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Du nouveau dans les séquences 
des gènes de globine 

activatrices 
(LCR) 

La synthèse de la globine humaine est 
contrôlée par deux familles de gènes 
situés, pour les gènes ex-globine sur le 
bras court du chromosome 16, pour le 
gène /3-globine sur le bras court du 
chromosome 1 L Dans les deux cas, 
leur position de 5' en 3' est parallèle 
à l 'ordre de leur expression au cours 
du développement ontogénique (voir mis 
n° 7, vol. 1:, p. 1:27). De nombreux tra­
vaux, depuis une dizaine d'années, ont 
exploré les mécanismes transcription­
nels contrôlant l'expression de ces 
gènes strictement spécifiques de tissu, 
dont l 'expression est coordonnée au 
cours du développement, donnant ainsi 
lieu à la production d'hétérodimères 
successifs .  L'intérêt de ces travaux est 
double. Ils sont susceptibles de deve­
nir un modèle pour d'autres familles 
multigéniques .  Ils tendent aussi à pré­
ciser quelles seraient les séquences 
minimales nécessaires dans la perspec­
tive d'une thérapie génique [ 1 ] .  Les 
résultats, bien qu'encore incomplets, 
sont cependant tout à fait remarqua­
bles. Ils ont été rendus possibles par 
des avancées méthodologiques : études 
de conformation chromatinienne, étu­
des de structure de l'ADN et détermi­
nation des séquences liant des facteurs 
protéiques transactivateurs, expression 
en lignées cellulaires, puis en souris 
transgéniques. 
Nous ne reviendrons pas sur les gran­
des avancées qu'ont représentées, au 
milieu des années 1980, le transfert de 
gènes de globine à la souris, la mise 
en évidence de sites hypersensibles à la 
DNase 1 encadrant le Wcu.s /3-globine et 
le rôle activateur des séquences entou­
rant ces sites sur l 'expression d'un 
gène transféré (mis n° 4, vol. 1:, p. 252). 
Une étape ultérieure était la démons­
tration que cette même région, située 
largement en amont du gène embryow 
naire, et appelée depuis LCR (locus con­
trol region), pouvait également activer 
des gènes hétérologues, ainsi que le 
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gène ex-globine, entraînant chez la sou­
ris la production de globine humaine 
normale ou pathologique (mis n ° 3, 
vol. 6, p. 311:). Des constructions 
variées incluant ce LCR et différents 
fragments d'ADN, puis leur transfert 
chez la souris ou leur expression en 
lignées permanentes, ont également, 
depuis deux ou trois ans, permis de 
formuler des hypothèses sur les méca­
nismes impliqués dans la commutation 
physiologique de l 'hémoglobine fœtale 
à l'hémoglobine adulte (mis n°  6, 
vol. 6, p. 572) ; la mise en évidence 
d'une zone, également hypersensible à 
la DNase 1 et présentant des proprié­
tés activatrices, en amont du locus ex­
globine, a soulevé la question de la 
régulation coordonnée et équilibrée des 
deux familles de gènes (mis n° 9, vol. 6, 
p. 918). D'autres travaux mettaient en 
évidence l'extrême conservation, à la 
fois de structure et d'organisation, de 
ce LCR dans l 'évolution des espèces, 
et donc l'importance de ce type d'élé­
ment pour le locus ex aussi bien que 
pour le locus {3. Des mutants naturels, 
par ailleurs, confirmaient l' importance 
du LCR : sa délétion entraîne la non­
expression de gènes présents et que 
l'on peut cependant exprimer in vitro. 
Enfm, il faut insister sur l'adoption en 
1990 d'une nomenclature unifiée cor­
rigeant certaines nomenclatures anté­
rieures : les sites en amont du gène t: 
sont appelés, de 3' en 5 ' ,  5 'HS 1 ,  
5'HS2, 5 'HS3 e t  5'HS4 ; le site loin 
en aval du gène {3 est le site 3 'HS. De 
très nombreux travaux ont continué à 
être publiés depuis cette date. On peut 
schématiquement les regrouper sous 
quatre têtes de chapitre : ( 1) la « dis­
section » des régions du LCR, pour 
identifier les séquences d'interaction 
avec des facteurs actifs en trans ; 
(2) l 'étude du mécanisme autonome 
et/ou compétitif de l 'expression des 
différents gènes ; (3) 1 'extension des 
données concernant le locus ex, par 

comparaison au locus {3 ; ( 4) enfin, 
les modalités de la manipulation 
pharmacologique. 

• Dissection des régions du LCR 
/3-globine 

L'analyse détaillée des différents sites, 
isolés ou associés, a montré que la pré­
sence des quatre sites est nécessaire à 
la totalité de l'effet activateur [2]. Pour, 
cependant, procéder à une analyse, 
il faut d'abord récapituler l'ensemble 
des propriétés de ce LCR : in vivo, 
il est responsable de l 'ouverture d'un 
domaine chromatinien spécifique des 
tissus érythroïdes ; il a une fonction 
enh.anœr classique ; et, de plus, il sen­
sibilise les gènes aux inducteurs endo­
gènes (par exemple, l'érythropoïétine) 
ou pharmacologiques. Par ailleurs, 
dans les études in vitro, tous les événe­
ments d'intégration sont efficaces, d'où 
une expression qui est fonction du 
nombre de copies intégrées. 
Nous récapitulerons ce qui est su à 
l'heure actuelle des différents sites dans 
l'ordre de leur importance croissante : 
- Le site HS1 ,  le plus proche du 
gène t:, semble n'avoir qu'un effet 
additif par rapport aux autres. Des 
modèles naturels, comportant des délé­
tions ne respectant que lui ou au con­
traire n'atteignant que lui, ont mon­
tré qu'il n'est ni nécessaire ni suffisant 
pour le bon fonctionnement des gènes 
du locus /3-globine. 
- Le site HS4 semblait, lui aussi 
n'avoir qu'une action additive . Une 
étude récente, cependant, a mis en évi­
dence une séquence 5'GACTGG3' .  
Cette séquence ressemble au site 
CCAA T du promoteur de /3-globine, 
et lie un facteur transactivateur non 
spécifique de tissus, ressemblant, mais 
non identique aux facteurs activateurs 
CP-1 et 2 (mis n°  4, vol. 5, p. 252). La 
quasi-totalité de l'activité fonctionnelle 
du 5'HS4 est localisée dans un sous-
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Figure 1 . La figure représente les cinq gènes de structure du locus fl-globine et les éléments régulateurs impli­
qués dans leur expression séquentielle au cours du développement. Les flèches rouges figurent les sites hypersensi­
bles, 5'HS 1, 2, 3 et 4 qui forment le LCR, et le site 3'HS 1 .  Les flèches épaisses figurent les sites de régulation majeurs. 
Les enhancers sont représentés par un cercle rouge plein, aux sites 5'HS2 et 3, ainsi qu'en aval des gènes Ay et Il­
globine. Les silencers sont figurés sous forme de losanges noirs : en plein, les séquences identifiées pour cette fonction 
silencer, en amont des gènes €- et {3-globine ; en losange vide, une séquence identifiée, mais dont la fonction est incer­
taine, au niveau du 5'HS2 ; en pointillé, les zones auxquelles on attribuerait une fonction silencer, mais qui n 'ont pas 
été identifiées, en amont des gènes fœtaux. Les trois sous-domaines - embryonnaire, fœtal et adulte - seraient activés 
successivement. Leur cc extinction " est indiquée par un signe de régulation négative. Un rectangle vertical en amont du 
gène ô figure une séquence polypyrimidique qui pourrait être impliquée dans la transition du stade fœtal au stade adulte. 

fragment incluant cette séquence, qui 
cependant n 'est pas active par elle­
même, mais fortement potentialisatrice 
de l 'action des sites 5'HS2 et 3 .  
L'intérêt de cette constatation est de 
montrer qu'une régulation globale 
strictement érythroïde-spécifique 
requiert en fait une interaction com­
plexe où interviennent des activateurs 
transcriptionnels spécifiques et 
ubiquitaires [3] .  

- Les sites HS2 et HS3 concentrent la 
majeure partie de l 'activité du LCR. 
Dans des régions réduites à quelques 
centaines de paires de bases, certaines 
séquences sont retrouvées de façon 
répétitive, liant des facteurs spécifiques 
et non spécifiques : facteur GATA-1 le 
plus fréquent, facteur NFE-2, séquen­
ces GGTGG [4, 5 ] .  

- L'étude la plus détaillée du site HS3 
a été faite en le couplant à un gène 
adulte {3-globine, vis-à-vis duquel il 
présente une fonction enlulru:er. Curieu­
sement, en système fœtal (cellules 
K562), il ne semble lier aucun facteur 
diffusible, ce qui serait compatible avec 

un rôle plus spécifique du stade 
adulte [6] . 
- Le site HS2 est sans doute celui qui 
présente la gamme la plus complète de 
propriétés régulatrices [7 ] .  n a été étu­
dié par plusieurs équipes, et dans des 
systèmes d'expression variés ; cette 
étude a mis en évidence la totalité des 
fonctions signalées plus haut, même si 
certaines ne sont pas efficaces à 
100 % .  Outre des séquences, spécifi­
ques de tissus ou non, analogues à cel­
les que l'on trouve dans les autres 
sites, deux éléments sont caractéristi­
ques du HS2. Deux séquences APl ,  
séparées par un court intervalle, con­
servent à elles seules une grande par­
tie de l 'activité enlum.œr [8]. Plus en 3 ' ,  
une séquence riche en purines/pyrimi­
dines alternées pourrait avoir une fonc­
tion modulatrice négative [9] . Elle est 
polymorphe dans les populations 
humaines [ 10] .  

• Expression autonome et/ou compé­
titive des différents gènes 

Les premières expériences semblaient 

favoriser l 'hypothèse d'une régulation 
compétitive (mis n°  7, vol. 7, p. 740). 
Plus récemment, on a été amené à 
nuancer cette proposition : 

- Le gène t:-globine a incontestable­
ment une régulation autonome [ 1 1 ] .  
Ce fait permet d'attribuer un rôle au 
cours de l 'ontogénie à une séquence 
extinctrice ( silencer) dont 1' existence a 
été démontrée en 5' du gène. 

- Les gènes -y-globine, également, peu­
vent « éteindre » leur activité s'ils sont 
intégrés en même temps que leurs 
séquences flanquantes [ 12 ] .  Le méca­
nisme de cet arrêt d'activité est encore 
mal élucidé. 

- Différentes constructions recombinan­
tes ont démontré que l'ordre physique 
des gènes vis-à-vis du LCR était 
important pour l 'ordre de leur expres­
sion séquentielle, le gène proximal 
étant exprimé avant le gène distal. Cet 
ordre intervient donc dans l 'expression 
ontogénique. L'organisation des gènes 
du locus (3-globine se traduit de façon 
à la fois compétitive et polaire. ll s'agit 
d'une compétition non réciproque [ 12] .  
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Une séquence riche en pyrimidines, 
située en amont des gènes o, pourrait 
également avoir un rôle dans ce phé­
nomène de polarité. Elle est, en effet, 
susceptible de modifier sa conformation 
secondaire en formant une triple hélice, 
et elle fixe un facteur transactivateur 
spécifiquement présent dans des cellu­
les adultes ; cela évoque un rôle pos­
sible dans le développement des cellu­
les hématopoïétiques et leur commuta­
tion vers l 'état adulte (mis n °  2, vol. 8, 
p. 188) [ 14] . 

• Données concernant le locus a­
globine. Similitudes et différences 

L'étude du lncus a-globine est posté­
rieure à celle du lncus �-globine. Plu­
sieurs données sont à l'origine de cette 
étude : a) deux gènes, situés sur deux 
chromosomes différents, sont soumis à 
une régulation telle que leurs produits 
d'expression sont équilibrés ; b) dans 
des souris transgéniques, l'expression 
d'un gène a-globine et de ses séquen­
ces flanquantes n'est pas détectable ; 
c) le couplage du même gène à un 
LCR � aboutit à une expression du 
même ordre de grandeur que celle des 
globines endogènes. L'hypothèse d'une 
zone comparable au LCR � se trou­
vait corroborée par l 'existence de 
mutants naturels. Chez un malade 
porteur d'une hémoglobinose H ,  avec 
génotype a-l(aa)0, on a pu mettre en 
évidence une délétion de rwvo de 35 kb 
en S'du lncus, respectant intégralement 
l 'ensemble des gènes [ 15] . 
Les premières étapes, recherche de 
sites hypersensibles et constructions 
permettant de tester le rôle de ces sites 
couplés au gènes a pour l'expression 
en souris transgéniques, ont permis de 
cerner une séquence de 350 pb, située 
à environ 40 kb en amont du gène r 2 
(mis n° 9, vol. 6, p. 918). On a, depuis, 
cherché à caractériser cette région de 
façon plus précise, par fragmentations 
successives et expression dans des cel­
lules érythroleucémiques murines (cel­
lules MEL transformées par le virus de 
Friend), en utilisant le gène neo comme 
gène rapporteur ; les expériences 
d'empreinte (footprint) et les expériences 
de compétition ont confirmé la fixation 
sur ce segment de nombreux facteurs 
transactivateurs, les mêmes que ceux 
qui activent le lœus �- On a ainsi iden­
tifié plusieurs empreintes GA TA-1 et 
des séquences NFE-2 . On trouve éga-
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lement un couple de sites AP- l ,  ici 
inversés [ 16] .  Dans ce cas comme dans 
celui du gène �-globine, se pose le 
problème de l'action activatrice de 
transcription, puissante, dans les cellu­
les érythroïdes, d'un facteur AP-l qui 
ne serait pas spécifique, et qui doit 
agir en combinaison avec des facteurs 
spécifiques, mais non activateurs par 
eux-mêmes, comme GAT A-1 ,  ou, 
autre hypothèse, du rôle de NFE-2, 
dont la séquence consensus recouvre 
celle de AP-l .  Comme dans le cas du 
lncus �, ce site, le plus important, ne 
semble néanmoins pas suffisant pour 
une expression maximale des gènes a­
globine. D'autres régions hypersensi­
bles, en particulier un site à - 33 kb, 
non actif à l 'état isolé, pourraient avoir 
une action complémentaire. 
A l'intérieur du lncus a-globine, la 
régulation de l'expression des gènes 
embryonnaire r et fœtaux/adultes a 
n'est pas compétitive. Quant à la régu­
lation coordonnée du lncus a et du 
lncus �

' 
elle n'est encore qu'incomplè­

tement expliquée. Outre un élément 
traductionnel connu depuis de nom­
breuses années, il existe sûrement un 
élément transcriptionnel dans lequel le 
rôle du LCR est évoqué. 

• Manipulation pharmacologique 

La production d'hémoglobine fœtale 
dans des cellules adultes a d'abord été 
étudiée in vivo chez le singe ou chez 
l 'homme. La souns transgénique 
pourrait-elle être un modèle pour 
l'étude de ces inductions pharmaco­
logiques ? L'expérience a été faite 
après transfert d'un gène -y-globine 
couplé à une construction ne conser­
vant que les séquences essentielles de 
chacun des quatre sites hypersensibles 
(ltLCR--y), l'expression du gène étant 
contrôlée à différents niveaux : cellu­
laire (production de cellules F, c'est-à­
dire contenant de l 'Hb F en quantité 
détectable par immunofluorescence ), 
protéique (rapport -y/-y + �), production 
d'ARNm (PCR et hybridation). Dans 
ces conditions, les différents agents 
inducteurs connus (érythropoïétine, 
5-azacytidine, hydroxyurée, butyrate) 
induisent tous une expression détecta­
ble des gènes y. Afm d'éliminer une 
action isolée, soit sur les sites activa­
teurs proximaux des gènes 'Y ,  soit sur 
les sites activateurs distaux du LCR, 
des contre-expériences ont été faites qui 

n'utilisaient que les uns ou les autres : 
le transfert d'un gène 'Y sans LCR ou 
d'une construction �tLCR-� ont été 
sans résultat, ce qui atteste d'une 
synergie nécessaire entre les séquences 
proximales du gène 'Y et celles du 
LCR [ 1 7] .  Même si ce modèle peut 
encore être affmé pour une meilleure 
définition des séquences impliquées, il 
est évidemment très important de dis­
poser d'un modèle pharmacologique 
d'étude sur petit animal au moment 
où la réactivation des gènes fœtaux est 
envisagée comme une thérapeutique 
potentielle des hémoglobinopathies 
majeures, �-thalassémies et drépano­
cytose [ 18] • 
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