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B-thalassémies et érythropoiese
inefficace

Les B-thalassémies font partie, avec la
drépanocytose, des hémoglobinopathies,
maladies génétiques de I’hémoglobine.
Ce sont les maladies génétiques les plus
fréquentes au monde [1]. Les thalassé-
mies correspondent a un défaut quanti-
tatif total ou partiel de production des
chaines de globine. €n cas de déficit en
chaine B, on parle de B-thalassémies ;
si les chaines o sont déficientes, d’o.-
thalassémies, sachant qu’il est néces-
saire d’avoir deux chaines a et deux
chaines B pour former un tétramétre
d’hémoglobine. La conséquence de ce
déficit est "accumulation cytoplas-
mique de la chaine partenaire (o pour
les B-thalassémies), trés toxique car
trés instable et source d’une cascade
oxydative délétere. Cela va conduire a
un défaut de production des précurseurs
des globules rouges (GR) dans la moelle
osseuse, phénomene appelé dysérythro-
poiése, et a une destruction précoce des
GR en périphérie (hémolyse). La pré-
sentation clinique est celle d’une ané-
mie, potentiellement sévére, s’installant
dans I'enfance et nécessitant souvent
des transfusions réguliéres (mensuelles
pour les B-thalassémies majeures), et,
pour lutter contre la surcharge en fer
des organes qui en découle, des médi-
caments chélateurs. Des modifications
osseuses (déformations, ostéoporose)
sont aussi décrites, ainsi que de véri-
tables tumeurs bénignes liées a une éry-
thropoiése extramédullaire [1]. Environ
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mais c’est une maladie

beaucoup plus fréquente dans d’autres
régions du monde comme I’Asie du Sud-
Est et le pourtour méditerranéen.
Uérythropoiése inefficace joue un réle
central dans la physiopathologie de
anémie des P-thalassémies majeures
(B-TM). Ses caractéristiques sont triple :
accélération de la différenciation éry-
throide, arrét de maturation au stade
d’érythroblaste polychromatophile
et mort par apoptose a ce stade de
différenciation déja avancé [2]. Les
mécanismes précis de cette apoptose
et de Iarrét de la maturation n’avaient,
jusqu’a présent, jamais été élucidés.

Réle d’HSP70 dans I’érythropoiese
physiologique

Dans un travail précédent de notre labo-
ratoire, nous avons montré, au cours de
I’érythropoiése physiologique, que la
protéine chaperon HSP70 (heat shock
protein 70), en s’accumulant dans le
noyau des érythroblastes en cours de
différenciation, protége GATA-1 (facteur
de transcription érythroide majeur) du
clivage par la caspase-3 [3, 4]. Cette
enzyme clé de I'apoptose a, dans I’éry-
thropoiese, une action ambivalente.
D’une part, elle est indispensable a la
différenciation érythroide terminale en
clivant sélectivement certaines cibles,
ce qui entraine par exemple la conden-
sation du noyau des érythroblastes et
des modifications morphologiques qui

précedent I’énucléation permettant
la formation du réticulocyte [5]. €lle
peut, d’autre part, avoir une fonction
délétére. En effet, le sevrage en éry-
thropoiétine (EPO) favorise la sortie
nucléaire d’HSP70, ce qui permet a la
caspase-3 de cliver GATA-1 (qui n’est
plus alors protégé) et bloque la matu-
ration érythroblastique [3]. La loca-
lisation nucléaire d’HSP70 représente
ainsi un mécanisme fin de régulation
de Pérythropoiése, bien nécessaire car
ce processus représente un systeme de
prolifération extraordinaire. La moelle
osseuse produisant 200 milliards de GR
chaque jour, il convient de contrdler
treés rapidement I’exces de production,
qui peut aboutir a une polyglobulie, ou
compenser un défaut, qui se traduirait
rapidement par une anémie.

La suite naturelle de ce travail était de
s'intéresser aux conséquences patholo-
giques éventuelles de ce systeme pro-
téique de régulation.

Role physiologique d’HSP70

dans le monde animal.

Le role ubiquitaire d’HSP70 dans le
monde animal est triple [6] :

- aide a la synthese peptidique et au
transport transmembranaire de pro-
téines. HSP70 permet a des protéines
nouvellement formées de se replier
correctement, des sortie du
ribosome, afin de se présenter dans une
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conformation structurelle tridimension-
nelle (forme native) leur permettant
d’assurer leur fonction, la liaison a
d’autres protéines ou le transport trans-
membranaire ;

- fonctions anti-apoptotiques ;

- cytoprotection cellulaire vis-a-vis de
protéines malformées ou dénaturées
(misfolded proteins). HSP70 prend en
charge des protéines mal formées, déna-
turées, afin de tenter de les remettre
dans une conformation physiologique,
native, pour éviter qu’elles ne forment
des agrégats potentiellement toxiques
pour la cellule. HSP70 participe aussi
a Iélimination d’agrégats dont la for-
mation n’aurait pas pu étre prévenue,
dans la phase précédente, par la voie du
protéasome.

HSP70 dans les B-thalassémies
majeures

Notre travail, publié récemment dans la
revue Nature [7], repose sur ’hypothése
suivante : HSP70 pourrait, au cours de
I’érythropoiése des B-TM, étre séques-
trée dans le cytoplasme des érythro-
blastes matures (stade d’une intense
hémoglobinisation) afin d’exercer sa
fonction naturelle de chaperon des
chaines d’o-globine libres, excessive-
ment toxiques et qui forment des agré-
gats dans ces cellules. Il en résulterait
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@ OL-globine libre

une absence de localisation nucléaire
d’HSP70 et, en conséquence, la des-
truction de GATA-1, a I'origine de I'arrét
de maturation et de la mort cellulaire
(Figure 1).

Nous avons d’abord montré, par immu-
nocytochimie sur de la moelle osseuse
de patients B°-thalassémiques (aucune
production de chaines ), que HSP70
était localisée principalement dans le
cytoplasme des érythroblastes matures,
et qu’existait un défaut d’expression
nucléaire. Par ailleurs, GATA-1 n’était
plus exprimée dans ces cellules matures,
alors qu’elle I’était dans les cellules
matures de moelles osseuses contrdles,
ou dans des cellules plus immatures et
moins hémoglobinisées (Figure 2). Nous
avons confirmé ces résultats in vitro,
dans un systeme de culture cellulaire
érythroide humaine en milieu liquide
reproduisant les étapes de la diffé-
renciation érythroide terminale. Nous
avons précisé ainsi des données d’autres
équipes en montrant que les érythro-
blastes de B-TM expriment fortement
I’annexine V (marqueur d’apoptose) en
fin de différenciation, et qu’il existe
un blocage de maturation terminale au
stade d’érythroblaste polychromato-
phile (stade tardif de la différencia-
tion érythroide). Nous avons ensuite
démontré qu’il existait une interac-

Figure 1. Hypothese physiopatho-
logique de ’arrét de maturation
érythroide dans les PB-thalas-
sémies majeures. Au cours de la
différenciation, la concentration
en chaines d’o-globine augmente
et atteint un taux maximal au
stade d’érythroblaste polychro-
matophile. Ces chaines libres (non
appariées aux chafnes béta), trés
toxiques, séquestreraient le cha-
peron HSP70 dans le cytoplasme.
HSP70 ne pourrait alors plus pro-
téger le facteur de transcription
nucléaire GATA-1, ce qui entraine-
rait la mort cellulaire par apoptose

et 'arrét de la maturation.

tion physique directe entre HSP70 et
les chaines d’o-globine libres par dif-
férentes techniques : imagerie confo-
cale (colocalisation cytoplasmique),
immunoprécipitation, double hybride,
interaction biomoléculaire sans mar-
quage. Ainsi, HSP70 apparait comme
un chaperon aussi important que I’AHSP
(0.-haemoglobin stabilisating protein),
seul chaperon spécifique des chaines o
connu a ce jour [8].

Afin de démontrer que "arrét de matura-
tion était lié a 'absence de localisation
nucléaire d’HSP70, nous avons transduit
des érythroblastes de patients 3-TM en
culture par un mutant d’HSP70 qui se
localise constitutivement dans le noyau
(HSP70-S400A). Ce mutant restaure la
localisation nucléaire d’HSP70, restitue
expression de GATA-1, améliore signi-
ficativement la maturation érythroide
terminale des 3-TM en levant le blocage
de maturation et diminue I"apoptose tout
en augmentant le pourcentage de cel-
lules F (contenant une forte concentra-
tion en hémoglobine feetale, tétramere
d’hémoglobine constitué de 2 chaines
o et 2 chaines y). La transduction d’un
mutant de GATA-1 non clivable par la
caspase-3 corrige également la matu-
ration érythroide terminale, confirmant
que le point final physiopathologique des
[3-TM passe par la destruction de GATA-1.
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Figure 2. Absence d’expression nucléaire d’HSP70 dans les érythroblastes de patients atteints de

P-thalassémie majeure (B-TM). Imagerie par microscopie confocale d’érythroblastes polychro-

matophiles humains issus d’un patient 3-TM et d’un contréle adulte sain. Uimage en 3D montre

I’absence d’HSP70 (vert) dans le noyau (bleu) des érythroblastes 3-TM et la colocalisation

d’HSP70 avec les chaines d’a-globine (rouge).

Linfection par un lentivirus restituant
la chaine de B-globine permettait éga-
lement de relocaliser HSP70 dans le
noyau, protéger GATA-1 et améliorer la
différenciation terminale.

Une modélisation mathématique du
complexe HSP70/a-globine nous a
enfin permis de préciser les domaines
impliqués dans I’interaction, ce qui
ouvre la voie @ un possible criblage de

petites molécules permettant la rup-
ture de ce complexe afin de relocaliser
HSP70 dans le noyau, ce qui offrirait
ainsi un espoir thérapeutique pour
améliorer I"érythropoiése inefficace
des B-TM.

Nos résultats démontrent que I’éry-
thropoiése inefficace des B-TM est,
au moins en partie, liée a la séques-
tration cytoplasmique d’HSP70 par

les chafnes o-globine libres, ce qui
empéche ainsi son rdle de protecteur
nucléaire de GATA-1. Le blocage de
cette interaction pourrait étre une
stratégie thérapeutique innovante
pour restaurer la localisation nucléaire
de HSP70 et ainsi améliorer I’érythro-
poiése, et donc I"anémie, des patients
thalassémiques. ¢
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