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Réle du facteur de transcription NF-E2
dans la formation des plaquettes

lation des génes exprimés spécifi-

quement lors de I’érythropoiese
a conduit, a la fin des années 1980, a
deux découvertes majeures. La pre-
miere est la caractérisation de la
région de controle du locus B-globine
(LCR) [1]; cet élément activateur en
cis est capable d’isoler un transgene
des influences chromatiniennes exté-
rieures. La seconde est la caractérisa-
tion, puis le clonage, de la protéine
nucléaire GATA-1 [2-4], qui recon-
nait toutes les régions régulatrices
érythrocytaires et semble étre le
déterminant principal de la co-régula-
tion de ces geénes [5, 6]. La caractéri-
sation simultanée d’un second fac-
teur nucléaire érythrocytaire, NF-E2,
a suscité beaucoup moins d’engoue-
ment [7, 8]. La premiére raison est
sans doute que NF-E2 se fixe sur des
séquences d’ADN également recon-
nues par les complexes de type
Jun/Fos (AP1), ce qui a compliqué sa
caractérisation. La seconde raison
tient au fait que seules quelques
régions régulatrices érythrocytaires
contiennent des sites NF-E2, comme
les promoteurs des génes de la por-
phobilinogéne désaminase (PBGD)
[7] et de la ferrochélatase [9], ainsi
que la région HS 2% du LCR [10]. Les
clonages des ADNc de la grande sous-
unité du complexe NF-E2, p45, puis
de la petite sous-unité, pl8, ont per-
mis de mieux comprendre la struc-
ture de NF-E2 et d’autres complexes
apparentés, mais n’ont pas apporté
de réponse satisfaisante a la question
originelle : A quoi sert NF-E2?
Quelques éléments de réponse sem-
blent maintenant se dessiner.

I ‘étude des mécanismes de régu-

e 1S : végion d’hypersensibilité a la DNase 1.
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Structure de I’hétérodimere NF-E2

NF-E2 est une protéine hétérodimé-
rique constituée d’une sous-unité
p4b, synthétisée principalement dans
les érythroblastes, les mégacaryocytes
et les granulocytes [11, 12], et d’une
sous-unité synthétisée dans la plupart
des tissus, pl8 [13, 14]. Ce dimere,
associé par une glissiere de leucines
(leucine zipper), se fixe sur un sous-
ensemble de sites AP1 (figure I). Alors
que les complexes Jun-Fos reconnais-
sent la séquence TGA¢/;TCA ou
TGACGTCA, NF-E2 reconnait une
séquence plus étendue, TGA®/
TCAGC [7]. La sous-unité p45
contacte le motif TGA, et pl8 le
motif TCAGC [13].

La famille NF-E2

Il a été rapidement clair que p45 et
p18 appartiennent a deux familles de
protéines. Comme nous le verrons
plus loin, cela pourrait permettre de
comprendre en partie le résultat de
I'inactivation des génes p45 et pl8
chez la souris.

Bien que NF-E2 reconnaisse un sous-
ensemble de sites AP1, p45 et p18 ne
sont pas apparentées a Jun et Fos. La
sous-unité p45 appartient a la famille
Cap’n’collar (CNC), nommée d’apres
une protéine de D. melanogaster.
L’ADNCc p45 a été cloné par I’équipe
de S.H. Orkin a Boston [11], mais
d’autres laboratoires ont isolé des
protéines de structure voisine,
comme Nrf-1/LCR-F1 [15, 16], Nrf-2
[17], ECH (I’'homologue de Nrf-2
chez le poulet) [18] ou les protéines
Bach [19]. Toutes ces protéines sont
capables de former des hétérodi-
meres avec pl8, de se fixer au motif
NF-E2, et d’activer la transcription

[19, 20]. Plusieurs de ces protéines
sont généralement co-produites dans
un tissu donné. Ainsi, p45, Nrf-1, Nrf-
2 et Bachl sont toutes synthétisées
dans des cellules érythroides.

Le clonage de ’ADNc pI8 a montré
que la sous-unité pl8 est identique a
MafK, une petite protéine de la

"NF-E2" Fos-Maf "AP1"
p45
Nrf-1
Nrf-2
Bach
Fos Fos UM
MafK
MafK MafG
MafG

:
l

TGACTCAGCA
ACTGAGTICGT

:

Figure 1. Compétition entre diffé-
rents complexes pour la fixation au
motif d’ADN NF-E2. Le motif TGACT-
CAGCA peut étre reconnu par des
complexes dimériques de type CNC-
MATf (« NF-E2 »), Fos-Maf ou Jun-Fos
(Ap1). Les différents membres des
familles de protéines Bach, Fos et
Jun ne sont pas détaillés. De plus,
les diverses protéines sont plus ou
moins représentées selon les tissus.
Enfin, des mutations ponctuelles par
rapport a la séquence consensus
peuvent amener des variations de
I'affinité relative des différents com-
plexes [22, 32]. Les diméres sont
associés par une glissiere de leu-
cines (trame bistre).
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famille Maf [13, 14]. D’autres petites
protéines Maf comme MafG pour-
raient également participer a des
complexes de type NF-E2 [21]. Enfin,
les petites protéines Maf peuvent for-
mer des hétérodimeres avec Fos
capables de réprimer la transcription
[22]. En conclusion, la régulation
génétique conférée par les sites NF-
E2 est la résultante des compétitions
entre les complexes de type NF-E2,
Maf-Fos et Jun-Fos (figure 1). L’hété-
rodimere p45-pl8 ne constitue donc
qu’une des facettes du complexe NF-
E2.

Le role précis des complexes NF-E2
dans I’érythropoiése est mal compris. 11
est possible que ces protéines servent a
assurer une co-régulation des génes de
globines et des geénes des enzymes de
la voie biosynthétique de I’héme
(PBGD, ferrochélatase), mais cela n’a
pas été véritablement démontré [23].

Invalidation des genes de la famille
NF-E2 par recombinaison homologue

L’invalidation par recombinaison
homologue du géne p45 a montré
que les souris déficientes ne souf-
frent pas d’altérations majeures de
I’érythropoiése. La fonction de p4b
dans les érythroblastes pourrait donc
étre assurée par une ou plusieurs
autres protéines, comme ECH/Nrf-2
[18]. En revanche, les souris p457/~
présentent une absence totale de pla-
quettes circulantes (thrombopénie)
qui provoque la mort périnatale de la
plupart d’entre elles: leurs mégaca-
ryocytes présentent des anomalies
grossieres (distribution aberrante des
membranes de démarcation, nombre
réduit de granules). Ces mégacaryo-
cytes proliféerent en présence de
thrombopoiétine, mais sont inca-
pables de former des plaquettes [24].
Ainsi, les effets de I'absence de p45
ne sont sensibles que dans I'une des
lignées dans lesquelles ce géne est
normalement exprimé, la lignée
mégacaryocytaire. L’invalidation du
géne pIl8/MafK, pour sa part, ne
conduit a aucun phénotype obser-
vable [25]. Plus récemment, I’'invali-
dation du gene Nrfl/LCR-FI a été
réalisée. Les embryons déficients
meurent a E 7.0 et ne présentent pas
de mésoderme. Toutefois, I’absence
de Nrf-1 ne semble pas empécher
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I’activation des geénes des globines
dans les érythroblastes de souris chi-
mériques [26]. Enfin, I'invalidation
du géne Nrf-2 ne produit aucun phé-
notype [27].

Recherche de genes cibles
mégacaryocytaires de p45

Bien que p45 ait été détectée dans les
mégacaryocytes, aucun des genes spé-
cifiques de cette lignée dont la régu-
lation a été étudiée ne présente de
site de fixation pour NF-E2 [28].
L’explication la plus vraisemblable du
phénotype des souris p457~ serait
pourtant qu’il existe un sous-
ensemble de génes mégacaryocytaires
dont I'expression dépend directe-
ment de p45 NF-E2. Pour tester cette
hypothése, nous avons utilisé une
technique d’immunoprécipitation de
complexes p45 NF-E2-ADN a partir
de chromatine active [29-31]. Sché-
matiquement, des noyaux cellulaires
sont isolés a partir d’une lignée conti-
nue mégacaryocytaire, les protéines
nucléaires sont pontées a 'ADN par
la paraformaldéhyde, puis la chroma-
tine est solubilisée par digestion. On
immunoprécipite alors des com-
plexes ADN-protéines au moyen d’un
sérum anti-p45, puis les fragments
d’ADN récupérés sont clonés. Cette
méthode a I'avantage de ne pas intro-
duire de biais en faveur de séquences
de forte affinité in vitro, mais son effi-
cacité d’enrichissement en motifs de
fixation est faible. En conséquence, il
est nécessaire de séquencer de nom-
breux clones. De plus, il peut étre dif-
ficile d’identifier le locus génomique
d’ou provient un fragment donné.

L’un des clones que nous avons isolés
contenait un fragment du second
intron du gene de la thromboxane
synthétase (TXS). Cette enzyme cata-
lyse la derniere étape de la formation
du thromboxane A,, un messager
essentiel a l'activation plaquettaire.
Nous avons pu montrer que NF-E2
contrdle directement la transcription
du gene TX§, en se fixant sur son pro-
moteur et dans le second intron. En
outre, I'expression de TARNm 7XS
est indétectable dans les mégacaryo-
cytes des souris p457-, bien que
d’autres cellules hématopoiétiques
expriment encore ce geéne. En
conclusion, ’absence de p45 abolit

I’expression mégacaryocytaire de la
TXS [32]. Ce geéne n’est probable-
ment que le premier exemple d’un
ensemble de geénes mégacaryocytaires
directement controlés par p45, car un
déficit en thromboxane synthétase
n’est sans doute pas suffisant pour
bloquer la plaquettogenése [33-37].

Perspectives

L’identification d’une cible directe
de p45 dans la mégacaryopoiese
laisse penser que d’autres genes, plus
directement impliqués dans la forma-
tion des plaquettes a partir des mem-
branes de démarcation, seront bien-
tot caractérisés. Cette identification
pourra résulter de I’étude d’autres
séquences immunoprécipitées, ou
bien de I’établissement de banques
différentielles d’ADNc qui exploitent
les mégacaryocytes de souris p457~.
Le role particulier de p45 dans la
mégacaryopoiese conduit également
a penser que les partenaires de p4b
(protéines Maf, co-activateurs) doi-
vent étre recherchés dans ces cellules
et non dans la lignée érythroblas-
tique. Enfin, il est possible que cer-
taines thrombopénies humaines liées
a un blocage de la maturation méga-
caryocytaire puissent étre associées a
un déficit en p45 NF-E2 ou en I'une
des protéines dont NF-E2 contrdle la
production. La connaissance du
mécanisme de controle de la matura-
tion mégacaryocytaire par NF-E2 per-
mettra une approche moléculaire de
ces affections ®
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