,, which
cooperates with HIF [17] through interaction with the transcrip-
tional coactivators CBP/p300. The latter factors interact with the 3’
basal transcriptional machinery in the promoter.

Beside the HRE, other regulatory elements in the 5’ promoter of
the EPO gene have been identified, and these elements have a highly
conserved GATA sequence as well as NF-kB binding motifs [18,19].
The GATA site preferentially binds the transcription factor GATA-2,
which has been reported to inhibit EPO gene expression [20,21]. One
of the NF-kB binding sites is adjacent to the minimal HRE of the EPO
promoter. Through this specific site, NF-kB becomes an inhibitor of
EPO expression [21] (Fig. 1). The activities of GATA-2 and NF-kB in
HepG2 cells decrease in hypoxia vs. normoxia conditions. However,
the inhibition of EPO expression in these cells was correlated with an
increased activity of both of these transcription factors, which are
induced by the proinflammatory cytokines interleukin (IL)-1$ and
tumor necrosis factor (TNF)a in hypoxia conditions [21]. These data

clarified the role of proinflammatory cytokines in the failure of EPO
production, which occurs in the anemia of chronic inflammatory
diseases and cancers. In recent investigations that examined the
effect of TNFa on erythropoiesis, we confirmed that TNFa induced
GATA-2 expression in hematopoietic cells. In this case, TNFa-
mediated overexpression of GATA-2 was correlated with EPO
receptor (EPOR) gene downregulation and the inhibition of
hemoglobin production in leukemia cell lines as well as a delayed
erythroid development of EPO-stimulated CD34" hematopoietic
stem progenitor cells [22-24].

The induction of EPO expression is tightly dependent on the
physiological conditions that control its production in the kidney.
Hypoxia and anemia are the main events that are able to induce EPO
gene expression. Once it is produced, erythropoietin is released in
the blood flow to meet the cells expressing EPOR. EPO physically
interacts with EPOR homodimers that are expressed on the
erythroid cell surface [25] to stimulate erythropoiesis by generating
a complex network of molecular signals involved in the control of
cell proliferation, differentiation and death (Fig. 1). In the erythroid
system, EPOR is highly expressed in cells from the colony forming
units-erythroid (CFU-E) to the basophilic erythroblast stage [26].
The EPO/EPOR interaction triggers conformational changes in the
extracellular domain of the receptor and consequently the activation
of the EPOR-associated Janus Kinase (JAK)-2 by autophosphorylation
[27].JAK2 activation results in the phosphorylation of eight tyrosine
residues on the cytoplasmic region of EPOR [28]. These phospho-
tyrosine residues recruit a variety of Src homology-2 (SH2) domain-
containing proteins that initiate various signaling pathways (Fig. 1).

One of the main activated signaling pathway is the phospha-
tidylinositol-3 kinase (PI3K)/protein kinase B (PKB) AKT pathway.
This pathway plays a crucial role in the regulation of erythroid cell
survival by protecting them from apoptosis, although this pathway
is necessary but not sufficient [29]. PI3K has a catalytic subunit
p110 and a regulatory subunit p85, which binds directly to the
EPOR via its tyrosine Y479. However, PI3K can also be recruited to
EPOR indirectly by other proteins [30] (Fig. 1). Using murine
models that do not express PI3Kp85«, Huddleston et al. showed
that p85a was necessary for fetal erythropoiesis development [31].
The binding and activation of PI3K leads to the phosphorylation of
AKT, which in turn activates the proteins involved in erythropoie-
sis regulation. The PI3K/AKT signaling pathway phosphorylates
serine S310 of the transcription factor GATA-1 in vivo and in vitro,
and this phosphorylation enhances GATA-1 activity in erythroid
cells [32]. GATA-1 is indeed a key transcription factor for the
regulation of erythro-specific genes as well as the antiapoptotic
Bcl-X; gene transcription [33-35] (Fig. 1). The forkhead box 03A
(Foxo3A) is another AKT-mediated phosphorylation-relevant
transcription factor for erythropoiesis [36-38]. In fact, the
phosphorylation of Foxo3A results in the inhibition of its
transcriptional activity and subsequently the downregulation of
Foxo3A target genes such as the cell cycle inhibitor protein p27XP!/
cyclin dependent kinase (CDK) inhibitor [37,39]. Other Foxo3A
target genes that have antiproliferative or proapoptotic functions
include the B cell translocation gene 1 (BTG1), the Bcl2-family
member BIM and the TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) genes [26,36] (Fig. 1). EPO-mediated activation of PI3K/
AKT can also occur via adaptor proteins such as Grb2. In fact, Grb2
is recruited by the phosphorylated tyrosine Y464 of EPOR,
triggering the activation of the G-protein RAS and subsequently
PI3K phosphorylation. In a similar mechanism, the other EPO-
mediated signaling pathway the RAS/RAF/mitogen-activated
protein kinase (MAPK)/MEK/ERK1/2 pathway is activated via
adaptor proteins [40]. RAF1 activation is correlated with cell
proliferation, and importantly, RAF1 inhibits caspase-3 (CASP3)
activity, which leads to the arrest of cell differentiation [41,42]
(Fig. 1). Moreover, EPO mediates the modulation of MAPKs
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Fig. 1. Under hypoxia conditions, EPO production is induced in adult kidney through the activation of HIF and the down-regulation of GATA transcription factors, acting as
inhibitors of EPO gene transcription. Following posttranslational modifications, the glycoprotein EPO is released in blood circulation to reach EPOR expressing hematopoietic
cells in bone marrow. Interaction of EPO with EPOR triggers homodimerisation and activation of pre-existing associated JAK2 by trans-phosphorylation. JAK2 activation
results in the phosphorylation of eight tyrosine residues (Y) on the cytoplasmic region of EPOR. Phospho-tyrosines are docking sites that recruit a variety of Src homology-2
(SH2) domain-containing proteins. Localisation of the tyrosine residues in the primary structure of EPO protein are indicated only for the described signaling pathways: JAK2/
STATS5 (STAT3), PI3K/AKT, Grb2/RAS/RAF/MEK/ERK1/2. Green circles with P represent phosphates and green arrows and bars are phosphorylation activation and inhibition
respectively. Double arrows represent protein interaction. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the
article.)
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activation in erythropoiesis, while different studies revealed
divergent results concerning EPO-mediated activation of p38 and
SAPK/JNK. Indeed, p38a and p38+y are expressed during erythroid
differentiation [43], and p38 is activated by EPO and is required for
EPO-induced erythropoiesis [44,45]. Many cytokines activate SAPK/
JNK and p38 in several murine cell lines [30,40,44]. However,
proinflammatory cytokines, mainly TNFa, are responsible for the
anemia in cancers and chronic inflammatory diseases [46,47]. As for
EPO, TNFa is capable of activating p38 by phosphorylation [48,49].
Indeed, in a study examining the TNFa-inhibiting effect on
erythropoiesis, we showed that the cytokine induced a rapid
phosphorylation of p38 in human leukemia TF-1 cells (10 min),
whereas the EPO-mediated activation of p38 occurred later (8 h).
The use of p38a inhibitor SB203580 prevented the inhibitory effect
of TNFo on EPO-induced erythroid differentiation, which was shown
by hemoglobin production as well as <y-globin and GATA-1
upregulation. In this experimental model, phosphorylated p38a
had an inhibitory effect on the EPO-mediated erythroid differentia-
tion of the TF-1 cell line [22].

The signal transducer and activator of transcription (STAT)
factors contain the SH2-domain. Among the seven members of the
STAT family known in mammals, EPO activates STAT1, STAT3 and
STAT5a/b [22,30,50,51] following their binding to the docking sites
of the phosphorylated tyrosines of EPOR. They are then phosphory-
lated by JAK2, which allows their dimerization and activation as
transcription factors. JAK2/STATS5 is the classical pathway activated
by EPO in erythroid cells. Notably, EPO-mediated activation of JAK2/
STATS5 leads to the upregulation of the antiapoptotic Bcl-X; gene,
therefore protecting proerythroblasts from apoptosis [52] (Fig. 1).

Dysfunctions in EPO/EPOR-mediated signaling pathways lead
to serious perturbations of erythropoiesis by affecting cell
differentiation, proliferation and apoptosis. Indeed, pathologies
such as polycythemias (polycythemia vera (PV) and primary
familial and congenital polycythemia (PFCP)) show an absolute
increase in the red blood cell mass and the development of
erythrocytosis. A constitutive activation of JAK2 caused by a V617F
mutation has been incriminated in some patients [53,54].
JAK2V617F activity leads to a permanent activation of STAT5
and therefore of Bcl-X in erythroid progenitors, inducing EPO-
independent differentiation and colony formation [55]. In PFCP
patients, dominant gain-of-function EPOR mutations lead to EPO
hypersensitivity of erythroid progenitors and hematopoietic cells,
resulting in the prolonged EPO-induced JAK2 and STATS5 activation
[56,57]. On the other hand, it was reported that activation of RAS-
ERK and PI3K/AKT pathways were abnormally increased in
association with EPO hypersensitivity and apoptosis resistance
of erythroid precursor cells in PV [58].

As a crucial cytokine for erythroid development, the effects of
EPO via the EPOR have been studied extensively on the
physiological, cellular and molecular levels. However, an increas-
ing number of studies demonstrate that EPOR is expressed in non-
hematopoietic tissues and mainly in the brain and heart.
Moreover, EPOR is expressed in many cancer cell types. These
findings suggest new roles for EPO in non-hematopoietic tissues,
while importantly, EPO has been shown to activate tumor cell
proliferation. This observation constrains the clinical use of EPO
through human recombinant EPO (HuREPO), which requires
rigorous care, particularly as anti-anemia treatment for cancer
patients. Nonetheless, numerous promising HUREPO molecules
have been developed, and have been engineered to be more
specifically efficient and have fewer side effects.

2. Erythropoietic and non-erythropoietic erythropoietin

Erythropoietin was initially discovered and purified in small
quantities from the urine of patients with aplastic anemia [59]. In

the mid 1980s, the human EPO gene was cloned, and recombinant
DNA technology allowed for the large-scale production of
erythropoiesis-stimulating agents (ESAs) [60,61]. ESAs mimic
the cytokine’s physiological function and act on the homodimeric
EPOR (Fig. 2).

The first commercialized HUREPO, also known as epoetin, is a
full-length unmodified EPO polypeptide that has the identical
amino acid sequence to that of endogenous EPO. HuREPO is
administered by subcutaneous or intravenous injections two to
three times per week, and its half-life is approximately 6 h.
HuREPO is the most successful recombinant medicine widely used
to correct the low hemoglobin levels in anemia. It is a symptomatic
treatment, the action of which triggers the recruitment of
erythroid progenitor cells to commit to the erythroid lineage. It
is used to treat anemic patients who have low EPO levels, including
those patients with chronic diseases (inflammation and cancer)
and those with renal failure. HUREPO treatment depends on the
type and degree of anemia. The diagnosis of anemia takes into
consideration different parameters. Among these are the morpho-
logical aspects of the red blood cells (shape, color and size), the
amount of red blood cells (production, destruction), the red blood
cell indices (mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC) and mean corpuscular hemo-
globin (MCH)) and the circulating levels of EPO. The plasma levels
of EPO generally range between 4 and 27 mU/mL. The anemic
patients who are treated with HUREPO are those who present low
levels of EPO, while in other cases, patients are treated with blood
transfusions, nutritional administration steroid therapy and, more
drastically, by splenectomy or bone marrow transplants. Of those
anemic patients treated, 90% successfully respond to HuREPO, but
some patients never achieve satisfactory levels of hemoglobin, or
HuREPO may progressively lose its efficacy as a treatment. The
hypo-responsiveness of this minority of anemic patients is mostly
due to chronic inflammation, infections, iron deficiency, chronic
blood loss and EPO antibody-mediated pure red cell aplasia (PRCA)
[62-65].

To relieve the patients from the frequent and regular
administration of HUREPO and to improve their quality of life
(QOL), efforts have been made to produce molecules with longer
half-life but with the same efficiency. In this way, different
strategies are followed. Darbepoetin «, a novel erythropoiesis
stimulating protein (NESP), contains specific modifications such as
mutations creating N-linked-glycosylation sites on the glycosy-
lated sites of the native EPO. This product has a 3-fold longer half-
life in circulation and permits less frequent administration of the
product (intravenous or subcutaneous injections every 2 weeks or
monthly) [66,67]. Darbepoetin o is used in patients with chronic
kidney disease and in cancer patients under chemotherapy [68-
70].

Another strategy to prolong the plasma half-life of the HuREPO
molecule is to bond it to different types of polymers. The synthetic
erythropoiesis protein (SEP) is a fully synthetic polypeptide with a
similar sequence as that of the parent EPO but is linked to
negatively charged polymers. This molecule presents higher
erythropoietic activity than HuREPO and has a 2.5-fold increased
half-life [71]. Moreover, the continuous erythropoietin receptor
activator (CERA) is a PEGylated EPO molecule with double mass of
the native molecule. The half-life of CERA is remarkably high; it
requires 135 h to be eliminated from circulation after intravenous
or subcutaneous injection [72]. Furthermore, recombinant dimeric
EPO linked via a flexible peptide bridge or chemically crosslinked
via free sulfhydryl groups were also synthesized [73,74]. Finally, a
screening peptide strategy allowed the isolation of oligopeptides
with low affinity to the EPOR. After further modifications and
testing for EPOR specificity, a 20-amino-acid peptide was
synthesized (GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG). This oligopeptide,
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Adapted from Xiong et al. [164].

called Hematide™, mimics EPO function and lacks sequence
homology with EPO [75]. It is a very promising drug with a variety
of advantages. Firstly, the manufacturing process of a synthetic
peptide is cheaper compared to the production of recombinant
proteins, which requires a cell line. Second, due to its pegylated
form, Hematide™ is administrated less frequently than those
needed for the currently marketed ESAs. Third, the fact that itis not
a protein makes it more stable at room temperature without the
need of cold storage conditions throughout the distribution and
the administration to the patients. Moreover, immunologic cross-
reactivity of Hematide™ does not occur in comparison to those
occurring for rhuEPO such as PRCA. In a rat model of EPO antibody-
mediated PRCA, Hematide™ could stimulate erythroid progenitors
and increase hemoglobin levels without activation of an immune
response [76]. These encouraging observations led to a phase Il
clinical trial in order to get the confirmation that Hematide™ is not
neutralized by antibodies and can rescue patients from developing
PRCA. Therefore, using Hematide™ could treat active EPO
antibody-induced PRCA in patients. Results obtained by in vivo
and in vitro studies about the biologic activity and safety profile of
Hematide™ have allowed its entry into phase IlI trials [77-79].

In the case of anemia related pathologies, an alternative therapy
could be the stabilization of HIF transcription factors by the use of
the prolyl hydroxylase domain-containing protein (PHD) inhibi-
tors. This therapeutic strategy is currently undergoing a phase II
clinical trial [80].

Although EPO has beneficial effects on anemia, its administra-
tion can trigger an increase in cardiovascular and thromboembolic

events. Moreover, EPO may accelerate tumor growth, but this
observation remains debatable [81]. By contrast, Lundby et al., in a
recent review, suggested that the administration of HUREPO in
healthy humans does not alter their physiological indices and that
it is safe to use for experimental purpose [82].

It was established that EPO binds EPOR to induce activation of
the erythropoietic pathway, and that the affinity of EPO to its
receptor is high. But an initial study with different EPO sensitive
cell types and by evaluation of their EPO affinity, showed the
existence of at least two types of receptors, one with a high affinity
for EPO and the second with an affinity 8-16 times lower (Fig. 2)
[83]. Later, a study confirmed the hypothesis that this second
receptor may be a heterodimer consisting of EPOR and the 8
common receptor (3cR, also named CD131). This hypothesis was
based on the synergistic action of cytokines IL3, IL5 and GM-CSF
with EPO, to promote erythropoiesis [84]. Following that, it was
proposed that this alternative receptor could be responsible for the
majority of the EPO protective activity that we will mention below
[85], and which constitutes a very interesting therapeutic
approach. However, recent data questions the exclusivity of this
receptor, showing that at least in differentiated neuroblastoma SH-
SY5Y and pheochromocytoma PC-12 cells, the EPO antiapoptotic
activity is due to the homodimeric EPOR [86].

The protective activity of EPO may be due, in some tissues, to
the presence of the heterodimeric receptor but the affinity of EPO
for the EPOR/BcR receptor is low, so the tissue-protective
properties of EPO are reached with higher dosage than needed
for its circulating hormonal effects and concurrently, high doses of
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EPO are associated with side effects and abnormally increased
erythropoiesis. To circumvent the side effects while preventing the
cytoprotective activities of EPO, different non-erythropoietic
erythropoietin derivatives have been developed either by chemi-
cally modifying or mutating EPO.

The carbamylation of lysines is a characteristic modification
that alters protein conformation and function. Leist et al. noted
that carbamylated EPO (CEPO) lacks erythropoietic activity but
keeps the neuroprotective effect of EPO [87]. CEPO is also known
for its capacity to protect the kidneys from ischemic injury [88] as
well as for its cardioprotective and neuroprotective properties
[89,90]. CEPO has the same half-life as HUREPO and overcomes the
platelet reactivity induced by high doses of EPO [91].

The difficulties in the production and storage at cold conditions
to preserve stability led to the development of other small
alternative molecules. Based on the tertiary structure of EPO, helix
B surface peptides have been developed. These peptides are less
expensive to produce and more stable. Moreover, they display less
immunogenicity and have tissue-protective effects [92,93]. The
QEQLERALNSS peptide protects cardiomyocytes from TNFa-
induced apoptosis in vivo and in vitro [94]. These oligopeptides
mimic the 3D structure of EPO, and they present a promising
alternative to CEPO for therapeutic use and the study of EPO-
mediated cytoprotection.

Carbamylated darbepoetin alpha (C-darbe) is synthesized using
the same protocol as that for CEPO. Ramirez et al. found that C-
darbe protects endothelial progenitor cells from inflammation-
induced apoptosis without stimulating erythropoiesis [95].

AsialoEPO is obtained by the enzymatic conversion of HUREPO
using a sialidase that removes the sialic acid from HuREPO. The
plasma half-life of the obtained product is between 1 and 2 h, and
its binding affinity to EPOR is the same as that of HUREPO. The
shorter half-life of AsialoEPO in comparison with that of HuREPO
did not trigger the commitment of erythroid progenitors to mature
erythrocytes in circulation, so the hemoglobin concentration did
not increase. Erbayraktar et al. also demonstrated the neuropro-
tective capacity of AsialoEPO in vivo [96].

S100E is an EPO mutant generated by site-directed mutagenesis
of the EPO-encoding sequence. It lacks an affinity for EPOR but
retains the tissue-protective effect of EPO without any hemato-
poietic bioactivity [87]. SIO0E promotes neuroprotective, post-
ischemic neurologic function improvement [90] and protects
against ocular photoreceptor degeneration [97].

3. EPO-related protection

In addition to the key roles of EPO in differentiation,
proliferation and inhibition of cell death, emerging evidence has
suggested that EPO exerts cytoprotective effects on non-erythroid
cells. Moreover, the data have often shown that EPOR is expressed
in non-hematopoietic tissues, including the brain [98,99] and heart
[100] as well as the small bowel [101], uterus [102], kidney [103]
and pancreatic islets [104]. As described above, the initially
developed recombinant EPO mimicked all of the properties of the
native EPO. Then, the other derivatives of EPO have targeted some
of these properties, such as the capacity for non-hematopoietic
tissues protection. Cardioprotection and neuroprotection are the
main areas that have been studied for the protective activities of
erythropoietin.

3.1. Cardioprotection

Ischemic-reperfusion injury (I/R) refers to tissue damage
caused by the return of blood supply to the tissue after a period
of ischemia. I/R occurs in cell death, myocardial infarction (MI),
myocardial remodeling and the functional decline of the heart.

The use of HuUREPO or EPO derivatives, such as CEPO,
Darbepoetin, and others, are different methods to avoid ischemia
injury. Postconditioning (IPost) consists of a brief intermittent
ischemia, applied during the onset of reperfusion after a long
period of ischemia [105]. A recent study that compared the
efficiency of this method to EPO treatment by evaluating the size of
the infarct showed that EPO exerts a better protective effect than
[Post against reperfusion injury [106].

The rapid effect of cardiovascular protection induced by
pretreatment with EPO, with regard to I/R and MI, involves a
mechanism distinct from hematopoiesis. The cardioprotective
effects of EPO are achieved primarily through the inhibition of
myocardial apoptosis, limiting the infarct expansion, and attenu-
ating the post-infarct deterioration of hemodynamic function, the
reduction of inflammation, and the induction of angiogenesis
(Figs. 2 and 3). Interestingly, following MI, the heart seems to be
able to produce erythropoietin, albeit a negligible amount, which is
probably induced by HIF-1«, the main transcriptional regulator of
erythropoietin [107,108] (Fig. 2).

The first mention of EPO cardioprotection was made in 2003
after in vitro and in vivo experiments in rodents [109-113]. In 2004,
Wright et al. confirmed, using a rat model, the action of EPO in
cardiovascular protection and the involvement of the preservation
of ATP levels in the ischemic myocardium [114]. At the same time,
Shi et al. showed in a rabbit model that the rapid activation of
potassium channels and protein kinases by EPO represents an
important new mechanism for increasing cardioprotection [115].
Primary investigations on the signaling pathways involved in EPO-
mediated cardioprotection demonstrated the phosphorylation and
activation of JAK1/2, STAT3, STAT5a and PI3K as well as the
activation of PKCe, RAF, MEK1/2, p42/44-MAPK and p38-MAPK
[116] (Fig. 3).

The cardiac inflammation and apoptosis of myocardial cells are
two distinct phenomena in the deterioration of cardiac function,
but both are triggered during I/R or MI. The regulation of these
phenomena by EPO borrows a common part of the signaling
pathway. In recent years, several independent teams working on
different models have involved the same signaling pathway, with
little variance in the regulation of cardiomyocyte apoptosis and
inflammation by EPO. The first key molecule highlighted in this
regulation is AKT, already known to be involved in the regulation of
apoptosis, including cardiomyocyte apoptosis. AKT normally acts
through the inhibition of proteins such as Bcl2-antagonist of cell
death (BAD), Caspase 9 (CASP9) or forkhead receptor ligand (FKRL)-
1 [117,118]. The implication of AKT in cardioprotection and the
inhibition of apoptosis and inflammation triggered by EPO appear
to involve other signaling pathways (Fig. 3).

3.1.1. Inflammation

The key molecules of inflammation are TNF«, Cyclooxygenase
(COX)-2 and IL-1PB. Several articles have highlighted their
involvement in the inflammation of the myocardium and have
shown that IL-13 and TNFa are produced in the myocardium and
mainly in the cardiac fibroblast [119,120]. The first studies linking
EPO and inflammation showed an inhibition of inflammation by
the induction of PI3K, Activator Protein 1 (AP-1) and endothelial
nitric oxide synthase (eNOS) via AKT activation [121], as well as the
inhibition of the myocardial expression of IL-6, TNFe, and IL-13 via
STAT3/5 signaling [122] (Fig. 3). However, a study using later time
points reported the induction of IL-10 and the inhibition of IL-6, IL-
13, TNFa, NFkB and, surprisingly, AP-1 [123]. The kinetics of AP-1
activation should therefore be studied in depth.

Proinflammatory protein COX-2 was also studied in the
regulation of inflammation by EPO. On the one hand, the inhibition
of COX-2 myocardial expression is coupled with the activation of
the extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2 and is indepen-
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Fig. 3. Overview of molecules and pathways implicated in tissues protection and leading to inhibition of apoptosis, inhibition of inflammation, induction of angiogenesis, and
decrease of Myocardial Infarction (MI) size. Solid lines: established relationship; Dashed lines: direct relationships not proved; arrow: positive regulation; Bar: inhibition.
Green proteins: reperfusion injury salvage kinases (RISK); blue proteins: cytokines. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to

the web version of the article.)

dent of AKT and STAT5 modulation [124]. On the other hand, EPO
induces the expression and activity of COX-2 and subsequently the
production of its products, such as prostaglandin PGE2 and PGF2q,
leading to a decreased infarct size [125] (Fig. 3).

3.1.2. Apoptosis

The antiapoptotic effect of erythropoietin on cardiomyocytes
was discussed for the first time by Calvillo et al. [110] and was
validated in several articles. The signaling pathways were defined

gradually from a first observation in vivo and in vitro, showing that
AKT is the central molecule [113,126]. AKT induces eNOS, NO, and
Bcl2 [127]; inhibits CASP3 and CASP8 [128]; and is activated by
EPOR through PI3K [129] (Fig. 3).

Glycogen synthase kinase-3 beta (GSK-3[3) is known to be
involved in the apoptosis of myocardial cells by inhibiting Bcl2 and
activating the proapoptotic protein BAX. EPO inhibited apoptosis
through the activation of AKT and the phosphorylation of GSK-3[3
to its inactive form [130]. Kim et al. completed these observations,
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showing that the EPO-mediated GSK-33 inactivation is PI3K-
dependent in mice cardiomyocytes [131]. Some of the elements
not validated in this study are in favor of the action by GSK-3[3 on
NO and Bcl2, but this option deserves more targeted studies
(Fig. 3).

3.1.3. Angiogenesis

The heart ischemia corresponds to a decrease in blood flow
toward the myocardial cells. Angiogenesis is the formation of new
capillary vessels from the preexisting vessels, thus optimizing the
oxygen delivery to tissues. This mechanism is a solution for
improving cardiac function by restoring perfusion. The endothelial
cells of the blood vessels express EPOR and are able to proliferate in
response to treatment with EPO [132,133]. Many studies examin-
ing the effect of EPO on endothelial cell proliferation or blood
capillary formation have validated these data. However, few
studies have provided a complete mechanism. The regulation of
angiogenesis can be achieved through Endothelin-1 (ET-1), as the
use of anti-endothelin-1 antibody blocks EPO-induced angiogene-
sis [134]. However, no further studies have been conducted on this
mechanism. Other studies have implicated JAK2 phosphorylation
or the production of matrix metalloproteinase-2 (MMP2) without
validating the hypothesis by using specific inhibitors. Finally, EPO
regulates the expression of VEGF, a cytokine involved in the
proliferation of endothelial cells, via EPOR [135,136]. With regard
to the regulation of VEGF expression in the mediation of EPO-
induced signals, a recent in vitro study showed that a deletion of
Sonic hedgehog (SHH) abolished the EPO-induced cardioprotec-
tion, highlighting the central role of SHH [137]. Furthermore,
results also showed the involvement of angiopoietin-1 (ANG-1),
and finally, unlike the aforementioned studies, there was a lack of
STAT3 effect in this model of cardioprotection (Fig. 3).

In a very interesting study, Teng et al. recently focused on the in
vivo effect of EPO on endothelial cells. The study examined AEPOR-
mice, which expressed EPOR only in hematopoietic and endothe-
lial cells. In addition to confirming the involvement of the AKT/NO/
eNOS and the MEK/ERK pathways, the study results suggested that
the endothelial response is probably sufficient for an acute EPO-
mediated cardioprotection effect [138] and that therefore, this
cardioprotection does not necessarily require an effect on
myocardial cells.

Despite the importance of studies that validate the involvement
of EPO in regulating angiogenesis, especially after myocardial
ischemia, the exact principle of this regulation has not been
completely elucidated; some remaining contradictions must be
considered.

The term Reperfusion Injury Salvage Kinase (RISK) pathway is
currently used to define the group of protein kinases involved in
reperfusion injury cardioprotection, and these include PI3K, AKT,
ERK1/2 and MAPK [139]. The cardioprotection mediated by EPO
has some limits. Some diseases affect one or more signaling
pathways activated by EPO; for example, diabetes mellitus affects
the signaling pathway of RISK. In a type 1 diabetes rat model, EPO
neither decreased the infarct size nor increased the phosphoryla-
tion of AKT, ERK1/2, and GSK-3[3. A direct inhibition of GSK-3[3 was
proposed to provide an alternative strategy to protect diabetic
hearts against I/R injury [140] (Fig. 3).

3.2. Neuroprotection

The EPOR protein is expressed in the brain by different cell types,
such as neural progenitor cells (NPC), astrocytes, neurons and
oligodendrocytes. Brain cells may also produce EPO under hypoxic
conditions to enable NPC proliferation and differentiation. In
experimental models of hypoxia-ischemia (HI) or stroke, an injection
of EPO can reduce the size of lesions and brain damage [116].

3.2.1. EPO in brain development

EPO and its receptor are expressed in specific regions of the
embryonic and adult brain (shown in the rat, monkey and human),
and this expression decreases dramatically during development.
Liu et al. effectively demonstrated that EPOR mRNA expression
decreased by 1 to 3% of the level observed in hematopoietic tissues
in mice [141]. EPO appears to be mainly expressed by astrocytes,
while EPOR is expressed by neurons [99], which corresponds to the
neurotrophic activity of EPO in the cerebral system during
development. This hypothesis was supported by mice experiments
in which EPO or EPOR was knocked out, leading to embryonic
death. The cause of death was due not only to erythropoiesis
failure, but also to the failure of brain development, as there was
slowed proliferation and increased sensitivity to hypoxia [142].
This study also showed that the conditional knockdown of EPOR
leads to a specific deficit in post-stroke neurogenesis by the
impaired migration of NPC to the peri-infarct cortex. Several other
studies support the mechanisms of EPO in neural development.
Indeed, EPO stimulates the differentiation from pluripotent
progenitor cells to NPC in vitro [143] as well as the neural
differentiation of NPC from the subventricular zone [144]. In a
model of HI, EPO stimulates neurogenesis in the subventricular
zone and promotes the migration of neural progenitors to the
injured cortex and striatum [145].

3.2.2. EPO in neuroprotection

EPO has repeatedly been reported to possibly play a role in
neuroprotection in adults, but the high molecular weight of its
native form, EPO has difficulties in passing through the blood-
brain barrier (BBB). For an intravenously injected dose of 5000 U/
kg, less than 2% of EPO passes the BBB in the 3 h following injection
[146]. Therefore, an inappropriately large injection dose of EPO to
achieve effective brain concentrations may be associated with side
effects (thrombotic complications, increase in blood pressure,
adverse cardiovascular complications in patients with kidney
disease, chronic renal failure). However, in some pathologic
conditions such as the premature or HI brain, the BBB can be
dysfunctional or damaged, resulting in increased permeability.

The non-hereditary injury that affects the central or peripheral
nervous system is usually related to trauma, HI, or toxicity. Global
or focal cerebral ischemia is followed by damage that is
characterized by oxidative stress, excitotoxicity, inflammation
and apoptosis.

When neural and astrocyte cells are treated under hypoxic
conditions or treated with desferrioxamine (DFX) and cobalt
chloride (CoCl,) and/or inhibited by H,0,, the hypoxic stress
increases the in vitro expression of EPO [147]. HI accelerates
neuronal cell death not only by necrosis, but mainly by apoptosis
[148]. Moreover, EPO protects against neuronal apoptosis through
JAK2/STAT5 activation and regulates the balance between proa-
poptotic and antiapoptotic pathways, with the induction of Bcl-X,
and Bcl-2 expression [149]. EPO also inhibits CASP3 and CASP9
[150] and regulates BAX through the JAK2 signaling pathway [151]
(Fig. 3).

EPO protects against HI injury through angiogenesis via NF-kB
phosphorylation and activation of AKT and PI3K [152]. This
mechanism affects neurovascularization through the revasculari-
zation of the ischemic zone [153] to improve oxygen delivery in the
brain. Moreover, this neurovascularization can promote the
production of neuronal stem cells and neuronal and neural
progenitors [143] to increase neurogenesis in the ischemic zone
[145]. Finally, EPO promotes the differentiation of neural stem cells
into astrocytes [154] or oligodendrocytes [155]; such differentia-
tion is correlated with ERK and NF-kB activation. The EPO capacity
to improve the elongation of neurites in spinal ganglion cells has
also been reported [156] (Fig. 3).
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A recent study improved our knowledge regarding neural
angiogenesis and the TNFo/EPO/VEGF relationship [157] by
showing that TNFa interacts with its receptor TNF-receptor 1
(TNFRI) and sensitizes neural endothelial cells by inducing the
expression of EPOR, thereby increasing EPO-induced angiogenesis
by amplifying the activation of the VEGF/VEGFR2 and ANG-1/TIE2
pathways [158] (Fig. 3).

In neural inflammation, IL-1(3 corresponds to the early response
and induces the synthesis of other cytokines and of the infiltration
of leukocytes. An injection of EPO delays the increase in IL-18
expression and decreases leukocyte infiltration [159]. Moreover,
EPO inhibits the production of proinflammatory cytokines that is
induced by toxicity or infection [160,161].

The excitotoxicity/neurotoxicity of glutamate is mediated by
the N-methyl-p-aspartate receptor and can be improved by
treatment with EPO, which involves the cross-talk between the
JAK2/STAT and PI3K/AKT signaling pathways [162] and may be
through the PI3K-dependent activation of Ca?*-activated K*
channels [68]. In a similar manner, EPO reverses the increase of
lipid peroxidation and the decrease of antioxidant levels induced
by alcohol intake [163].

A recent study provided another insight of the neuroprotection
induced by EPO. In this in vivo study, which uses EPOR-null mice,
EPO protection occurs through the upregulation of antiapoptotic
proteins p-AKT and Bcl-X; in the ipsilateral hippocampus and
cortex [164], suggesting that a separate pathway independent of
EPOR may be borrowed to mediate this protection.

3.3. Other protections

3.3.1. Pancreatic disorder

In 2003, Fenjves et al. showed that pancreatic islets express the
EPOR protein [104]. Subsequently, several studies have examined
the effects of EPO on islet cells and especially the effect of this
cytokine in the case of types 1 and 2 diabetes or other pancreatic
disorders. Types 1 and 2 diabetes mellitus are chronic disorders
induced by insulin insufficiency, which results in the deregulation
of glucose homeostasis, inducing hyperglycemia and then vascular
complications. Diabetic pathologies have distinct mechanisms, but
the common element between types 1 and 2 is the insufficiency of
the functional pancreatic [3-cell mass that is required to maintain
euglycemia.

Several papers demonstrated that erythropoietin can provide a
beneficial or possibly protective effect in diabetic patients through
a direct effect on 3 cells [165-168]. Data from He et al. suggested
that EPO can protect neonatal islet cells (in the porcine model)
through the upregulation of Bcl-2 and downregulation of BAX and
CASP3 [169] (Fig. 3). Finally, results provided recently by Shuai
et al. suggested the requirement of the PI3K/AKT pathway [167],
which was already described for cardioprotection. There is also the
possibility of an acute necrotizing pancreatitis protection by EPO,
but more investigation is needed to clarify that role [170].

Importantly, pancreatic cancer cells also express EPOR, and a
study on the effect of EPO in pancreatic cancer showed that EPO
enhanced the proliferation of these cells (in a rat model), and this
proliferation may correspond to an acute side effect of long-term
treatment with EPO [171].

3.3.2. Retinal protection

The retina is the most metabolically active tissue in the human
body and is highly sensitive to reductions in oxygen tension or
traumatisms. EPO is expressed in the adult human retina [172],
and EPO has a potent neuroprotective effect in the retina. EPOR
expression has been detected in the mouse retina [173] and in the
healthy human fetal retina [174]. More recently, EPO expression
was highlighted in not only the retina of diabetic retinopathy

patients, but also in non-diabetic donors [175]. Moreover, EPO and
EPOR are present in the vitreous of healthy donors, again with a
higher level found in diabetic donors.

Numerous studies show the protective effect of EPO in non-
inherited or inherited retinal degenerations [97,176]. This
phenomenon is independent of erythropoiesis and is most likely
mediated by the EPOR/BcR receptor [97]. Recently, it was shown
that the resistance of retinal progenitor cells (RPC) to hypoxic and
superoxide stress is mediated in part by EPO [177]. Nevertheless,
the action of this molecule may be partly the basis of the resistance
of retinal tissues to moderate and severe stresses due to low
oxygen levels. This resistance is mediated by the PI3K/AKT/mTOR
pathway [177] and has been validated in vitro using specific
inhibitors of this signaling pathway and correlated with AKT
phosphorylation. In the case of hypoxia and also in the case of
white light damage, EPO is induced by HIF-1a [178] (Fig. 3).

3.3.3. Auditory protection

Hearing loss is one of the most relevant chronic diseases in the
elderly, but indeed, 1 in 1000 children is deaf by age 3. In the
cochlea, supporting cells and hair cells composes the organ of Corti.
The latter cells are responsible for hearing, but they are the most
fragile part of the ear. The death of these cells usually occurs as a
result of trauma or exposure to toxins and occurs through
apoptosis, mediated by the activation of caspases.

EPO expression is exclusively in the supporting cells of the
organ of Corti [179]. EPOR is expressed in some cells of the stria
vascularis, endothelial cells, auditory hair cells and the supporting
cells of the organ of Corti in newborn and adults rats [180]. First, in
vitro studies showed a protective effect of EPO on hair cells against
ischemia-induced and gentamycin-induced damage, albeit with a
low efficiency compared with the control [180,181]. Until now,
none of the in vivo models were conclusive for the effect of EPO in
the protection of hair cells, and this field seems poorly represented.
However, a study linking HI, hearing and learning modeled the
carotid HI in postnatal rats, concluding that EPO affects behavioral
and neurological protection, but proposed no explanation for these
results [182].

3.3.4. Others

Finally, it is impossible to list the numerous studies showing the
beneficial effects of EPO on non-hematopoietic tissues; these
studies do not provide a mechanistic explanation of the effects.

EPO can affect bone reconstruction. This effect was shown a few
years ago in an experiment involving the injection of EPO between
1 day before and 4 days after a fracture. The results showed a
significant increase in the rate of calcification and the expression of
EPOR in terminally differentiating chondrocytes within the callus
until 2 weeks after the fracture [183].

EPO plays a role in the restoration of dysfunctional microvas-
culature, which has been demonstrated in murine striated muscle
[184]. This angiogenic effect observed seems to depend on eNOS
but not inducible NOS (iNOS), when antiapoptotic effect of EPO is
maintained is this model independently to both NOS molecules
[185].

In rats with unilateral urethral obstruction and treated with a
non-erythropoietic EPO derivative (CEPO), CEPO decreases tubular
apoptosis and alpha-smooth muscle actin (ASMA) expression in
the absence of polycythaemia, and in these same rats, the use of
HuREPO induces the same results in addition to a wedge-shaped
infarction [186].

4. Conclusion

Since recent years, much evidence through in vitro and in vivo
studies has undoubtedly established that erythropoietin has a
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tissue-protective capacity against some trauma, toxins and other
damages that are hereditary and non-hereditary. Tissue protection
is mainly mediated by the inhibition of apoptosis, inflammation
and induction of angiogenesis. This protective ability could be
characterized by an increase in native EPO in the injured tissue
(such as cardiac and neural tissue); however, the non-hematopoi-
etic tissues produce an amount of EPO unable to induce a
protective effect. The protective effect can then be obtained
through the injection of recombinant EPO. Nevertheless, such
treatment involves high doses of EPO administration, which can
lead to serious side effects. Indeed, most EPO-mediated tissue-
protection occurs through binding to the heterodimeric receptor
EPOR/BcR, which has a lower affinity for EPO than the
homodimeric receptor. Moreover, in the case of neuroprotection,
EPO needs to pass through the BBB. In this regard, EPO derivatives
are being developed to cross the BBB more easily, decrease
administration frequency, increase plasma half-life, decrease side
effects and avoid cross-talk with hematopoietic activity.
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As a histone deacetylase inhibitor, valproic acid (VPA) is a candidate for anticancer therapy. Besides, VPA
exhibits various mechanisms of action and its effects on the molecular basis of hematopoiesis remain
unclear. To study the effects of VPA on the hematopoietic system, we performed microarray analysis
using K562 cells treated with 1 mM VPA over a 72 h time course. The association between gene ontology
(GO) terms and the lists of differentially expressed genes was tested using the Bioconductor package
GOstats. Enrichment analysis for cellular differentiation pathways was performed based on manually
curated gene lists. Results from microarray analysis were confirmed by studying cell differentiation
features at the molecular and cellular levels using other hematopoietic cell lines as well as hematopoietic
stem/progenitor CD34" cells. Microarray analysis revealed 3440 modulated genes in the presence of VPA.
Genes involved in the granulo-monocytic differentiation pathway were up-regulated while genes of the
erythroid pathway were down-regulated. This was confirmed by analyzing erythrocytic and myeloid
membrane markers and lineage-related gene expression in HEL, MEGO1, HL60 as well as CD34" cells.
Moreover, GATA-1 and its co-factors (FOG1, SP1) were down-regulated, while myelopoiesis activator
PU.1 was up-regulated, in agreement with an inhibition of erythropoiesis. Our functional profiling and
cell phenotyping approach demonstrates that VPA is able to alter hematopoietic homeostasis by
modifying the cell population balance in the myeloid compartment. This may lead to a potential failure
of erythropoiesis in patients with cancer or chronic inflammatory diseases having a well-described
propensity to anemia.
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1. Introduction

Valproic acid (2-propylpentanoic acid) (VPA), is a well known
histone deacetylase inhibitor (HDACi). Independent of this
property, it is being used as an anticonvulsant agent and is
clinically effective as a mood stabilizer in the treatment of manic
depression (bipolar affective disorder). Due to its HDAC inhibiting
activity and its safe use as a drug for several years, VPA is
considered to be a good candidate for anticancer therapy. Indeed,
VPA inhibits angiogenesis in vitro and in vivo by decreasing the
expression of nitric oxide synthase in endothelial cells following
HDAC inhibition [1]. In a large series of preclinical studies, VPA
induced differentiation and inhibited cell growth in several
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neoplastic cell lines [2]. Leukemic blasts isolated from patients
with newly diagnosed acute myeloid leukemia differentiated in
vitro at therapeutic concentrations of VPA and the cytotoxity of
Cytarabine (Ara-C) in Philadelphia-positive and promyelocytic
leukemia cell lines markedly increased under VPA treatment [3].
Nevertheless, VPA exhibits many controversial or non-beneficial
effects for patients. Indeed, it is known to induce apoptosis in a
limited number of cell types while being nontoxic or even
cytoprotective in other cells [4,5]. Moreover, VPA stimulates
activation of mitogen-activated protein kinase (MAPK) and in
particular the survival factors extracellular signal-regulated kinase
(ERK)-1/2 in different cells [6,7]. Interestingly, an induction of
erythropoiesis was observed in epileptic patients following VPA
treatment [7] while other studies revealed hematological toxicity
of anticonvulsive drugs including VPA, resulting in aplastic anemia
[8] and pure red cell aplasia [9,10]. More importantly, VPA was
shown as triggering prominent adverse effects such as teratoge-
nicity and liver toxicity. The HDAC inhibiting activity of VPA that
may have anticancer activity may also be responsible for its
teratogenic side effects [11].
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Hematopoiesis gives rise to all circulating blood cells with the
crucial role of maintaining hematopoietic homeostasis. Hematopoi-
etic cells display lineage-related gene expression regulated by
specific transcription factors (TFs). Deregulation of TFs can trigger
the defect of hematopoietic homeostasis. The TFs GATA-1, NF-E2,
EKLF, TAL-1 and SP1, among others, have been widely described as
key regulators of erythroid-specific genes expression. High levels of
GATA-1 arerequired at the onset of erythropoiesis and the inhibition
of interaction between GATA-1 and its co-factor Friend of GATA
(FOG1) [12] or the TF SP1 prevents erythropoiesis [13]. Low
expression level of GATA-1 leads to elevated expression of GATA-2,
inhibiting erythroid differentiation in favor of megakaryopoiesis
[14]. Similarly, over-expression of PU.1 inhibits erythropoiesis by
interacting with GATA-1 and preventing its binding to target genes
[15]. In addition, PU.1 has been reported as promoting granulo-
monocytic differentiation [16]. This pathway specifically involves
the CCAAT/enhancer binding protein alpha (CEBPA) TF, which
regulates PU.1 gene expression [17]. Thus, xenobiotic-mediated
changes in growth factors, cytokines, and cellular receptors may lead
to TF deregulation and hematopoietic homeostasis perturbation.

In order to provide new insights into the effects of VPA on the
molecular basis of hematopoietic system, we performed micro-
array experiments using the human chronic myelogenous leuke-
mia K562 cell line. This is a multi-potent cell line with erythro-,
megakaryo- and granulomonocytic features because it was
established from cells arrested at an early differentiation stage
[18]. Microarray outcomes were corroborated by complementary
experiments using other hematopoietic cell lines and CD34" cells.
This functional profiling and cell phenotyping approach demon-
strates that VPA has a negative effect on erythroid differentiation
and a positive effect on the myelo-monocytic pathway, therefore
affecting the hematopoietic homeostasis.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and antibodies

Details of reagents and antibodies can be found in supplemental
Materials and Methods.

2.2. Cell culture

Details of culture for the human chronic myeloid leukemia
(CML) cell lines K562 and MEGO1, the human acute myeloid
leukemia (AML) cell lines HEL, HL60 and TF-1 (Deutsche
Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen, Braunschweig,
Germany), and for CD34" hematopoietic stem progenitor cells
(HSPC) purified from cord blood, are described in supplemental
Materials and Methods. Erythroid differentiation was scored by
benzidine staining as previously described [19].

2.3. Microarray experiments

Treatments with 1 mM VPA were started in the exponential
growth phase of 4 x 10° cells for early time points (2, 6 and 10 h)
and 1 x 10° cells for late time points (48 and 72 h). A control
sample was performed for each time point. Total RNA was
extracted from a batch of 5 x 10% to 1 x 107 cells by TRIzol
(Invitrogen, Merelbeke, Belgium) and cleanup was performed by
the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands). Quantifica-
tion of RNA was assessed by Nanodrop (Isogen Life science, Sint-
Pieters-Leeuw, Belgium). RNA integrity value >9 was verified using
an Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies Belgium,
Diegem). Microarray experiments using Agilent 4112F Whole
Human Genome Oligo microarrays (Agilent Technologies, Belgium,
Diegem) were done according to the manufacturer’s protocol with

700 ng of total RNA for the preparation of cDNA probes and Cy5-
and Cy3-labeled cRNA probes. The hybridized and washed probes
on each glass slide were scanned by an Axon 4100A microarray
scanner (Sunnyvale, CA, USA). Axon GenePix Pro software version
6.1 was used for feature extraction. Further details on the
microarray analysis procedure are described in supplemental
Materials and Methods. Microarray data reported here have been
submitted to the Gene Expression Omnibus public data repository
under accession number GSE19939.

2.4. Gene ontology based over-representation analysis

The Bioconductor package GOstats [20] was used to test for the
association between gene ontology (GO) terms [21] and the lists of
differentially expressed genes. Conditional over-representation
analysis (ORA) for the GO “Biological process” (BP) and “Molecular
Function” (MF) terms based on the lists of positively and negatively
regulated genes at the different time point was performed.

The set of genes encompassing all probes on the array with a
corresponding “Entrez Gene ID” annotation and annotated with at
least one GO term in the tested ontology (BP or MF) was taken into
consideration for the enrichment analysis-related gene universe. A
significance threshold of p < 0.01 was applied.

2.5. Enrichment analysis for cellular differentiation pathways

To gain better insights into potentially induced or repressed cell
differentiation pathways, ORA was performed using differentia-
tion-related gene sets. Gene lists for erythroid, megakaryocytic,
monocytic or granulocytic differentiation pathways were retrieved
by manual curation from PubMed abstracts and the corresponding
scientific articles. Only genes that are known to be positively
regulated in the related differentiation pathway or well described
cell differentiation markers were included into the gene sets (Table
S1). Gene lists were curated in an unbiased manner independently
of the lists of differentially expressed genes.

After the manual curation step, only genes that are mutually
exclusive in the erythrocyte/megakaryocyte or the monocyte/
granulocyte groups of gene sets were retained for enrichment
analysis (Table S2). There are many genes commonly implicated in
the regulation of the erythrocyte/megakaryocyte and the mono-
cyte/granulocyte differentiation pathways, respectively.

Enrichment analysis was performed in R [22] using the Fisher
exact test by comparing the lists of significantly up- and down-
regulated genes at different time points to a background set of
genes encompassing all probes on the array with an “Entrez Gene
ID” annotation. A cut-off (p <0.05) was applied to detect
significantly enriched gene sets in the lists of differentially
expressed genes.

2.6. Enrichment analysis for in silico predicted transcription factor
binding site motifs

Promoter analysis for enrichment of in silico predicted
transcription factor binding sites (TFBS) was performed using
the Clover software [23]. A statistical significance threshold of
p < 0.01 was applied for detecting enriched TFBS. Only TFBS motifs
related to mono-, granulo-, erythro-, or megakaryopoiesis [16,24]
were used for enrichment analysis. Details for the enrichment
analysis of TFBS motifs are described in Supplemental Materials
and Methods and Table S3.

2.7. Reverse transcription and real-time PCR

Reverse transcription (RT) was performed on 5 pg total RNA
using random hexamer primers from the SuperScript™ III first
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strand synthesis system for RT-PCR (Invitrogen). Real-time PCR
analysis were performed using the Mesa Green qPCR MasterMix
Plus for SYBR®™ Assay (Eurogentec, Seraing, Belgium) according to
the manufacturer’s protocol or the custom BD QZym Assays (BD
Biosciences) with provided primers. Real-time PCR were per-
formed according to the manufacturer’s instructions using a 7300
Real Time PCR System (Applied Biosystem, Lennik, Belgium).
Quantification was performed in triplicate, and expression levels
were normalized using internal standards (Actb and Gapdh).
Relative gene expression levels correspond to fold induction
compared with untreated cells. The statistics used include average,
standard error of the mean and Student t-test. Primer sequences
are shown in Table S4.

2.8. Colony forming unit assay (CFU assay)

CD34" cells were cultured in MethoCult® (StemCell Technolo-
gies, Grenoble, France) with 1% penicillin-streptomycin, 2% L-
glutamine, 50 ng/mL stem cell factor (SCF), 50 ng/mL IL-3, 10 U/mL
EPO with or without 1 mM VPA, and were seeded at a concentration
of 500 cells/mL in a 6-well plate. Four wells contained 2 mL of semi-
solid medium while 2 wells contained water. Culture was
supplemented with EPO every 4 days with or without VPA. The
colonies consisting of 50 or more cells were counted and identified
under an inverted microscope (Leica, Lecuit, Luxembourg).

2.9. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA), acid extraction of
histones, transfection and flow cytometry

Protocols are detailed in supplemental materials and methods.
Western blot analysis and EMSA were performed as previously
described [25].

3. Results

3.1. Gene ontology enrichment analysis reveals biological topics
related to cellular differentiation

Microarray analysis was performed using Agilent Whole
Human Genome Oligo Microarrays to identify early (2, 6 and
10 h) and late (48 and 72 h) effects of VPA treatment on gene
expression in K562 cells. Cells were cultured with or without VPA
treatment over a 72 h period. Gene expression data were obtained
from three independent competitive hybridizations comparing
treated and untreated cells. To validate microarray gene expres-
sion data we performed real-time PCR on 20 genes from the same
triplicate RNA samples as used for microarray experiments. The
good correlation (R?=0.66) validates the quality of microarray
data (Table S5).

Using a FDR threshold of 0.001 and a fold change cut-offof 1.5,a
total of 3440 differentially expressed genes were identified for
further analysis (Table S6). A progressive increase from 279 to
2428 in the number of differentially expressed genes was
observed between 2 and 48 h while this number decreased to
1916 at 72 h. In a next step, ORA based on the lists of up- and
down-regulated genes by VPA treatment revealed a large number
of significant gene ontology (GO) biological process (BP) and
molecular function (MF) terms (Tables S7 and S8). Interestingly,
many biological topics detected by GO enrichment analysis were
related to differentiation. As can be seen in Table S9, the gene lists
show a significant association of numerous “apoptosis”, “cell
cycle and proliferation” and ‘“cytoskeleton” related GO terms,
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including “anti-apoptosis”, “caspase activator activity”, “negative
regulation of cell proliferation”, “regulation of actin cytoskeleton
organization” and “microtubule-based movement” among others

with the lists of up- and down-regulated genes by VPA-treatment

over time. Other more differentiation-specific GO terms were also
significantly associated with the lists of induced and repressed
genes by VPA treatment. Among these GO terms, the presence of
hematopoiesis-related concepts, including “erythrocyte homeo-
stasis” associated to the negative gene lists at 48 and 72 h, “heme
biosynthetic process”, associated to the negative gene list at 48 h
and “myeloid leukocyte differentiation” associated to the positive
gene list at 48 h, led us to investigate in depth the modulating
effects of VPA on hematopoiesis.

3.2. VPA induces monocytic and represses erythroid differentiation
pathways

In order to assess more precisely the effects of VPA on erythroid,
megakaryocytic, monocytic and granulocytic differentiation path-
ways, and due to the limited number of genes annotated in GO to
the respective processes, a list of 218 gene/differentiation pathway
relationships were curated from the scientific literature. These
genes have been described as markers of these four hematopoietic
pathways or as being positively implicated in the corresponding
cell differentiation pathways (Table S2). Enrichment analysis was
performed based on these gene sets to visualize the effects of VPA
on differentiation pathways at the transcriptional level. As can be
seen in Table 1, over-represented gene sets were detected over the
whole time scale. On one side, enrichment for the erythrocyte gene
set was detected for the negatively regulated genes for time points
6, 10 and 72 h. On the other side, the monocyte gene set showed
enrichment for the up-regulated genes from 2 to 72 h. Enrichment
analysis based on the different hematopoiesis pathway gene sets
thus suggests an inhibition of the erythroid and an activation of the
monocytic differentiation pathways at the transcriptomic level in
K562 cells after VPA treatment.

3.3. VPA modulates hematopoiesis-related transcription factor
binding site motifs

To gain further insights into the effects of VPA on cellular
differentiation at the level of transcriptional regulation, enriched
TFBS motifs were determined in the promoter sets of the
significantly up- and down-regulated genes for the different time
points. Sixty-six position weight matrices (PWMs) from TransFac
2009.2 were used to detect enriched TFBS motifs specific to mono-,
granulo-, erythro or megakaryopoiesis as described in Section 2.
Motifs related to 28 PWMs were found to be significantly over-
represented at one or more time points (Table 2). Among these
DNA motifs, members of the AP-1 family of TFs potentially bind 7
of them. These AP-1-related motifs were significantly associated
with the lists of up-regulated genes from 6 to 72 h. Furthermore,
PWMs related to the TF CEBPA were significantly enriched in the
positive gene lists from 2 to 72 h. Interestingly, for the negative

Table 1
Enriched hematopoietic differentiation-related gene sets for the lists of induced and
repressed genes in VPA-treated K562 cells.

2h 6h 10h 48 h 72h

Negative

Erythrocyte 0.345 0.0134 0.0134 0.0959 0.0211

Megakaryocyte 1 1 1 1 1

Granulocyte 1 1 1 0.5870 0.7555

Monocyte 1 1 1 1 1
Positive

Erythrocyte 1 0.9593 0.7994 0.8790 0.3439

Megakaryocyte 1 0.6543 0.5002 0.7962 0.7680

Granulocyte 0.5851 0.7820 0.9266 0.4915 0.9499

Monocyte 0.0127 4.89E-06 0.0042 0.0141 0.0167

p-Values for the significant gene sets (p < 0.05) at corresponding time points are
shown in boldface.
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Table 2
Significantly over-represented transcription factor binding site motifs for the lists of induced and repressed genes in VPA-treated K562 cells.
Identifier Factor(s) 2h 6h 10h 48h 72h
Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos

V$AP1_01 AP1 0.608 0.054 0.785 0.054 0.273 0.038 0.591 0.000 0.953 0.002
V$AP1_C AP1 0.689 0.239 0.938 0.211 0.518 0.076 0.695 0.008 0911 0.001
V$AP1_Q2 AP1 0.982 0.016 0911 0.001 0.354 0.002 0.197 0.001 0.929 0.001
V$AP1_Q2_01 AP1 0.480 0.022 0.546 0.011 0.566 0.020 0.696 0.000 0.699 0.000
V$AP1_Q4_01 AP1 0.631 0.403 0.913 0.149 0.810 0.115 0.852 0.010 0.904 0.002
V$AP1_Q6 AP1 0.876 0.082 0.899 0.045 0.508 0.012 0.639 0.009 0.872 0.002
V$AP1F]_Q2 AP1 0.973 0.096 0.746 0.004 0.472 0.006 0.350 0.002 0.968 0.011
V$CDPCR1_01 CDP 0.009 0.032 0.099 0.002 0.301 0.000 0.302 0.000 0.367 0.000
V$CEBP_01 CEBPA 0.000 0.001 0.324 0.974 0.529 0.853 0.825 1.000 0.966 1.000
VS$CEBP_C CEBPA 0.271 0.006 0.467 0.087 0.524 0.096 0.224 0.122 0.460 0.124
V$CEBP_Q2 CEBPA 0.004 0.000 0.036 0.000 0.141 0.000 0.016 0.000 0.069 0.001
V$CEBPA_01 CEBPA 0.004 0.002 0.040 0.000 0.106 0.000 0.055 0.001 0.057 0.000
V$CHOP_01 CEBPA 0.392 0.271 0.840 0.270 0.807 0.009 0.467 0.099 0.052 0.178
V$CEBP_Q2_01 CEBPA, CEBPE 0.171 0.007 0.541 0.000 0.864 0.000 0.794 0.987 0.264 0.022
V$CEBP_Q3 CEBPA, CEBPE 0.003 0.004 0.630 0.691 0.869 0.390 0.923 1.000 0.587 1.000
V$EGR1_01 EGR-1 0.852 0.280 0.490 0.465 0.477 0.502 0.278 0.040 0.987 0.009
V$KROX_Q6 EGR-1, EGR-2 0.208 0.000 0.057 1.000 0.342 1.000 0.019 1.000 0.062 1.000
V$GATA1_02 GATA-1 0.006 0.013 0.290 0.080 0.154 0.014 0.005 0.003 0.011 0.005
V$GATA1_04 GATA-1 0.004 0.073 0.307 0.089 0.278 0.111 0.122 0.000 0.125 0.024
V$GATA1_05 GATA-1 0.000 0.012 0.010 0.001 0.058 0.001 0.283 0.000 0.166 0.002
V$GATA1_06 GATA-1 0.002 0.202 0.012 0.003 0.267 0.000 0.172 0.000 0.063 0.000
V$GATA_C GATA-1, GATA-2 0.000 0.016 0.018 0.000 0.031 0.000 0.021 0.000 0.020 0.000
V$GATA_Q6 GATA-1, GATA-2 0.018 0.073 0.070 0.000 0.101 0.000 0.180 0.000 0.056 0.000
V$GATA2_02 GATA-2 0.006 0.135 0.132 0.003 0.451 0.000 0.319 0.000 0.058 0.000
V$GATA2_03 GATA-2 0.035 0.309 0.598 0.078 0.813 0.017 0.487 0.056 0.144 0.009
VS$GFI1_01 GFI 0.003 0.000 0.122 0.000 0.582 0.000 0.201 0.003 0.191 0.002
VS$GFI1_Q6 GFI, GFI1B 0.073 0.113 0.279 0.001 0.592 0.002 0.297 0.035 0.009 0.072
V$CREL_01 NFKB 0.005 0.141 0.472 0.129 0.581 0.321 0.621 0.193 0.700 0311

“Identifier”: indicates the identifier for the position weight matrix as found in TransFac 2009.2. “Factor(s)”: human TF(s) implicated in mono-, granulo-, erythro- or
megakaryopoiesis known to bind to the corresponding DNA motifs. The p-values for positive and negative gene lists are shown and the p-values for significantly enriched
TFBS motifs (p < 0.01) are set in boldface type. Only PWMs with a corresponding p-value below the significance threshold (p < 0.01) at one or more time points are shown in

the table.

gene lists, only at time point 2 h a significant association with
CEBPA-related matrixes (V$CEBP_01, VSCEBPA_01 and CEBP_Q3)
was detected. The VEKROX_Q6 matrix, a PWM related to the early
growth response protein (EGR)-1 and -2 binding site motifs, is
found to be significantly over-represented in the promoter sets for
the list of positively regulated genes at 2 h. Additionally an EGR-1-
specific PWM (V$EGR1_01) is enriched in the positive gene list at
72 h. A total of eight GATA-1- and/or GATA-2-related PWMs were
detected as enriched at one or more time points in the positive and
negative gene lists. Among them, two GATA-1-specific PWMs
(V$SGATA1_05 and V$GATA1_06) were significantly enriched over
the whole time scale. Interestingly, for time point 2 h, the GATA-
related PWMs were only associated to the negative gene list.
Altogether, these data suggest a modulation of transactivational
activity for hematopoiesis-related TFs by VPA.

3.4. VPA induces myelo-monocytic but not erythrocytic features in
hematopoietic cell lines

Based on the microarray results, we investigated the effect of
VPA on the myeloid branch of differentiation pathways using K562,
MEGO1, HEL, and HL60 hematopoietic cell lines. The effect of 1 mM
VPA on cell cycle and cell death was analyzed by flow cytometry.
VPA induced an increase in GO/G1 phase (from 52.4 +5.1% to
78.0 +2.9%) and a decrease in S and G2/M phases (from 25.2 + 1.6%
and 17.1 + 5.9% to 12.4 + 2.8% and 6.9 + 1.0%, respectively) in K562
cells, which corresponds to a latency state and correlates with a
decreased proliferation. No change was observed in K562 cell death.
The cell cycles of HL60 and MEGO1 cells were not significantly
modified, while a strong increase of cell death was observed for HL60
cells (from 3.83 + 1.5% to 16.9 + 4.6%) (Figure S1A).

On one hand, we analyzed the effect of VPA on myeloblastic
(CD11b), myelomonocytic (CD14), megakaryocytic (CD41a) and

erythrocytic (CD235a) markers by flow cytometry in K562, HL60
and MEGOT1 cell lines. The phenotypes of the promyeloblastic HL60
and the promegakaryoblastic MEGO1 cells were modified by 1 mM
VPA, with a significant increase in CD11b and CD235a for HL60
(ratio of MFI: 3.81 4 0.8 and 2.64 + 0.56) as well as CD11b, CD41a
increase and CD235a decrease for MEGO1 cells (1.68 & 0.08 and
2.78 + 0.8 and 0.52 + 0.052, respectively) after 3 days. Conversely,
the phenotype of K562 cells was not significantly altered by VPA
treatment (Fig. 1A). Moreover, the expression of genes belonging to
the monocytic differentiation network, including CD11b (Table S2)
was analyzed by Real-time PCR. Results revealed a significant
increase (2*AACt > 2.0; p<0.05) in the expression of these genes
(Fig. 1B). On the other hand, the effect of VPA on erythroid
differentiation has been studied. Hemoglobin synthesis has been
assessed by benzidin staining in K562 and HEL cells following 0.5, 1
and 2 mM VPA treatments. Results showed no modification in the
rate of benzidine positive cells during 3 or 6 days of treatment (data
not shown). As shown in Fig. 1C, analysis of erythroid features
showed that the levels of globin (HBA and HBG) as well as
hydroxymethylbilane synthase (HMBS) gene expression were not
induced in K562, MEGO1 or HL60 cells. In fact, as shown in Fig. 2B,
VPA did not induce y-globin (HBG) mRNA levels at any concentration,
while another HDACI, apicidin (AP), induced a 6-fold increase in its
expression. Nevertheless, the HDAC inhibiting activity of 1 mM VPA
has been confirmed in these cells as assessed by western blot analysis
of acetylated histones (H3 and H4, Figure S2). As expected, this effect
was correlated to the increased expression of p21 in K562 cells in a
time dependent manner (Figure S3).

3.5. VPA prevents induction of erythroid differentiation

To assess whether VPA promotes myeloid differentiation with
depend on erythroid differentiation, we analyzed its effect on the
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time PCR analysis of erythroid genes expression in K562, HL60, and MEGOT1 cells following 1 mM VPA treatment (n = 3). Statistical significance levels *p-values < 0.05; **p-

values < 0.01; ***p-values < 0.001.

induction of hemoglobin production in K562 and HEL cell lines.
Hemoglobinization of the cells was induced by using different
inducers, aclacinomycin A (AC), doxorubicin (DX) [26], radicicol
(RD)[25] or hemin (HM). In the presence of 0.5, 1 or 2 mM VPA, AC-
induced hemoglobinization of K562 cells was decreased in a
concentration dependent manner (data not shown). As shown in
Fig. 2A, 1 mM VPA significantly reduced the rate of benzidine
positive cells whatever the cell line and the inducer used. Indeed,
the proportion of hemoglobin-producing cells decreased by more
than 50% as assessed by benzidine staining. The effect was similar
with a pre- or a post-treatment by VPA (data not shown).
Furthermore, 1 mM VPA significantly abolished RD- and AC-
induced over-expression of HBG mRNA in K562 cells as shown by

real-time PCR (Fig. 2B). In the same way, western blot analysis
showed that VPA inhibits the HBG protein in both cell lines
(Fig. 2C). In agreement with reported cases of aplastic anemia in
patients treated with VPA and our microarray data, these results
suggest a significant negative effect of VPA on the regulation of
erythroid differentiation while myelo-monocytic as well as
megakaryocytic features were induced.

3.6. Expression of GATA-1 and co-factors is affected in VPA-treated cells
Given the effect of VPA on hematopoietic differentiation

features, we verified the impact of VPA on specific TFs especially
involved in the regulation of erythroid differentiation. Western
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blot analysis showed that VPA reduced constitutive expression of
GATA-1 in a concentration dependent manner. Moreover, 1 mM
VPA inhibited the induction of GATA-1 expression in RD- and AC-
treated K562 cells and HM-treated HEL cells after 3 days (Fig. 3A).
Moreover, EMSA experiments showed a decrease in GATA-1 as well
as NF-E2 binding activity (Fig. 3B) in the presence of 1 mM VPA.
For GATA-1 EMSA, K562 and HEL cells were treated for 72 h and
24 h, respectively. In fact, GATA-1 expression and binding activity
in HM-induced HEL cells (Fig. 3A, B), is in accordance with our

previous results in K562 cells that showed a transient induction of
GATA-1 expression following 24 h of treatment and a decrease at
days 2 and 3 [27]. The expression of the GATA-1 co-activators FOG1
and SP1 was also decreased in VPA-treated K562 cells as assessed by
western blot analysis (Fig. 3C), and RD-induced over-expression of
FOG1 and SP1 was also significantly prevented by VPA. Similarly, AC-
induced SP1 expression was partially inhibited by VPA co-treatment.
In contrast, expression of PU.1, which is a specific activator of the
myelo-monocytic differentiation pathway as well as an inhibitor of
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erythroid differentiation, was induced by 1 mM VPA as depicted in
Fig. 3C. Moreover, RD inhibited PU.1 expression in K562 cells as we
recently reported [25] and VPA totally abolished this inhibition.

3.7. GATA-1 transactivation activity is reduced in the presence of VPA

Considering that VPA modulated GATA-1 and co-factors
expression, we assessed whether transactivation activity of

GATA-1 was affected. GATA-1 forced expression was performed
in the human leukemia TF1 cell line by the GATA-1 expressing
vector pXM-GATA1. TF1 cells were used as they exhibit a low basal
expression level for GATA-1when cultured in GM-CSF containing
medium as shown in Fig. 3D, compared to differentiated cells in
the presence of EPO. VPA 1 mM alone did not affect Luciferase
expression from the reporter plasmid pGL3-GATA-Luc in accord
with the low basal level of GATA-1 in GM-CSF cultured cells.
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Fig. 3. VPA affects GATA-1 activity and cofactors expression. K562 and HEL cells were induced to differentiate towards the erythroid pathway by aclacinomycin A (AC),
doxorubicin (DX), radicicol (RD), or hemin (HM), in the presence or absence of 1 mM VPA (V) or with VPA alone at the indicated concentrations for 3 days. (C) represents the
untreated cells. (A) Western blot analysis of GATA-1 protein expression (representative results of three independent experiments). (B) EMSA analysis of GATA-1 and NF-E2
binding activities using the TAL-1c (consensus) and the TAL-1m (mutated) oligonucleotide probes for GATA-1 and the HMBS probe for NF-E2. Inmunodepletion experiments
(CS', HMS! and HMP*5) were performed using GATA-1 (G1) and NF-E2p45 (p45) antibodies. To observe an increase in GATA-1 binding activity in HM-induced HEL cells, day 1
nuclear protein extracts were used (representative results of three independent experiments). (C) Western blot analysis for expression of GATA-1 cofactors (FOG-1, PU.1 and
SP1) in K562 cells (representative results of three independent experiment). Actin beta (Actb) was used as an internal control. (D) Co-transfected TF-1 cells with pXM-GATA1
(expressing GATA-1), pGL3-GATA-Luc (Luciferase expression, GATA-1 dependant) and phRL-SV40 (expressing Renilla, internal control), were treated with 1 mM VPA for 6 h
prior to measurement of GATA-1 activity (n = 3); Western blot shows the low basal level of GATA-1 expression in TF-1 cells, which is significantly induced after Epo-treatment
(representative results of three independent experiments). Statistical significance levels **p-values < 0.01.
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However, VPA significantly reduced the Luciferase over-expression
activated by exogenous GATA-1 (Fig. 3D) providing evidence that
VPA directly affects GATA-1 transactivation activity.

3.8. VPA inhibits erythrocytic and induces monocytic features in
CD34" hematopoietic stem progenitor cells

CD34" cells from cord blood were selected and cultured in the
presence of erythropoietin (EPO) or thrombopoietin (TPO). Cells
were treated with or without 1 mM VPA for 7 days. VPA did not
induce significant changes in cell cycle or cell death of CD34" cells
(Figure S1B). This was in correlation with results showing that
primary healthy cells are less sensitive to apoptosis induced by
VPA compared to CLL or tumor cells [28,29]. In addition, the HDAC
inhibiting activity of VPA has been confirmed by studying p21 gene
expression in EPO and TPO co-treated cells (data not shown).
Benzidine staining following a three-day VPA treatment showed a
five-fold decrease in hemoglobin producing cells (Fig. 4A). In
addition, VPA-mediated down-regulation of HBA and HMBS genes
in EPO-induced CD34" cells suggested its inhibitory effect on
erythroid differentiation (Fig. 4B). Moreover VPA induced a
significant decrease in the expression of CD235a in EPO-treated

cells (MFI: 0.38 + 0.1) (Fig. 4C). These results were confirmed by
performing fluorescence microscopy, targeting GPA/CD235a. GPA-
positive HSPC disappeared in the presence of EPO when treated with
VPA (Fig. 4D). The functional assay performed in semi-solid medium
showed a decrease in the number of CFU by 50% in the presence of
VPA. As a confirmation of VPA inhibiting effect on erythropoiesis, the
proportion of CFU-E was significantly reduced (from 65.01% to 23.5%)
by the treatment (Fig. 4E).

In contrast VPA induced a significant increase in the expression
of genes belonging to the monocytic differentiation network,
including CD11b (Fig. 4F), as observed in the results with cell lines
(Fig. 1A). Flow cytometry results showed that VPA was able to
induce CD11b expression in HSPC (MFI: 2.1 + 0.19 and 1.54 + 0.06
in co-treatment with EPO and TPO) (Fig. 4C) similarly to that
observed in MEGO1 and HL60 cells (Fig. 1A). To a lesser extent, we
could detect an induction of thrombopoietic markers with an increase
of CD41a (MFI: 1.2 +0.05) and CD61 (MFI: 1.2 +0.08) in co-
treatment with EPO (Fig. 4C). In addition, we observed strong
modifications of cell morphology (MGG staining) and a proportion of
40% cell adhesion for CD34" cells and MEGO1 cells (data not shown).

Altogether, the results were consistent with our microarray
analysis and in particular with hematopoietic pathway-based
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enrichment analysis (Table 1). This confirmed that VPA inhibits
erythroid differentiation and activates the myelo-monocytic
pathway.

4. Discussion

Microarray based gene expression profiling allowed us to
obtain lists of genes induced and repressed by VPA on a kinetic
scale including time points from 2 to 72 h. Enrichment analysis for
GO BP, and MF terms revealed a large panel of topics related to cell
differentiation including apoptosis, cell cycle, cytoskeleton, and
more differentiation-specific GO terms including “myeloid leuko-
cyte differentiation” and “erythrocyte homeostasis” among others.
In a large scale meta-analysis of microarray gene expression

profiles it has been shown that cell lines in general display closer
gene expression profiles to whole blood and leukemia samples
compared to normal tissue and tumor tissue samples [30]. This
underlines the validity of hematologic cell lines as models for
hematopoiesis. Thus, to further characterize the suggested impact
of VPA on hematopoiesis we used the chronic myelogenous
leukemia cell line K562. This cell line is blocked in an early stage of
hematopoietic differentiation. We tested for enrichment of
markers and positive regulators of the erythro-, megakaryo-,
granulo-, and monopoietic lineages among the lists of up- and
down-regulated genes by VPA treatment. This helped us to
delineate on one side a potential stimulatory effect of VPA on
monopoiesis and on the other side an inhibitory effect on genes
implicated in erythropoiesis in K562 cells. These effects implicate
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= 3). Statistical significance levels * -values < 0.05; ** -values < 0.01.
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the modulation of transcriptional regulators at early time points (2
and 6 h) as suggested by the results for GO BP and MF enrichment
analysis (Tables S7 and S8). Taken together these results indicate
that VPA is able to modulate hematopoiesis by affecting
transcriptional regulators at early time points.

In addition to the analysis for the effects of VPA on H3 and H4
acetylation and p21 gene expression, its inhibitory activity on
HDACs was confirmed by comparing our lists of differentially
expressed genes to a “core set of HDACi regulated genes” as
previously described [31]. It was reported that a common set of
genes is regulated by suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA),
trichostatin A (TSA) and MS-275 in human breast and bladder
carcinoma cell lines. Among the up-regulated core set genes, 6 out
of 8 showed an identical differential expression pattern compared
to VPA treatment in K562 cells. These were CDKN1A, DHRS2,
FUCA1, CLU, GLRX and MT1X. For the down-regulated core set
genes there were 3 out of 5 genes with an identical regulatory
pattern, namely HDGF, ANP32B and CTPS. The effects of HDACi on
cell cycle, apoptosis [32], cytoskeleton [33] and hematopoiesis
[34,35], have already been described in the literature and strongly
depend on the cell type, the compound, and the experimental
conditions used [36]. Sodium butyrate, TSA, SAHA, HC-toxin, MS-

275 and apicidin (AP) as well as VPA [6,37] were reported as
erythroid differentiation inducers [38]. However, hemoglobin
production in VPA-treated cells remained much lower than that
described for other classes of differentiating agents including AC,
DX, RD, and HM or different HDACi [6], whose activity spectrum on
HDAGCs are distinct from VPA. Moreover, in a comparative study of
ten VPA derivatives only one induced hemoglobin production in
K562 cells in a similar way to butyric acid [37]. These data showed
the low efficiency of VPA as an inducer of erythroid differentiation
in vitro. Studies have even reported adverse effects of VPA on
erythropoiesis. Handoko et al. pointed out the risk of aplastic
anemia in patients treated with antiepileptic drugs [8]. They
especially reported that the use of carbamazepine and VPA was
significantly associated with aplastic anemia in their study. In
addition, The et al. reported one case of persistent suppression of
erythropoietic elements in a patient with prolonged treatment of
VPA after discontinuing carbamazepine treatment [10]. Previous
reports describing the hematological toxicity of anticonvulsive
drugs [8,9,39] showed pure red cell aplasia associated with VPA
therapy. Moreover, it was recently shown that VPA represses CFU-
E development and promotes GM-colony formation [40]. It is not
yet clear if VPA-mediated inhibition of HDACs is involved in
erythroid gene down-regulation.

In this study, VPA induced a decrease in hemoglobin producing
cells and globin gene expression in K562, HEL, and CD34" HSPC, a
decrease of CFU-E in the semi-solid medium functional assay and a
decrease of the expression of CD235a/GPA in MEGO1 and HSPC.
This was in agreement with the analysis of TF expression involved
in erythropoiesis. Down-regulation of FOG1 as well as SP1 in VPA-
treated K562 cells corroborated the inhibiting effect of VPA on
erythroid differentiation. Furthermore, expression of the GATA-1
inhibitor PU.1 was markedly increased. This supports both the
inhibition of erythroid differentiation and the induction of
granulo-monocytic differentiation. This later point was validated
by analysis of specific markers in MEGO1 and HL60 cells as well as
in CD34" cells. VPA has been shown to induce myeloid specific
markers in U937 leukemia cell line as well as in HL-60 cells and
human primary acute myeloid leukemia cells [41]. Additionally
early megakaryocytic markers were induced in UT-7 cells [35].

ORA for hematopoietic differentiation-related TFBS motifs
revealed motifs associated with CEBPA, as well as AP-1 and GATA
family members, among others. Here it is important to point out
that AP-1 motifs are only significantly associated with the lists of
up-regulated genes over the whole time scale and no significant
association with the lists of repressed genes was detected at any
time point. Furthermore, different members of the AP-1 family,
including JUN, JUNB, JUND and FOS were also significantly induced
over the whole time scale (Table S6). The positive effect of the AP-1
TF family members on monopoiesis has already been described in
the literature [42]. For the CEBPA binding sites we observed a
significant association of CEBPA-related PWMs to the lists of
differentially expressed genes over the whole time scale. Micro-
array analysis revealed a significant induction of CEBPA at time
points 6 and 10 h. CEBPA is required in the commitment to
granulocyte-monocyte progenitor cells and regulates PU.1 gene
transcription [43], whose protein was found over-expressed in
VPA-treated K562 cells. CEBPA favors monocytic lineage commit-
ment in primary myeloid progenitor cells [44], and it has been
shown to inhibit cell cycle transition in different phases including
G1 to S in the myeloid lineage and GO to G1 in different breast
cancer cell lines [45]. This effect may be mediated by the induction
of cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A) [46]. A recent
study has shown that CEBPA:JUN and CEBPA:FOS heterodimeriza-
tion plays an important role in monocyte lineage commitment
[47]. Considering the GATA-1 and -2 binding sites, the correspond-
ing PWMs showed significant associations with the lists of up- and/
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or down-regulated genes for the time points from 6 to 72 h, while
for time point 2 h a significant enrichment was only detected for
the negative gene list. GATA-1 and GATA-2 are essential TFs for
normal blood cell maturation. GATA-1 is implicated in the
differentiation of erythrocytes, mast cells, eosinophils and mega-
karyocytes [48], while GATA-2 is required for the proliferation of
early hematopoietic cells as well as for megakaryocyte and mast
cell development [49]. Expression of GATA-2 precedes that of
GATA-1 and its expression must decrease as GATA-1 expression
increases to enable erythropoiesis [48].

Here it is important to point out that over-representation for a
TFBS motif could correspond to a modulation of transactivational
activity for a distinct TF than initially used to create the
corresponding PWM. Additionally, it is not possible to clearly
delineate the functional role of a TF as the corresponding binding
sites might act as transcriptional activator or repressor sites. So it
was important to delineate the functional role for the TFs
corresponding to the TFBS motifs by EMSA and reporter gene
transfection assays, in particular for the key transcription factor
GATA-1. Altogether, these results suggest a stimulation of mono-
poietic lineage commitment and confirm a repression of erythro-
cytic lineage commitment by VPA as assessed by microarray
experiments on K562 cells and validated on other hematopoietic cell
lines as well as hematopoietic progenitor cells. This process involves
well-known transcriptional regulators of hematopoiesis, including
amongst others AP-1 and CEBPA family members as well as GATA-1
and its co-factors FOG1, SP1 and PU.1.

According to the incidence of cancer-associated anemia (30%),
our results together with VPA-related clinical observations support
the necessity to take into consideration the effect of VPA on
erythropoiesis, especially in the case of its potential application in
cancer therapy.
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RESUME

Les anémies liées au cancer et aux inflammations chroniques sont suspectées d’étre
provoquées par la libération de la cytokine pro-inflammatoire, le «tumor necrosis factor»
(TNF)-a. Il a été décrit comme un inhibiteur potentiel de la production de I’érythropoiétine
(Epo) au niveau du rein, conduisant a une diminution de I’érythropoiése. Cependant, des études
in vitro ont suggéré que le TNFa pouvait agir directement sur les cellules érythroblastiques.

Des études réalisées au laboratoire LBMCC sur des lignées érythroleucémiques humaines
ont montré que le TNFa limite la surexpression de genes érythroide-spécifiques en corrélation a
I’inhibition du facteur de transcription GATA-1.

Afin d’étudier I’effet inhibiteur du TNFo sur I’induction de I’érythropoiese par I’Epo,
nous avons utilisé des cellules souches hématopoiétiqgues CD34+ comme modéle. Dans notre
systeme de culture in vitro, nous avons pu reproduire les différents stades de I’érythropoiése en
présence d’Epo, permettant ainsi d’étudier I’effet du TNFo sur cette voie. L’étude de la
production d’hémoglobine, de la morphologie cellulaire et I’analyse des marqueurs
membranaires spécifiques, a montré que le TNFo réduit la capacité de I’Epo a engager les
cellules vers une différenciation érythroide terminale. Au niveau moléculaire, nous avons
corrélé cet effet a la réduction de I’expression de genes érythroides. De plus, il réduit I’activité
trans-activatrice du facteur de transcription GATA-1 et induit son interaction avec le facteur
PU.1 via I’activation de la protéine p38MAPK. Enfin, I’expression du facteur GATA-2 est
induite et la balance GATA-1/GATA-2 est en partie perturbée par I’inhibition des miR 144/451
par le TNFa.

Mots clés : TNFq, inflammation, cancer, anémie, différenciation
ABSTRACT

Cancer-related anemia is thought to be mediated by the release of tumor necrosis factor
(TNFa). TNFa is one of the major mediators of inflammation and has been linked to the
inhibition of the erythropoietin (Epo) production from kidney, leading thus to anemia. However,
the inhibitory effect of TNFa on erythroblast differentiation has been suggested by several in
vitro studies.

Previous results from the LBMCC lab on human leukemia cell lines showed that TNFa
prevents over-expression of erythroid-specific genes in human erythroleukemia cell lines. In all
cases, the inhibitory effect of TNFa was in correlation with the inhibition of the erythroid key
transcription factor, GATA-1.

In order to study the inhibitory effect of TNFa on the Epo-mediated erythropoiesis, we
used CD34+ hematopoietic stem cells (HSC) as a model. In our in vitro model, we reproduced
different stages of erythropoiesis, allowing us to use this model for the study of TNFa and the
erythroid lineage. The study of hemoglobin production, the cell morphology and the analysis of
specific erythroid membrane markers, have shown the limited capacity of Epo to stimulate HSC
erythroid differentiation under TNFa treatment. At the molecular level, we have correlated this
effect to the reduced expression of erythroid-specific genes. Moreover, TNFa reduces the
transcriptional activity of GATA-1 and induces its interaction with PU.1 via p38MAPK
activation. Furthermore, GATA-2 expression is increased and the GATA-1/GATA-2 balance,
which is critical for erythropoiesis, is partially disturbed by 144/451 miRs inhibition from
TNFa.

Keywords: TNFa, inflammation, cancer, anemia, differentiation
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