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La réegulation des genes de globine au cours
du développement: plusieurs contréles simultanés

[.a commutation ou switch des génes
de B-globine a été définie comme
I'activation séquentielle des cing
genes du locus selon un programme
ordonné au cours du développe-
ment. L’intérét persistant du sujet
s’explique tant par la fonction hau-
tement prioritaire de la molécule
d’hémoglobine et la fréquence des
variants naturels, pathologiques ou
non, que par le caractére de modele
d’une famille multigénique soumise
a une série de régulations différen-
tes et simultanées (m/s n° 3 vol. 8,
p. 255). On a pu démontrer que-le
controle de ce processus spécifique
est majoritairement transcriptionnel,
et que son mécanisme est I'interac-
tion entre des éléments d’ADN
situés en cs au voisinage de chacun
des genes et d’autres séquences
situées beaucoup plus en amont, et
qui constituent le LCR (locus control
region) ; cette interaction est réalisée
par I'intermédiaire de facteurs tran-
sactivateurs, en petit nombre et tou-
jours les mémes, ubiquitaires ou spé-
cifiques des tissus érythroides. La
fonction du LCR est a la fois d’acti-
ver les génes de globine, assurant a
chacun un niveau d’expression
élevé, dépendant du nombre de
copies intégrées et indépendant du
site d’intégration, et de stabiliser
I'ouverture de la chromatine, c’est-
a-dire de maintenir les promoteurs
libres de nucléosomes.

Le schéma trop simple élaboré ces
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dant pas a toutes les questions que
pose la régulation des génes de glo-
bine au cours du développement.
[’étude de modeéles naturels, et sur-
tout des expériences d’expression
chez des souris transgéniques, ou en
lignées permanentes, ont fait appa-
raitre un modeéle de commutation
de plus en plus complexe, qui a pu
étre comparé a un nceud gordien.
Si quelques données semblent éta-
blies, d’autres varient largement
d’une expérience a I'autre, en par-
ticulier en ce qui concerne I'expres-
sion des genes de yglobine, et donc
de I'hémoglobine fcetale.

[.’étude de modéles naturels a été
considérée pendant longtemps
comme une voie d’abord privilégiée
de cette compréhension ; une série
de travaux a ainsi identifié la base
moléculaire des différentes formes
de persistance héréditaire d’hémo-
globine fcetale (PHHF ou HPFH
pour les Anglo-Saxons). Il s’agit, en
fait, d’'un groupe tres hétérogene :
au niveau morphologique, on a dis-
tingué des formes pancellulaires et
des formes hétérocellulaires; au
niveau biochimique, des hémoglobi-
nes feetales ot s’exprimait un seul
des génes de yglobine ou, au con-
traire, les deux génes simultané-
ment; sur le plan moléculaire enfin,
des formes dues a une délétion de
taille tres variable, ou d’autres dans
lesquelles n’était retrouvée qu’une
mutation ponctuelle dans la région
promotrice d’un gene. Accompa-

gnant ces différents travaux, des
modeles explicatifs ont été fournis a
la surexpression persistante d’hémo-
globine feetale. On a ainsi évoqué la
délétion, ou non-délétion, d’une
zone critique en amont du gene §,
le rapprochement post-délétionnel
d’'une séquence activatrice et des
genes Y, des modifications de la
structure chromatinienne, la fixation
entravée, ou au contraire amplifiée,
de I'un ou l'autre facteur transacti-
vateur par suite d’'une mutation a
proximité d'un géne de yglobine. Si
les explications proposées étaient
chaque fois séduisantes, elles
n’étaient, cependant, applicables
qua un nombre limité de cas.
Aucune des explications proposées a
ce jour ne se présente comme
générale.

Les études expérimentales sur des
souris transgéniques maintiennent,
elles aussi, des zones d’obscurité. La
régulation au cours du développe-
ment, activation et extinction succes-
sives de chaque géne, a fait propo-
ser deux modeles de controle molé-
culaire, une extinction autonome ou
une compétition. Le geéne € fonc-
tionne de facon autonome, c’est-a-
dire de la méme facon, qu’il ait été
introduit chez I'animal a I’état isolé
ou avec les autres geénes du locus.
Les génes adultes B et §, quant a
eux, fonctionnent de facon compé-
titive : ils sont exprimés a tous les
stades du développement s'ils sont
injectés seuls et en présence du
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[.CR; leur régulation temporelle est
rétablie dans un contexte de com-
pétition avec les genes feetaux. Les
résultats sont discordants en ce qui
concerne ces derniers. Injectés sans
[.LCR mais dans un fragment de
3,3 kb, leur régulation temporelle est
correcte, quoique faible, ce qui
prouve I'existence de séquences
régulatrices au voisinage immédiat
des génes y et B. l’adjonction du
LLCR réduit a ses séquences majeu-
res, le pLCR, fait perdre ce con-
trole, et le gene y, comme le gene
B, est alors exprimé a tous les sta-
des du développement. Des séquen-
ces supplémentaires dans les cellu-
les adultes normales, absentes des
deux types de transgenes présentés
ci-dessus, sont donc indispensables a
I'extinction normale des génes Y.
Deux séries d’expériences apparem-
ment contradictoires ont cherché a
déceler la nature de ces séquences.

D’une part, plusieurs équipes ont
réalisé l'introduction des genes Yy en
souris transgénique dans leur con-
texte chromosomique : dans un cos-
mide [1], ou mieux encore dans un
YAC [2-4] (m/s n° 11 vol. 9, p. 1282),
ce qui, dans tous les cas, rétablit une
expression analogue a ce qui est
observé in vivo. D'autres expériences
ont pu montrer une régulation cor-
recte en fonction des étapes du
développement, en injectant a la
souris un gene y et une construction
des quatre sites du 1.CR. Dans cette
derniére expérience, les résultats
n’étaient clairs que chez les ani-
maux ayant incorporé une ou deux
copies du transgéne, les autres
étaient éliminés sous prétexte d'arté-
fact [5].

Un travail récent apporte des don-
nées complémentaires sur la struc-
ture des promoteurs Y, et permet
peut-étre une hypothése unificatrice
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Figure 1. Schéma des constructions qui ont été utilisées et exprimées
chez des souris transgéniques. La construction type comporte un u-LCR
fait des quatre sites hypersensibles et un géne Ay. La région promotrice, en
5’ de la coiffe (capping site) est de longueur variable, une série de délé-
tions ayant amputé des morceaux plus ou moins grands.
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d’interprétation valable tant pour les
données phénotypiques normales ou
pathologiques que pour les résultats
expérimentaux. [.'influence d’une
série de délétions du promoteur sur
I'expression d'un geéne *y par une
souris transgénique a été étudiée
dans des constructions comportant
les quatre sites du L.CR, et le géne
My avec différents fragments de son
promoteur, représentant de 141 a
730 pb en amont du gene (figure 1).
Cela a permis d’identifier trois zones
régulatrices, dont deux de régula-
tion négative et une de régulation
positive. La construction que nous
appellerons - 141 Yy s’éteint sponta-
nément dans les tissus adultes, son
expression est faible, sans doute en
relation avec I'absence d’une boite
CAC. On peut en inférer I'existence
d’un élément de régulation négative
spécifique entre - 141 et le site Cap.
[’addition du segment suivant, de
- 141 a - 201, supprime I'extinction
du gene v au stade adulte. 1'expres-
sion est, par ailleurs, importante, en
rapport avec le nombre de copies
intégrées, ce qui suggere qu'un élé-
ment de régulation positive, en in-
teraction avec le 1.CR, est dominant
par rapport a I’élément négatif’ vu
précédemment, insuffisant alors
pour assurer I'extinction du géne Y.
C'est par l'addition du fragment
allant de - 382 a - 730 que réappa-
rait une régulation négative des
genes Y au stade adulte, dominante
sur la régulation positive située plus
en aval. Mais une corrélation entre
le nombre de copies intégrées et
I'expression du géne n’est plus
retrouvée, comme si celle-ci était
modulée par la position d’intégra-
tion et par la chromatine environ-
nante, ce qui correspond bien aux
résultats expérimentaux de plusieurs
auteurs [6].

I.’ensemble de ces résultats permet
sans doute de dire que [larrét
d’expression des génes Y est soumis
au controle d’éléments multiples
(figure 2). Dans une zone proche du
geéne lui-méme, dans les 141 pb en
amont du site de début de la trans-
cription, il y aurait un site fixant un

répresseur de transcription. Entre s
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=730 et - 382, se situe un élément
dont I'action est spécifique du stade
adulte, et dont on peut penser qu'il
empéche linteraction du LCR et
des geénes feetaux. A ces deux élé-
ments, nécessaires mais non suffi-
sants, s'ajoute la contribution com-
pétitive du géne B (m/s n° 3 vol. 8,
p. 255). Si 'action combinée de ces
trois facteurs est nécessaire pour
une régulation parfaite, on pourra
expliquer que l'un ou l'autre peut
se trouver en défaut et entrainer
une synthése des génes Y persistante
chez I'adulte. On a pu ainsi trouver,
a l'origine d’'une PHHF, une muta-
tion du promoteur minimal en
-117 ou des délétions plus ou
moins importantes supprimant la
compétition du gene [? L.es muta-
tions situées plus en amont, dans la
partie distale du promoteur, en
- 175 ou autour de - 200, agiraient
sans doute de facon indirecte. Si
I'on suit la proposition des auteurs,
les modifications induites dans la
liaison de facteurs transactivateurs
seraient susceptibles de renforcer
une régulation positive et d’entraver
de ce fait le caractére dominant
normal du silencer adulte. On peut
évidemment souhaiter qu'une muta-
tion trouvée au niveau de cette
séquence silencer vienne fournir la
confirmation directe de cette
interprétation.

Tout modéle proposé reste une
hypothése qui tente d’expliquer des
données expérimentales. Il n’est pas
définitif et appelle naturellement
une vérification. Celui que les
auteurs formulent ici est, dans I’état
actuel des connaissances, particulie-
rement séduisant parce que d’appli-
cation trés large. La famille des
genes de globine est un modéle qui
peut aider a repenser l'extraordi-
naire variété phénotypique de pres-
que toutes les maladies génétiques,
méme dites monogéniques. Les
schémas simples formulés initiale-
ment ne sont sans doute que le
point de départ qui permettra
d’aborder la complexité des proces-
sus biologiques.
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Figure 2. Schéma théorique proposant le réle fonctionnel des diffé-
rents fragments d’'un promoteur y. Deux éléments de régulation néga-
tive encadrent un élément de régulation positive. Le plus prés du géne lui-
méme, on trouve la séquence de fixation d’un répresseur spécifique. C’est
a ce niveau qu’on expliquerait l'action d’une mutation en - 117. Plus en
amont, entre — 141 et - 201, un élément de régulation positive, dont I'action
est dominante et qui peut expliquer la persistance d’expression des genes
feetaux, quand il n’y a pas de compétition chez la souris au stade adulte.
Entre — 382 et - 730, enfin, se fixerait un facteur de régulation négative puis-
sant, spécifique du stade adulte, qui empéche alors l'interaction du LCR et
du geéne 7v. Cette inhibition serait elle-méme entravée par plusieurs muta-
tions de la zone activatrice.
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