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Ikaros, chromatine

et contréle du déeveloppement lymphocytaire

gouvernent la différenciation du

systtme hématopoiétique a par-
tir de cellules souches multipotentes
restent largement inconnus. L’une
des approches utilisées afin de les
identifier est ’étude des facteurs de
transcription réglant I’expression des
genes nécessaires a I’émergence des
différentes lignées du systéme héma-
topoiétique.
Le gene Ikaros ou LyF-1 [1, 2] a été
caractérisé grace a la capacité de la
protéine produite de lier la région
promotrice du géne CD3d et celle du
gene de la TdT (terminal deoxynucleoti-
dyl transferase). Chez la souris, I’expres-
sion de ce géne est détectée des 8
jours de développement (E8) dans le
sac vitellin qui est le siege de ’héma-
topoiese précoce. Il est aussi exprimé
dans les thymocytes foetaux et adultes
ainsi que dans les lymphocytes T et B
murs et dans les cellules NK (natural
killer). Ce profil d’expression suggere
un role prépondérant du facteur de
transcription Ikaros au cours de la dif-
férenciation des cellules lymphoides.
Cependant, les récentes analyses phé-
notypiques des souris mutantes pour
Ikaros montrent que la fonction de ce
gene n’est pas restreinte aux seules
lignées lymphoides [3].
Le gene Ikaros code pour une protéine
a «doigts de zinc » apparentée a la pro-
téine Hunchback de drosophile [2].
Les 8 différentes isoformes d’Ikaros
sont produites par épissage différentiel
[4] et partagent deux domaines iden-
tiques: un domaine d’activation car-
boxy-terminal, deux domaines a doigts
de zinc carboxy-terminaux respon-
sables de la formation d’homodimeéres
ou d’hétérodimeres avec des protéines
de la méme famille multigénique, Aio-
los [5] et Hélios [6] (figure 1). Cepen-
dant, chacune des 8 isoformes connues
se distingue par une combinaison dif-

I es mécanismes moléculaires qui
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Figure 1. Représentation schématique des différentes isoformes de la pro-
téine lkaros. Les limites des exons sont indiquées. Les domaines codant
pour les doigts de zinc sont en rouge et numérotés de 1 a 6. Les doigts F1 a
F4 sont responsables de la capacité de liaison a I’ADN. Les doigts F5 et F6
permettent I’association avec les différents membres de la famille lkaros. La
fonction des différents domaines protéiques produits est indiquée. Les phé-
notypes des mutants correspondant a l'invalidation des différents domaines

sont indiqués dans le Tableau I.

férente de 4 domaines a doigts de zinc
dans le domaine amino-terminal de
liaison a ’ADN [5, 7]. Comme au
moins 3 des 4 domaines a doigts de
zinc sont nécessaires pour la liaison a
I’ADN, seules les isoformes 1, 2 et 3
d’Ikaros peuvent lier le motif consen-
sus 5-GGGAA-3’.

Les études génétiques entreprises
afin de comprendre la fonction du
gene Jkaros au cours du développe-
ment lymphoide ont consisté a pro-
duire des souris mutantes. Deux
types de mutations ont été produites
par le méme laboratoire. Le premier
mutant a été produit par délétion des
doigts de zinc 3 et 4 du domaine de
liaison a I’ADN [8]: les souris
mutantes ne présentent ni cellules T,
B et NK ni leurs précurseurs les plus

précoces connus [8] alors que les
autres lignages hématopoiétiques ne
sont pas affectés par la mutation. Ces
résultats mettaient en avant la néces-
sité de la protéine Ikaros pour la dif-
férenciation et/ou la prolifération
d’un précurseur lymphoide et suggé-
raient une intervention précoce de la
protéine Ikaros au cours du dévelop-
pement lymphoide.

Toutefois, I’analyse approfondie de
ces souris mutantes révélait I’expres-
sion d’'une forme dominante néga-
tive (DN) du gene Ikaros. Le domaine
amino-terminal de dimérisation étant
conservé, cette protéine peut encore
interagir avec les protéines du
groupe Ikaros (dont Aiolos, Hélios et
Dédalos). Mais comme I’hétérodi-

meére ne peut pas se lier a TADN, le  m—
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Tableau |

PHENOTYPE DES SOURIS AYANT UNE INACTIVATION
DU GENE IKAROS

Mutation

Phénotype

lkaros -
I"adulte
des Ly T gd
lkaros-DN ~~
(doigts de zinc 5-6)
lkaros DN +-

TCR

— Absence de Ly B, NK et T feetaux
— Différenciation préférentielle de Ly CD4* chez

(doigts de zinc 1-4) - Diminution des cellules dendritiques thymiques et
— Expansion de clones T

— Absence de Ly T, B, NK et de cellules dendritiques
— Développement T normal

— Prolifération accrue en réponse a l'activation du

— Emergence d’hémopathies lymphoides T

DN: dominant négatif; TCR: T cell receptor, Ly

phénotype de ces souris reflete donc
probablement la perte de fonction
de plusieurs membres de la famille
Ikaros.

Une seconde mutation délétant I’exon
7 codant pour la partie amino-termi-
nale d’Ikaros entraine la perte totale
de la protéine, et un réel phénotype
nul. Le développement lymphocytaire
y est également perturbé, mais moins
que chez les souris DN. Il est probable
que des protéines de la famille Ikaros
compensent la perte d’Ikaros. Si les
foetus sont dépourvus de précurseurs
T, une population de cellules T se
développe en période post-natale,
grace a la fonction probable de la pro-
téine Hélios. Enfin, un taux réduit de
la protéine Ikaros (hétérozygotes DN*/~
ou homozygotes nuls) entraine le déve-
loppement d’hémopathies lymphoides
T chez 100 % des animaux, de méme
que I'absence de Aiolos conduit au
développement de lymphomes B [9].
Tout I'intérét de 1'étude de la fonc-
tion de la protéine Ikaros vient de ce
qu’elle est bifonctionnelle. Elle peut
en effet fonctionner comme activa-
teur transcriptionnel, role que
I’étude des mutants lui avait intiale-
ment attribué, mais aussi comme
répresseur transcriptionnel, ce que
révelent les études récentes, notam-
ment du groupe de K. Georgopoulos
[10].

Les premieres indications suggérant

s un role d’Ikaros dans la répression
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: lymphocytes.

transcriptionnelle viennent d’expé-
riences d’immunolocalisation. Ces
expériences ont montré en microsco-
pie confocale que la protéine est loca-
lisée principalement a proximité de
I’hétérochromatine centromérique.
Curieusement, cette distribution évo-
lue au cours du cycle cellulaire. Le
positionnement centromérique est
mis en évidence aux cours des phases
Gl et G2, et est perdu pendant la
phase S du cycle cellulaire, la pro-
téine Ikaros étant alors répartie uni-
formément dans le noyau [11]. Dés le
début de la mitose, la protéine Ikaros
n’est plus détectée jusqu’a ’ana-
phase. La présence d’une protéine
clé du développement au niveau du
centromere est surprenante compte
tenu de la fonction de celui-ci dans la
ségrégation des chromosomes [12].
Une autre constatation faite par le
méme groupe [11] suggere une cor-
rélation entre le repositionnement
nucléaire de certains locus et I’activité
transcriptionnelle, les génes inactifs
étant localisés a proximité immédiate
des domaines centromériques. Ces
auteurs ont montré que dans les cel-
lules B en phase G1/G2 du cycle cel-
lulaire, les geénes réprimés (CD4 et
CD8a) sont associés aux régions cen-
tromériques alors que les génes acti-
vement transcrits (CDI9 et CD45)
sont associés a des régions euchroma-
tiques. Cette observation s’est égale-
ment révélée exacte pour deux génes

différentiellement exprimés au cours
du développement B: |5, exprimé
uniquement dans les cellules B imma-
tures et CD2, d’expression restreinte
aux cellules mires. La co-localisation
de ces genes avec la protéine Ikaros
et 'hétérochromatine centromérique
n’est observée que dans les cellules
dans lesquelles le geéne n’est pas
exprimé. Par ailleurs, Il est intéres-
sant de constater qu’en I’absence
d’Ikaros, I’expression de trois génes
liés au développement lymphoide
(deux récepteurs a activité tyrosine-
kinase, c-kit et Flk-2, et le facteur de
transcription GATA-3) est abolie. La
localisation de la protéine Ikaros a
proximité de domaines centromé-
riques de cellules lymphoides en asso-
ciation avec des genes réprimés sug-
gere que la protéine Ikaros pourrait
jouer un rdle répresseur en reposi-
tionnant les promoteurs des génes
cibles aux centromeres [13]. Il est
donc clair que la protéine Ikaros ne
peut pas étre considérée comme un
simple activateur de la transcription
comme cela avait initialement été
décrit [2].

Cette fonction répressive des pro-
téines Ikaros et Aiolos sur la trans-
cription est accompagnée par I’hypo-
acétylation des histones dans les
régions promotrices des genes cibles.
Par ailleurs, une fraction importante
des protéines Ikaros et Aiolos est
associée, dans le noyau des cellules T
mures, avec I’ATPase Mi-2 et les co-
répresseurs mSin3, ainsi qu’avec des
protéines du complexe SWI/SNF et
des protéines ayant une activité his-
tone désacétylase (HDAC-1, HDAC-2
et Rbp48) (m/s 1998, n°4, p.455-7;
1997, n°10, p.12105-11) probable-
ment dans des complexes multimé-
riques distincts participant a divers
processus moléculaires (figure 2).
Dans les cellules T activées, les com-
plexes Ikaros-Mi2-HDAC, de par les
propriétés de remodelage de la chro-
matine du complexe Mi2-HDAC,
pourraient controler I'état d’acétyla-
tion des histones se liant a TADN
néosynthétisé au cours de la phase S
dans des régions hétérochromatiques
inaccessibles. Ce mécanisme de
répression transcriptionnel, associé
au recrutement centromérique pour-
rait constituer I'une des bases molé-
culaires de la « mémoire » transcrip-
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Figure 2. Divers aspects de la fonction de remodelage chromatinien de la
protéine lkaros au sein de complexes moléculaires se liant a ’ADN. Trois
situations sont schématisées: A. la conservation de la chromatine dans un
état d’inaccessibilité au cours du cycle cellulaire (= mémoire transcription-
nelle); B. répression transcriptionnelle par sa liaison au répresseur sin3 et a
I’'histone désacétylase (HDAC), C. création d’un état d’accessibilité chromati-

nienne par l'intermédiaire de sa liaison a SWI/SNF. (D’apres [16].)

tionnelle au cours des cycles cellu-
laires [11, 14, 15]. Par ailleurs, les
complexes Ikaros-Sin3-HDAC pour-
raient réprimer les génes présents
dans des régions chromatiniennes
plus accessibles, au niveau des pro-
moteurs cibles [16].

La fonction des protéines de la
famille Ikaros passerait donc par le
recrutement de facteurs de remode-
lage de la chromatine pour réprimer
ou maintenir, au cours des cycles cel-
lulaires, la répression de locus spéci-
fiques du lignage lymphoide. La par-
ticipation d’lkaros a des complexes
m/s n°5, vol. 16, mai 2000

comprenant des histones désacéty-
lases pourrait aussi expliquer le déve-
loppement de tumeurs lymphoides
chez les souris mutantes pour Ikaros,
et peut-¢tre dans le développement de
LAL (leucémies aigués lymphoides)
chez des enfants exprimant des formes
mutées d’Ikaros [17]. En effet, un
recrutement anormal d’histone désa-
cétylases a été observé dans diverses
leucémies [18-21]. Les isoformes
d’Ikaros incapables de se lier a TADN
peuvent continuer a interagir avec les
protéines mSin3 et HDAC. Une aug-
mentation de Pexpression de ces iso-

formes chez des patients atteints de
LAL pourrait conduire, comme cela
se produit chez les souris mutantes, a
une titration des HDAC dans des
complexes non fonctionnels, inca-
pables de participer aux processus
moléculaires normaux de transcrip-
tion et/ou de réplication [10]. Des
études dans les cellules T mutées
dans Ikaros montrent par ailleurs des
aberrations chromosomiques dont
des délétions dans les régions centro-
mériques [22] pouvant provenir d’un
recrutement anormal d’HDAC a
I’hétérochromatine centromérique,
en I’absence d’Ikaros [10].
L’ensemble des résultats obtenus a ce
jour, en particulier la localisation
nucléaire d’Ikaros, et sa capacité
d’activer la transcription, mais aussi
de recruter des co-répresseurs trans-
criptionnels, et des désacétylases,
indique que la protéine Ikaros est
une protéine bifonctionnelle, et
pourrait étre un lien moléculaire
entre la régulation de la structure de
la chromatine et la différenciation
lymphocytaire. Il parait donc mainte-
nant important de comprendre la
fonction centromérique de la pro-
téine Ikaros. L’identification de
I’ensemble des protéines et des
séquences d’ADN avec lesquelles Ika-
ros interagit devrait faciliter la com-
préhension de cette fonction ®
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EEE  Mutation du géne CD45 et
déficit immunitaire combiné sévere
(DICS). La tyrosine phosphatase
CD45 exprimée par les cellules
hématopoiétiques controle l'activa-
tion lymphocytaire T et B relayée
par les Src kinases et induite en
réponse a I’activation du récepteur
de l'antigene. Un DICS lié & une
mutation du géene CD45 vient d’étre
rapporté chez un enfant de 2 mois
[1]. Les caractéristiques de ce défi-
cit immunitaire sont une absence
de centre germinatif dans les gan-
glions et I’absence d’expression de
la molécule CD45. Le taux des lym-
phocytes T, ceux notamment qui
expriment le récepteur Tap, était
effondré (8 % au lieu de 65 %).
L’activation des lymphocytes T in
vitro par les mitogenes habituels

était inefficace. Le taux des lympho-
cytes B était significativement aug-
menté (80 % des lymphocytes, au
lieu de 20 % environ). Le taux des
IgG, IgM et IgA, normal a I’age de
deux mois, s’effondrait au cours du
temps. Le taux de lymphocytes NK
(natural killer) était inférieur a la
normale. Le patient est décédé a
I’age de 2 ans d’un lymphome.
L’analyse du géne CD45 des deux
parents et de I’enfant a montré,
chez I’enfant, une délétion de la
partie 3’ du gene sur un allele,
retrouvée chez la meére, et une
mutation au niveau d’un site d’épis-
sage de I’exon 13 sur 'autre all¢le,
non retrouvée chez le pére (comme
le soulignent les auteurs, la pater-
nité n’a pas été prouvée de maniere
génétique pour des raisons de pro-

tection de la vie privée). Le tableau
clinique est tout a fait superposable
a celui des souris ayant un gene
CD45 inactivé: persistance d’une
faible proportion de lymphocytes T
non activables ; taux normal ou aug-
menté de lymphocytes B avec un
taux d’immunoglobulines effondré,
vraisemblablement lié a un défaut
de maturation secondaire a
I’absence d’activation par I'IgM de
surface. La mutation du gene CD45
est donc une cause supplémentaire
de DICS. Il s’agit de la premiere
observation d’un déficit immuni-
taire lié a une anomalie d’une tyro-
sine phosphatase chez ’homme.

[1. Kung C, et al. Nat Med 2000; 6:
343-5.]
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