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L’expression de I’hémoglobine

foetale est sous le controle
du répresseur BCL11A

Dominique Labie

Signification

du taux d’hémoglobine feetale
L’expression de différentes hémoglobi-
nes (Hb) au cours du développement
ontogénique correspond a I'activation
successive des genes codant pour les
chaines de globine, situés sur le chromo-
some 11pl5 dans I'ordre de leur expres-
sion’. Au niveau du locus B-globine, deux
commutations (switch) sont observées :
la premiére, précoce au cours de la vie
embryonnaire, correspond a I'activation
des genes y-globine; la seconde, péri-
natale, correspond a I’extinction incom-
plete de ces derniers et a I'activation
des genes adultes O- et B-globine. Ce
switch a fait I'objet de multiples travaux;
c’est, en effet, un modéle d’étude, mais
son importance physiopathologique est
majeure, car le taux d’Hb feetale (HbF)
est un élément essentiel modulant la gra-
vité des hémoglobinopathies, drépano-
cytose et B-thalassémies. Ce taux d’HbF
se présente en clinique comme un trait
quantitatif dont on a cherché les facteurs
de régulation.

Dansunnombrelimitéde cas, onaobservé
I’existence concomitante d’une PHHF
(hereditary persistance of fetal hemo-
globin) de transmission mendélienne.
Deux types de PHHF ont été caractéri-
sés, soit des délétions impliquant tout
ou partie du géne [B-globine, soit des
mutations (le plus souvent ponctuel-
les) dans la région promotrice de I'un
des genes Y-globine. Uexistence d’une
distribution inégale de I’HbF résiduelle

! le géne € est a I'extrémité 5', puis les deux génes des y-
globines (y-Gly et y-Ala), puis, vers I'extrémité 3' les deux
geénes exprimés chez les adultes, codant pour la 3-globine et
surtout la B-globine.
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dans la population adulte générale a
aussi été établie depuis les années 1950
avec, dans 10 % de la population environ,
un taux d’HbF supérieur a 0,7 % (0,8 a
5%) (phénotype appelé PHHF de type
suisse, Swiss-type HPFH). La majorité des
recherches a, cependant, porté sur les
taux plus ou moins élevés d’HbF au cours
d’hémoglobinopathies majeures, drépa-
nocytose, B-thalassémies, dont ils peu-
vent modifier I’expression phénotypique.
La régulation en est distincte de celle de
I’hémoglobinopathie en cause, et se pré-
sente souvent comme indépendante de
ensemble du locus B-globine. Un cer-
tain nombre de travaux ont donc cher-
ché a mettre en évidence I’association
entre un taux élevé d’HbF et différents
polymorphismes.

Association entre polymorphismes
génétiques et taux d’HbF

Un SNP (single nucleotide polymorphism)
C/T a été constaté des 1985 a -158 en 5’
du gene %y, les taux élevés d’HbF étant
statistiquement associés au variant T [1,
2]. Ce SNP a toujours été retrouvé, sans
qu’on en ait jamais démontré une valeur
fonctionnelle propre. De nombreuses
exceptions suggérent aussi I'existence de
facteurs additionnels.

Qutre ce SNP situé en cis, plusieurs QTL
(quantitative trait locus) situés sur
d’autres chromosomes ont été décrits
dont I"association est statistique avec
les taux élevés d’HbF ou de cellules F,
dont la mesure est plus précise en cas
de taux faible. Dans une série de sujets
drépanocytaires, on a identifié un site
en Xp22.2-22.3 [3]. On a aussi décrit un
QTL situé sur le chromosome 8q [4], mais

dans ce cas comme dans le précédent,
une localisation précise n’a pas pu étre
établie. Deux autres QTL semblent plus
informatifs. U'étude sur quatre généra-
tions d’une grande famille indienne a
révélé un QTL en 6q23, localisé entre les
genes HBSIL et c-MyB, qu’on a appelé
polymorphisme intergénique HBSIL-MYB
(HMIP) [5]. La recherche sur la tota-
lité du génome a identifié en 2pl5 un
polymorphisme dans I’IVS2 (intervening
sequence) de I"oncogéne BCL1IA, codant
une protéine a doigts de zinc [6]. Ce der-
nier QTL a depuis lors été retrouvé dans
3 populations différentes [7]. Il est aussi
statistiquement associé a I"amélioration
du phénotype B-thalassémique [8]. On
peut signaler enfin une approche un peu
différente : la mise en évidence dans la
région promotrice du géne P-globine
d’un polymorphisme de type (AT),T, qui
fixe de facon variable un répresseur BP1
[9]. Dans tous les cas, cependant, on
n’a enregistré qu’une association entre
polymorphisme, taux d’HbF et amélio-
ration phénotypique dans les hémoglo-
binopathies, et aucun des travaux cités
n’a établi le mécanisme moléculaire en
cause.

BCL11A, un répresseur

fonctionnel du géne y-globine

Cette étape vient d’étre franchie par
I’équipe de S.H.Orkin du Children’s
Hospital, Harvard Medical School a
Boston. Dans un premier article, les
auteurs avaient mis en évidence I’action
synergique de trois de ces sites polymor-
phes dans le controle de I’expression de
I’HbF et des crises douloureuses chez les
drépanocytaires [10]. La coexistence
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de 3 variants de séquence, représentant
5 SNP, sur les chromosomes 11, 6 et 2 est
nécessaire pour modifier la gravité de
la maladie, et permettre une évaluation
pronostique, alors qu’aucun d’eux, isolé,
n’est vraiment significatif. Un article
paru dernierement dans Science mon-
tre que I’expression de I’HbF est sous
le contrdle d’un répresseur codé par
une séquence localisée en BCLIIA, dont
I’expression varie au cours du dévelop-
pement [11]. Le variant BCLIIA, situé
dans le second intron du gene, est, en
effet, celui dont I’effet est le plus impor-
tant. Ce géne BCLIIA avait été étudié au
cours du développement lymphocytaire ;
il avait été montré qu’en raison d’épis-
sages alternatifs il est traduit en 4 iso-
formes de longueur différente, XL, L, S
et XS, dont extrémité amino-terminale
est conservée [12] (Figure 1). Le travail
actuel s’est orienté vers son devenir dans
la lignée érythrocytaire.

Variants ontogéniques de BCL11A

Partant des variations de I’HbF a I’état
physiologique selon les individus et les
populations, et dans le cadre physio-
pathologique des hémoglobinopa-
thies, les auteurs ont fait I’hypothése
d’une action transcriptionnelle varia-
ble de BCLI1A. Dans les cultures de

progéniteurs et précurseurs érythroides
adultes, ils ont constaté I’expression,
au niveau ARN et protéine, des deux iso-
formes longues XL et L. Les travaux cités
précédemment [6, 8] avaient permis
de localiser un SNP A/G (r4671393) par
sa forte association au taux de I’HbF.
’étude systématique de ce variant dans
des lignées cellulaires érythroides a
confirmé, pour les deux isoformes, des
variations importantes entre les indivi-
dus : les transcrits de BCL11A varient en
sens inverse du taux d’HbF, 'alléle asso-
cié a un taux bas d’HbF est exprimé a un
taux supérieur (x 3,5). Dans les cellules
de la lignée érythroleucémique K562
(issue d’un patient adulte en phase
blastique d’une LMC [leucémie myé-
loide chronique] porteur de la fusion
ber-abl), les auteurs ont été surpris de
constater la quasi-absence des isofor-
mes longues, et la seule présence des
variants courts. Afin de savoir si ce fait
était un reflet de I’expression par les
cellules Hb embryonnaires ou reflétait
le caractére malin des cellules K562,
ils ont poursuivi I’étude sur des cellu-
les érythroides isolées a divers stades
ontogéniques : moelle osseuse adulte,
foie feetal au second trimestre de ges-
tation, et érythroblastes immatures
présents dans la circulation maternelle
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durant le premier trimestre. IIs ont alors
constaté que si les formes courtes ne
sont détectables qu’au début du déve-
loppement, les isoformes longues XL et
L de BCL11la ne sont présentes que dans
les érythroblastes adultes, et le taux de
ces formes longues est influencé par les
variations de séquence. Quel pouvait
étre le mécanisme en cause ?

BCL11A réprime I’expression des génes
Y-globine dans les érythroblastes

L’étude fonctionnelle a été poursuivie
par un marquage a la biotine de BCL11A
dans une lignée de cellules érythro-
leucémiques de souris, MEL, cellules
n’exprimant que les globines adultes.
Ce marquage permet la purification sur
colonne d’avidine des complexes protéi-
ques contenant BCL11A biotinylée. Un de
ces complexes est le complexe répres-
seur NuRD (nucleosome remodeling and
histone deacetylase) lié par la séquence
amino-terminale ; un complexe BCL11B/
NuRD a déja été observé dans des lym-
phocytes B et T [13]. BCL11A s’associe
aussi avec la protéine de la matrice
nucléaire matrine-3, ainsi qu’avec des
peptides de GATA-1, principal facteur de
transcription érythroide, et son cofac-
teur FOG-1 (Friend of Gata). L'ensemble
des données génétiques, développemen-
tales et biochimiques suggérait un rdle
de BCLIIA dans I'extinction des genes
Y-globine, et les auteurs ont entrepris
de tester cette hypothese directement
en modulant son taux dans des cellules
érythroides primitives. De fait, I"intro-
duction transitoire d’un ARN d’interfé-
rence (siARN) ciblant ’ARNm BCLI1IA a
J0 de la culture, diminue la protéine de
40-45% a J4 en méme temps que le taux
de I’ARN y-globine s’éléve (x2,3) a )7;
I’effet est moindre si le siARN est utilisé
plus tardivement. €n comparant par
microarrays les genes exprimés avant et

Figure 1. Représentation des quatre isoformes
de BCL1IA par suite d’un épissage alterna-
tif. La séquence amino-terminale est la méme

dans toutes les formes (d’aprés [12]).



a 7 jours aprés le traitement par siARN
spécifique ou par un contréle non spéci-
fique, les auteurs ont exclu toute inter-
férence de BCL11A avec le processus de
différenciation des cellules, et montré
une action du siARN BCLIIA restreinte
a la répression du gene y-globine. Une
réduction plus durable de I"expression
de BCLIIA via I'expression permanente
d’un ARN simple brin en épingle a che-
veux (shARN) ciblant I’expression de
BCLIIA entraine une élévation tres
supérieure du taux d’HbF a J7, qui peut
étre isolée par HPLC, alors qu’elle est
indétectable dans la culture témoin.
Ueffet quantitatif comparé obtenu par
siARN et shARN a permis aux auteurs de
parler d’un effet de « rhéostat molécu-
laire » contrélant 'extinction des genes
v-globine.

Une derniére question enfin: s’agit-il
d’une interaction directe de BCLL1A
avec des éléments régulateurs en cis
du locus B-globine ou d’une action
sur le cycle cellulaire ou quelque autre
signal indirect ? Ce probleme a été
abordé par les techniques d’immuno-
précipitation de chromatine (ChIP)
dans des cultures de cellules primaires.
Aucune interaction n’est trouvée avec
les promoteurs y- et B-globine, mais,

en revanche, plusieurs zones de forte
liaison sont identifiées sur I’ensemble
du locus (Figure 2). On les trouve entre
autres au niveau du HHS3 (hypersensi-
tive site) du LCR (locus control region),
ainsi qu’en différents points, en amont
du géne O-globine, en aval du géne
Av-globine... Il est remarquable que
tous ces éléments en cis ont, G une
occasion ou une autre, été impliqués
dans I’extinction des genes y-globine.
Une compréhension complete devrait
requérir une localisation précise de
BCL11A et de ses protéines partenaires
au niveau de la chromatine. On peut,
cependant, supposer que les formes
courtes (S et XS), seules présentes en
début de différenciation dans les cellu-
les exprimant abondamment I’HbF, ont
aussi d’autres roles dans la régulation
transcriptionnelle et que BCL1IA inter-
vient pour reconfigurer la chromatine
au cours du développement.

Conclusion

Le développement ontogénique de I’Hb
a été considéré comme paradigmatique
du développement d’autres génes. On
observe sa régulation par un répresseur
BCL11A, lui-méme modulé au cours de
I’ontogénie, les isomeres longs XL et L,
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d’expression tardive interagissant avec
le complexe répresseur NuRD, GATA-1 et
FOG-1 pour éteindre le gene y-globine.
La question se pose évidemment d’y
voir une cible thérapeutique possible
pour I"activation des genes y-globine
au cours des B-hémoglobinopathies.
Uexpression de BCLIIA pourrait-elle
aussi fournir I’explication d’une expres-
sion phénotypique atypique de certains
cas d’hémoglobinopathies ? On sait
I’existence de drépanocytoses totale-
ment asymptomatiques présentant un
taux élevé d’HbF. On observe aussi des
patients atteints de B-thalassémie dont
le défaut moléculaire devrait se traduire
par une maladie grave, et qui ménent
une vie normale avec un taux d’HbF de
10 a 15g/dL [15]. Peut-on supposer
qu’en présence d’un déficit majeur du
géne B-globine I'absence des isoformes
longues de BCLIIA, ou un variant inac-
tif, associé au SNP C/T sur le chromo-
some 11, interviendrait en amplifiant la
synthése des chalnes y-globine ? Cette
observation conforterait la perspective
d’une thérapeutique ciblée. ¢

BCL11A represses HbF expression

and varies during ontogeny
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