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lkaros,
facteur

de transcription

> Le geéne lkaros ou Lyfl ou IKZFl code pour
le facteur de transcription Ikaros, initialement
décrit comme un régulateur clé de la lympho-
poiese. De nombreuses études ont montré par
la suite que les effets biologiques d’lkaros ne
se limitaient pas aux compartiments lympho-
cytaires. €n effet, des études menées dans un
contexte murin montrent un role de ce facteur
lors de I’érythropoiese et plus particulierement
au cours du «switch» ontogénique entre les
chaines de globines. Récemment, les observa-
tions faites par notre équipe dans un contexte
humain suggerent I"implication d’lkaros dans
la régulation des principaux genes de I’érythro-
poiese, ainsi que lors de I’engagement définitif
de cellules souches hématopoiétiques dans la
lignée érythrocytaire. <

’hématopoiese, comme I'indique son étymologie (haimatos : sang et
poieim : faire), est un processus complexe a la base de la production
des différentes lignées composant le sang a partir des cellules sou-
ches hématopoiétiques (CSH). La différenciation de ces CSH vers des
progéniteurs plus engagés, puis des précurseurs, restreint progressi-
vement les potentialités de différenciation des cellules vers une seule
et unique destinée, aboutissant a la production de différentes cellules
matures et fonctionnelles qui composent notre systéme immunitaire et
sanguin. Ce phénomene complexe est trés controlé par divers signaux
externes, tels que les cytokines ou les hormones, et internes, comme
les facteurs de transcription.

Le facteur de transcription lkaros

Le gene lkaros, également appelé Lyf-1 ou Zfpmlal ou IKZF1, codant
pour un facteur de transcription, a été isolé il y a 15 ans lors de la
recherche des facteurs de transcription nécessaires a I’expression des
génes de la TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase) et du CD30,
impliqués au cours de la lymphopoiése T murine [1, 2]. Son réle majeur
dans la différenciation lymphoide a été mis en évidence principale-
ment grace aux modéles d’invalidation du géne chez la souris. Le géne
lkaros, codant pour plusieurs isoformes, présente une forte homologie
entre les différentes espéces [3, 4]. Son expression est restreinte aux
organes hématopoiétiques, au systéme nerveux (corpus striatum) et
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au cours de la diffé-

renciation lymphocytaire [48], mais aussi au cours de
I’érythropoiése et de la myélopoiése, plus particulie-
rement neutrophile [6-8]. Le profil d’expression décrit
chez la souris est similaire chez "lhomme [9, 10].

Le géne lkaros, composé de 7 exons traduits, code pour
un facteur de transcription a doigts de zinc apparte-
nant a la famille Ikaros dont il est le membre fondateur.
Cette famille comporte 4 autres membres: Hélios [11,
121, Aiolos [13], €os et Pegasus [14]. La répartition
des 6 doigts de zinc d’Ikaros en deux domaines distincts
est similaire a celle de la protéine Hunchback décrite
chez la drosophile [2] (Figure 14). Les 4 doigts de zinc
présents dans la région amino-terminale permettent la
liaison a ’ADN de ce facteur de transcription au niveau
de la séquence consensus GGGAA. €n revanche, les deux
doigts de zinc présents dans la région carboxy-terminale
sont nécessaires a I’homo- et I’hétéro-dimérisation
des protéines de la famille lkaros [15-17]. Différentes
isoformes - 12 sont actuellement connues - résultent
d’épissages alternatifs entre les exons 2 et 7, induisant
des variations dans le domaine de liaison a I’ADN, le
domaine de dimérisation restant constant [4, 8, 15-18].
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Deux groupes d’isoformes, fonctionnelles et ayant un role dominant
négatif, peuvent donc étre distingués en fonction du nombre de doigts
de zinc présents dans le domaine de liaison & ’ADN [15-17].

La fonction d’lkaros, régulée par phosphorylation [19] ou sumoylation
[20], est particulierement complexe et dépendante du type cellulaire
étudié. lkaros peut avoir d’une part un réle activateur de la transcrip-
tion, c’est le cas pour les génes CD38 ou CD8 [2, 21] et d’autre part
celui de répresseur de la transcription, du géne A5, par exemple [22].
De plus, il a été localisé au niveau des régions hétérochromatiniennes
des noyaux de lymphocytes, y entrainant le recrutement et I’inhibition
de ses génes cibles, tels que TdT [23-26].

Les différents roles d’lkaros au cours de I’hématopoiése sont mis en
évidence lors de I’analyse des défauts engendrés par I'invalidation du
géne, ou de la fonction, d’Ikaros chez la souris [7, 27-29, 491 (Figu-
re 1B) ou chez I’homme [30-33]. De maniére générale, implication

d’lkaros au cours de I’hématopoiese n’est pas restreinte
a la lignée lymphocytaire B et T [7, 27-29], comme on
I’a pensé pendant longtemps, mais s’étend a tout le
systéme hématopoiétique (Figure 1C): CSH [28, 341,
cellules natural killer (NK) [35], cellules dendritiques
[31, 32, 36, 37], polynucléaires, plus particuliérement
neutrophiles [38], et cellules érythrocytaires [27, 28,
34, 39, 40]. Toutefois, lkaros ne semble pas impliqué
directement dans la différenciation monocytaire [41].

L’érythropoiese
Le processus érythropoiétique est une succession d’éta-

pes de différenciation accompagnées de changements
morphologiques, qui conduit les CSH a produire jusqu’a
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de liaison a I'ADN
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d'activation dimérisation

Figure 1. Mutations d’lkaros et stades héma-

topoiétiques impliquant lkaros dans le modéle
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environ 100 milliards de globules rouges, ou érythrocytes
matures, par jour. émergeant initialement dans le sac
vitellin et la région aorte gonade mésonéphros (AGM)
chez I’embryon, I’érythropoiese se localisera ensuite
dans le foie feetal, puis la moelle osseuse au cours du
développement [50]. Les premiéres étapes engageant
les CSH vers la lignée érythrocytaire sont caractérisées
par la formation d’un progéniteur commun myéloide
(CMP), puis d’un progéniteur commun aux lignées
mégacaryocytaire et érythrocytaire (MEP) ; ces MEP se
différencient en progéniteurs monopotents, les « burst
forming unit-erythroid » (BFU-€), puis les « colony for-
ming unit-erythroid » (CFU-E), identifiés par leur capa-
cité a former des colonies d’érythroblastes différenciés
(en milieu semi-solide), puis ces progéniteurs se dif-
férencient en précurseurs (Figures 1et 24). La lignée
érythroide comporte, ensuite, 6 stades de différencia-
tion séquentiels morphologiquement reconnaissables :
le proérythroblaste, cellule la plus immature, I’érythro-
blaste basophile, I’érythroblaste polychromatophile,
I’érythroblaste acidophile, le réticulocyte et enfin
I’érythrocyte mature, ces deux derniers stades étant
énucléés. La différenciation érythropoiétique s’accom-
pagne de I’évolution de I’expression des antigenes de
surface (perte de I’expression du (D34, du c-kit: CD117
et de la nectine 1: CD111, et expression de la glycopho-
rine A : GPA ou CD235a, du récepteur de la transferrine :
(D71 et de CD36). Lors de I’érythropoiése, on peut noter
aussi I'accumulation de ’hémoglobine, véhicule molé-
culaire permettant d’accomplir la fonction primaire de
I’érythrocyte : le transport du dioxygene capté dans les
poumons vers les différents tissus périphériques. Diffé-
rentes hémoglobines sont présentes dans ces cellules
selon le stade du développement. Cette variabilité est
due a une association différente au cours de I'onto-
génie entre les chaines du groupe des globines o ( et

o) et les chaines du groupe des globines P (g, v, & et B). Ainsi, lors
de la période embryonnaire humaine, les érythrocytes « primitifs »
(produits dans la vésicule vitelline, et qui restent nucléés) expriment
les hémoglobines embryonnaires (Gower 1 a,€,, Gower 2 §,&,, Portland
C,v,) pendant les deux premiers mois de gestation. Les érythrocytes
dits « définitifs » (produits dans le foie feetal, puis la moelle osseuse)
expriment les hémoglobines feetales ou HbF (aL,%y, et o1,y,) jusqu’a la
période post-natale, ot elles seront remplacées par les deux hémoglo-
bines adultes, une majoritaire HbA aL,3, et une minoritaire HbA, al,d,.
Le remplacement progressif de I’expression d’un type de globine par
un autre est appelé «switch» (Figure 3). U'expression temporelle de
ces genes de globine est régulée par des facteurs spécifiques, comme
certains facteurs de remodelage de la chromatine et/ou facteurs
de transcription. Le plus important d’entre eux, GATAL, est impliqué
dans I’expression de nombreux genes érythrocytaires, tels que EKLF
(Erythroid kriippel like factor) ou les globines, mais également dans la
survie des érythroblastes [42] (Figure 2B).

Ikaros et I’érythropoiése murine

Ikaros semble jouer un rdle a trois niveaux du processus de I’érythro-
poiese : lors de I"engagement dans la lignée érythroide, de la proli-
fération des érythroblastes immatures et du «switch » des globines.
A ce jour, il est difficile de savoir si ces différentes fonctions sont
dépendantes ou non les unes des autres.

Chez la souris, la mutation Ik plstc (Figure 1B) a I’état homozygote,
entraine une anémie sévere des embryons et leur mort in utero a J15-
17,5 alors que les mutations /k DN ou /k null, a état homozygote,
moins drastiques, sont a I’origine d’une anémie plus tardive a I'ge
adulte associée a une augmentation du nombre de cellules immatures
dans le sang. Ces anémies embryonnaires ou adultes se traduisent par
une diminution de I"hématocrite et du taux d’hémoglobine et entrai-
nent une destruction accrue des cellules d’origine érythrocytaire [27,
28, 391].

Ikaros est impliqué dans la détermination vers I’érythropoiése des pro-
géniteurs du foie foetal. La déficience d’Ikaros n’engendre aucun défaut

Figure 2. Différenciation érythrocytaire. A. Pré-
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dans la formation des progéniteurs communs méga-érythrocytaires
(MEP) [28, 411, alors qu’elle entrafne une diminution de la proportion
des progéniteurs plus engagés, BFU-€ et CFU-E [28, 34]. Les précur-
seurs précoces (proérythroblastes ou érythroblastes basophiles) sont
faiblement affectés, alors que le nombre de cellules ayant atteint un
stade de maturation plus tardif s’effondre littéralement en raison d’un
défaut de prolifération. Ikaros semble donc avoir un réle au niveau de
la prolifération et de la différenciation des érythroblastes [28].

Au niveau moléculaire, Ikaros influence I’expression d’un certain
nombre de genes érythrocytaires, principalement étudiés chez les
souris Ik null [39]. Parmi les transcrits analysés dans le foie feetal
de ces souris /k null homozygotes, certains transcrits érythrocytai-
res sont exprimés a un taux diminué (récepteur de la transferrine
CD71, EKLF), d’autres ne sont pas modifiés (globines o et 3, GATAL,
GPA) tandis que la quantité de transcrits du géne myéloide PU.1 est
augmentée. De plus, Ikaros est impliqué dans le switch des globines.
Dans les cellules érythrocytaires murines, le complexe PYR, associant
les complexes SWI/SNF et NURD, se fixe via la protéine lkaros a la
région inter-génique située entre les génes des globines feetales et
adultes, facilitant le « switch » entre les deux globines feetales (°y
et *y) et adultes (B et 8) [40, 43] (Figure 3). €n I’absence d’lkaros,
le taux de la globine embryonnaire augmente par rapport a celui
de la globine adulte, traduisant un retard dans le «switch » entre
les globines. Ce résultat est confirmé lors du croisement des souris
Ik null avec des souris transgéniques contenant les séquences du
locus de la globine B humaine (32kb) ; en effet, "absence d’lkaros
entraine un retard de «switch » entre la globine humaine feetale
(y) et adulte (B) dans le locus transgénique [39]. Ikaros est donc
impliqué dans la différenciation érythrocytaire murine, notamment
dans le « switch » entre les différentes globines.

Ikaros et I’érythropoiése humaine

Nos données récemment publiées sur I’érythropoiese feetale et adulte
humaine [30] confirment et complétent les observations décrites
précédemment chez la souris. Au cours de ce travail, nous avons forcé
I’expression d’un dominant-négatif d’lkaros, appelé lkaros 6, afin de
bloquer la fonction des isoformes endogénes d’Ikaros. Pour cela, nous
avons transduit des CSH issues du sang placentaire ou d’aphérese
adulte a I'aide de vecteurs lentiviraux contenant I’ADNc d’lkaros 6.

Figure 3. Réle proposé d’lkaros lors du switch entre les globines feetales et
adultes. Dans les cellules feetales, le LCR (locus control region) est associé aux
régions promotrices des globines y, alors que dans les cellules adultes, le LCR,
lié aux génes O et B, active leur expression. Le complexe PYR associe le com-
plexe NuRD, SWI/SNF et la protéine Ikaros qui permet la liaison a ’ADN de cet
ensemble multiprotéique entre les génes de globines ¥ et & spécifiquement au
stade adulte. La présence de ce complexe dans la région intergénique entre les
globines feetales et adultes est a I'origine du switch entre ces mémes globines.
Les mécanismes moléculaires par lesquels le recrutement de ce complexe PYR
contribue au switch entre les globines adultes et feetales demeurent cependant
inconnus (d’apres [43]).
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Ces ellules ont ensuite été placées dans un systeme
de différenciation érythrocytaire in vitro, dérivé du
protocole validé par 'équipe de Luc Douay [44, 45],
permettant des études cytométriques et moléculaires
aux différentes étapes de I’érythropoiese.

La présence d’lkaros 6 au cours de la différenciation
érythropoiétique induit un ralentissement tres net de
la prolifération ainsi qu’une augmentation de la mort
cellulaire. U'analyse par PCR quantitative des princi-
paux transcrits extraits a différents temps de culture
des progéniteurs érythropoiétiques met en évidence
’augmentation de I’expression de GATAI en situation
controle, cette expression restant constante avec
Ikaros 6. Cette altération suggére I'induction d’un
blocage de I'érythropoiese avant I’hémoglobinisation,
hypothése confortée par I’observation, d’une part d’une
persistance de I’expression de génes précoces - par
exemple GATA? - et, d’autre part, de I"absence d’aug-
mentation d’expression des génes cibles de GATAI,
tels que EKLF et les genes des globines, au cours de la
culture des progéniteurs exprimant Ikaros 6 (Figure 2B).
Ce maintien dans un état « immature » se traduit par
une plus grande facilité a induire la différenciation en
monocytes des cellules engagées dans la voie érythro-
cytaire en présence d’lkaros 6. Ces observations sug-
gerent un role d’lkaros dans le choix d’un engagement
érythrocytaire versus monocytaire [30]. €lles sont com-
patibles aussi avec les données publiées chez la souris
quant au role d’lkaros dans I’engagement érythrocy-
taire versus mégacaryocytaire [41]. On peut ainsi noter
I’étrange similitude entre la fonction d’lkaros et celle

Stade feetal

Globine SG[obine ﬁ

# Ly
Globine Gy Globine Ay

NuRD
SWI/SNF o

Stade adulte

Complexe PYR



d’€KLF dont les effets d’inactivation semblent dans les
deux cas conduire a la fois @ une augmentation de la
différenciation mégacaryocytaire et a un retard dans le
«switch » des globines [39, 41, 46, 47].

€n effet, nous avons pu confirmer chez I’lhomme [30], a
partir des CSH issues d’aphéreses adultes, 'altération
du «switch » entre les globines feetale et adulte en
présence d’lkaros 6 : le rapport entre les transcrits des
globines feetale et adulte diminue dans la situation
controle alors qu’il reste constant avec lkaros 6. A la
lumiere des observations faites chez la souris, Bank
et al. [43] avaient suggéré la possibilité de pallier
certaines thalassémies en réactivant I’expression des
globines feetales par I’invalidation d’lkaros. Cependant,
a supposer que le mécanisme moléculaire observé au
cours de la différenciation in vitro soit prédictif du
phénomene in vivo, notre étude remet en cause la per-
tinence d’une telle stratégie thérapeutique. €n effet,
I'invalidation de la fonction d’lkaros entrainerait une
diminution de I’érythropoiése qui viendrait contre-
carrer I'effet bénéfique attendu de I’augmentation de
I’expression des globines feetales.

Conclusion

Au cours des premieres études sur la fonction d’lkaros
lors de I"hématopoiese, I'attention s’était concentrée
sur la lymphopoiese. Cependant, les fonctions d’lka-
ros se révelent plus complexes. €n effet, son action
sur la régulation de I'expression d’autres genes hors
du systeme lymphocytaire traduit une implication qui
s’étend a presque tout le systéme hématopoiétique.
Plus précisément, les études murines et humaines pré-
cédemment développées ont permis d’identifier un réle
fondamental d’lkaros au cours de I’érythropoiése et,
en particulier, lors de I’étape précédant I"hémoglobi-
nisation. Reste a déterminer le mode d’action de cette
protéine dans un contexte érythrocytaire : agit-elle en
tant qu’activateur ou répresseur, sur quel(s) gene(s),
dans quel complexe ? La question reste ouverte. ¢

SUMMARY

Ikaros and erythropoiesis

Mostly studied in murine models, Ikaros - a factor that
positively or negatively controls gene transcription -
was first described as essential to lymphopoiesis until
its involvement in numerous hematopoietic lineages
was documented. Indeed, lkaros is also active in murine
erythropoiesis and more precisely during fetal to adult
globin switching. Recently, these observations were
confirmed by our team in a human context. We here
review some of the most important characteristics of

M/Sn° 12, vol. 24, décembre 2008

Ikaros, and detail more precisely how defects of Ikaros activity either
by gene inactivation or mutation in mice, or by forced expression
of dominant negative isoforms in human precursor cells, modify
the erythroid differentiation. An increased cell death, together with
decreased cell proliferation, decreased expression of erythroid-speci-
fic genes including GATAL, and a delay in fetal to adult globin switching
were observed. At the same time, myeloid differentiation was slightly
favoured thus suggesting that Ikaros could be involved in the control
of the myeloid/erythroid commitment. ¢
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