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La régulation de l’expression génique se fait grâce aux facteurs de transcription. 

Chez les eucaryotes supérieurs il en existe deux classes : les facteurs de transcription 

généraux qui s’associent à l’ARN polymérase II dans le complexe de pré-initiation de 

la transcription (PIC) et les facteurs de transcription spécifiques permettant une 

régulation spatiotemporelle de la transcription de façon fine et précise.  

I. Généralités sur les facteurs de transcription 

spécifiques 

Un facteur de transcription est une protéine possédant un domaine de liaison à 

l’ADN et un domaine d’activation et/ou de répression. En se liant au promoteur de ses 

gènes cibles ou à des sites proximaux, le facteur de transcription permet le 

recrutement spécifique du PIC et l’activation de la transcription. Mais il peut également 

en réprimer l’expression en empêchant le PIC de se lier sur le promoteur. Il a alors un 

rôle direct ON/OFF sur l’expression de ses gènes cibles. Cependant ces facteurs 

peuvent également agir comme modulateur de transcription en se liant à des régions 

plus distales appelés enhancers (ou amplificateurs) et silencers (ou « inactivateurs »).  

Les facteurs de transcription peuvent être ubiquitaires, c’est-à-dire exprimés 

dans tous les tissus de l’organisme, ou spécifiques, par exemple seulement dans le 

système hématopoïétique. Là encore ils peuvent être présents dans toutes les cellules 

de ce tissu ou seulement dans certains types cellulaires. Certains facteurs sont 

exprimés temporairement, c’est-à-dire seulement à un moment précis du 

développement cellulaire et d’autres. 

Ces facteurs de transcription sont répartis en différentes superclasses suivant 

la nature de leur domaine de liaison à l’ADN (Tableau 1).  
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Tableau I.I-1 Les classes de facteurs de transcription 
Superclasse 1 : Domaines basiques 

. Classe 1.1 : Leucine zipper (bZIP) 

. Classe 1.2 : Hélice-boucle-hélice (bHLH) 

. Classe 1.3 : Hélice-boucle-hélice/ leucine zipper (bHLH/bZIP) 

. Classe 1.4 : NF-1 

. Classe 1.5 : RF-X 

. Classe 1.6 : bHSH 
Superclasse 2 : Domaines de liaison à l'ADN coordonnés par le zinc 

. Classe 2.1 : doigts de zinc Cys4 des récepteurs nucléaires 

. Classe 2.2 : Doigts de zinc Cys4 

. Classe 2.3 : doigts de zinc de type Cys2His2 

. Classe 2.4 : Cys6 cystéine-zinc cluster 

. Classe 2.5 : doigts de zinc de composition alternative 
Superclasse 3 : Hélice-coude-Hélice (HTH) 

. Classe 3.1 : Homéodomaine 

. Classe 3.2 : Paired box 

. Classe 3.3 : Fork Head/ winged helix 

. Classe 3.4 : Heatshock factors 

. Classe 3.5 : Tryptophan cluster 

. Classe 3.6 : TEA domain 
Superclasse 4 : beta-scaffold factors with minor groove contacts 

. Classe 4.1 : Rel homology region (RHR) 

. Classe 4.2 : STAT 

. Classe 4.3 : p53 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

. Classe 4.4 : MADS box 

. Classe 4.5 : beta barrel alpha helix TF 

. Classe 4.6 : TATA-binding protein 

. Classe 4.7 : HMG 

. Classe 4.8 : heteromeric CCAAT factors 

. Classe 4.9 : grainyhead 

. Classe 4.10 : Cold-shock domain factors 

. Classe 4.11 : Runt 
Superclasse 0 : les autres facteurs de transcription 

. Classe 0.1 : poing de cuivre 

. Classe 0.2 : HMGI(Y) 

. Classe 0.3 : Pocket domain 

. Classe 0.4 : E1A-like factors 

. Classe 0.5 : AP2/EREBP-related factors 
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La reconnaissance d’un site de liaison particulier sur l’ADN assure la spécificité 

primaire du facteur de transcription pour son ensemble de gènes cibles mais les 

interactions avec les bases adjacentes au motif de liaison sont également importantes. 

La dimérisation des facteurs est fréquente avec des préférences d’orientation et 

d’espacement entre les motifs (Jolma et al., 2013). Il ressort également de cette étude 

que les facteurs de transcription à doigts de zinc de type C2H2 représentent une famille 

très hétérogène dans laquelle quasiment chaque facteurs suit un modèle de liaison à 

l’ADN unique. En effet, les auteurs ont pu décrire 42 modèles différents pour 53 

facteurs de transcription dans cette famille alors que pour la famille des facteurs de 

transcription à homéodomaines, 53 modèles sont utilisés par 146 facteurs.  

A. Modèles de liaison à l’ADN 

Certains facteurs de transcription se lient à l’ADN comme monomères. Ainsi les 

facteurs de transcription de la famille ETS (Erythroblast Transformation Specific), bien 

qu’ils possèdent un domaine de dimérisation, ne se lient l’ADN que sous forme 

monomérique. De plus, la dimérisation semblent être un mécanisme d’inactivation en 

masquant leur domaine de transactivation (Carrère et al., 1998; Graves and Petersen, 

1998; Nye et al., 1992). 

D’autres facteurs forment des dimères voire de plus grands oligomères pour assurer 

leurs fonctions. En 1992, Kim et Little ont décrit deux modèles de dimérisation des 

facteurs de transcription (Figure I.1). Dans le modèle « dimère », les facteurs de 

transcription se dimérisent en solution puis se lient à l’ADN. Dans le modèle 

« monomère », un premier facteur se lie seul à l’ADN puis le deuxième facteur vient 

soit d’abord se dimériser puis sur lier à l’ADN soit l‘inverse. En conclusion de cette 

étude, il y aurait, pour tout facteur de transcription qui se dimérise, un équilibre entre 

les deux modèles avec une préférence pour l’un des deux (Kim and Little, 1992). 

, 
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Figure I.1 : Les modèles de dimérisation des facteurs de transcription (Kim and Little, 1992)  
Le modèle dimère propose une dimérisation des facteurs de transcription en solution pis une liaison du dimère à 
l’ADN.Le modèle monomère propose la liaison à l’ADN d’un monomère puis deux alternatives pour la dimérisation. 
Soit le second facteur se dimérise au monomère déjà lié puis se lie à l’ADN, soit le second facteur se lie à l’ADN 
puis dimérise. 
 

Les facteurs de transcription p65 et p50 de la famille Nf-kB peuvent former des 

homodimères et des hétérodimères (Figure I.2). Les sites spécifiques des différents 

dimères sont, en fait, les sites de fixation de chaque monomère, associés en 

palindrome, pour l’homodimère p50/p50 ou séparés par un nucléotide, pour 

l’homodimère p65/p65 et l’hétérodimère p50/p65 (Funnell and Crossley, 2012). 

Chaque dimère est donc dans la capacité de réguler un groupe de gènes cibles qui lui 

est propre.  

 

 

Figure I.2 : Fixation des dimères composés de p50 et p65  
Le motif reconnu par p50 est GGGRNA où R représente une purine (A ou G). Le motif de p65 est GGAA. 

 

Les facteurs cFos et cJun sont des protéines à glissière de leucine permettant leur 

dimérisation.  Lorsqu’ils s’hétérodimérisent ces facteurs forment le complexe AP-1 qui 

agit comme facteur de transcription. En 2001, Kohler et Schepartz ont montré que le 

modèle utilisé par l’hétérodimère cFos/cJun passe par une fixation de cJun à l’ADN 

puis de cFos, la dimérisation se faisant pendant la liaison à l’ADN. De plus, les auteurs 

ont montré que l’homodimère cJun/cJun existe et est fonctionnel alors que cFos/cFos 

est trop instable pour être fonctionnel (Kohler and Schepartz, 2001).  
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Les profils de liaison à l’ADN de deux monomères d’une même famille de facteurs, 

ici RXRa et PPARg, ne sont pas représentatifs de la liaison de l’hétérodimère. De plus, 

alors que in vivo, RXRa est beaucoup plus présent que PPARg, il semblerait que 

l’hétérodimérisation soit favorisée et que la constante d’association de l’hétérodimère 

à l’ADN soit bien plus forte que celle des monomères (Isakova et al., 2016).  

 Toutes les études sur la dimérisation des facteurs de transcription montrent que 

la dimérisation renforce l’affinité des facteurs pour l’ADN et stabilise la liaison. De plus, 

certaines études mettent en exergue des différences fonctionnelles entre les 

homodimères et les hétérodimères.  

B. Les facteurs de transcription à doigts de zinc C2H2 

  Chez les eucaryotes les facteurs de transcription les plus représentés 

sont ceux de la classe 2.3, à savoir les facteurs de transcription à doigts de zinc de 

type Cys2His2 ou C2H2. 

Il existe quatre catégories de facteurs de transcription à doigts de zinc de type C2H2 

suivant le nombre de doigts de zinc qui composent leur domaine de liaison à l’ADN. 

Tout d’abord il y a la catégorie des « single » qui ne possèdent qu’un seul DZ 

nécessitant un domaine spécifique supplémentaire « non doigt de zinc » pour soutenir 

la liaison à l’ADN. Il y a ensuite la catégorie des « triple » composés de trois doigts de 

zinc, les « multi-adjacent » qui possèdent quatre ou plus DZ concomitants et enfin les 

« paires séparées » qui présentent plus de trois DZ couplés deux à deux.  Dans le cas 

de domaine de liaison à l’ADN possédant plusieurs DZ, Les différents DZ adjacents 

sont séparés par un « Linker ». 

1. Mode de liaison à l’ADN  

Un doigt de zinc est composé de deux feuillets b et d’une hélice a (Figure I.3). 

C’est principalement grâce à cette hélice que la liaison à l’ADN peut s’effectuer. En 

effet, les acides aminés impliqués dans la liaison sont en position -1, +2, +3 et +6 de 

l’hélice a. Chaque doigt de zinc est ainsi capable de reconnaître un motif de trois 

nucléotides successifs en cis grâce aux acides aminés +6, +3 et -1 et un nucléotide 

en trans, reconnu par l’acide aminé en position +2. (Hossain et al., 2015).  
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Figure I.3 : Structure d’un doigt de zinc C2H2 et liaison à l’ADN 
 (Hossain et al., 2015) 

 

2. Modèles de prédiction de motifs de liaison. 

 
Alors que la structure des doigts de zinc de type C2H2 ainsi que leur mode de 

liaison à l’ADN sont connus, leurs motifs de liaison ne sont pas toujours bien définis.  

Plusieurs équipes se sont heurtées au problème de la spécificité d’interaction 

entre doigts de zinc et ADN. C’est pourquoi différentes études de prédiction de motifs 

ou d’analyse à grande échelle des facteurs de transcription à doigts de zinc ont été 

menées ces dernières années. En utilisant un algorithme d’estimation statistique basé 

sur la combinaison de données structurelles et des exemples de motifs de liaison pour 

les facteurs de transcription d’une même famille, Kaplan et al. ont pu déterminer des 

préférences de liaison pour chaque acides aminés du doigt de zinc interagissant avec 

l’ADN (Kaplan et al., 2005). Il semble que l’adénosine soit le nucléotide le moins enrichi 

dans les domaines de liaison à l’ADN des facteurs de transcription à doigt de zinc C2H2 

chez la drosophile (Figure RI.4). 



 24 

 

Figure I.4 : Prédiction de la reconnaissance doigts de zinc C2H2/ADN  
(Kaplan et al., 2005) 
 

En utilisant comme modèle d’association des doigts de zinc de la protéine Zif268, les 

chercheurs ont testé les 20 acides aminés aux positions -1, 1, 2, 3, 5 et 6 de l’hélicea 

des DZ2 et DZ3. Au regard des 64 possibilités de combinaisons en triplet des 4 bases 

A,T,C et G, Persikov et collaborateurs ont pu déterminer les préférences de liaisons 

qui sont résumées dans la figure I.5 (Persikov et al., 2015).  

 

Ce qui ressort de ces différentes études est que la préférence de liaison entre 

acide aminé et base nucléotidique n’est pas déterminée entièrement par l’acide aminé 

mais surtout par le contexte d’acides aminés. Il est ainsi très difficile de prédire la 

préférence de liaison et donc un motif en se basant uniquement sur les bases en 

position -1,3 et 6.  

 

 
Figure I.5 : Prédiction de la reconnaissance doigts de zinc C2H2/ADN 

Figures S1 and S3). In D. melanogaster, this phenomenon has
been reported for at least some transcription factors (e.g.,
Sp1 and Btd) [17].

To infer the function of the 29 transcription factors, we
employed the functional annotations of their predicted target
genes (based on the Gene Ontology [GO] terms [18]). The
target sets of most transcription factors (21 out of 29) were
found to be significantly enriched with at least one GO term
(Figure 6A). For some of the transcription factors, the
enriched GO terms match prior biological knowledge. For
example, the putative targets of Glass were found to be
enriched with terms related to photoreceptor cell develop-
ment, consistent with previous studies that linked the Glass
transcription factor with eye photoreceptor development [19].
Similarly, the putative targets of Btd and Sp1 were enriched
with developmental terms, such as neurogenesis, development,
and organogenesis. Indeed these regulators are known to play
essential roles in mechanosensory development [17]. Further-
more, our analysis suggests possible functions for unknown
proteins, as well as new annotations for some of the already
known regulators (see Figure S4 for complete results).

We further evaluated the function and activity of the 29
transcription factors based on the mRNA expression profiles
of their target genes (Figure 6B). We used expression data
from early embryogenesis [20], as well as data from the entire
life cycle of D. melanogaster [21]. In each experiment and for
each transcription factor, we tested whether its putative
targets showed similarity in their expression patterns and
differed from the rest of the genes (see Materials and
Methods). Such coherent expression supports the suggested
relationship between the factor and the genes it is predicted
to regulate. Out of the 29 transcription factors we examined,
21 showed such significant associations in at least one
embryogenesis experiment, suggesting their active roles
throughout early developmental stages (Figure 6B). These
transcription factors include many known developmental
regulators that are active during embryonic development
(e.g., Btd, Sp1, Glass, Odd-skipped, and Stripe) [18,22], as well
as other proteins, whose function is currently unknown.
Similar results were obtained using the full life cycle gene
expression data [21], mapping putative time points at which
each regulator is predicted to be active (Figure 6B).
Note that the expression profiles are based on whole

embryos, and therefore ignore spatially differential expres-
sion patterns. Thus, the correct function of some tissue-
specific Zinc Finger proteins may be obscured in these data.
Additional insight may be gained by focusing on expression
data in homogeneous regions. Specifically, Butler et al. [23]
compared gene expression in two homogeneous parts of the
Drosophila imaginal wing disc—the body wall and the hinge-
wing pouch. In our analysis we used the ratios between the
expression levels in the two regions, and examined putative
targets for enrichment in one of the regions. We then
inferred the regulatory role of a transcription factor
(activator or repressor) using its own expression pattern.
For example, the putative targets of Stripe show higher
expression levels in the body wall than the rest of the genes
(enrichment p-value ! 0.0002). Stripe itself is enriched more
than 9-fold in the body wall, relative to the wing-hinge
region. This suggests that Stripe functions mainly in the
body-wall region, where it activates its target genes. Indeed,
this is consistent with the known role of Stripe as an
activator of epidermal muscle attachment genes [24]. Using
the same reasoning, we inferred the regulatory roles of four
additional D. melanogaster transcription factors within the
imaginal wing disc, three of which were previously unchar-
acterized (Table 1).

Discussion

In this paper we propose a general framework for predicting
the DNA binding site sequence of novel transcription factors
from known families. Our framework combines structural
information about a specific DNA-binding domain with
examples of binding sites for proteins in the family. We apply
a statistical estimation algorithm to the canonical Cys2His2
Zinc Finger DNA-binding family, and derive a set of DNA-
recognition preferences for each residue at each interacting
position in the Zinc Finger DNA-binding domain.
We apply these preferences and predict the binding site

models of novel proteins from the same family. Finally, we use
the predicted models in genome-wide scans and identify the
proteins’ putative direct target genes.

Figure 4. Four Sets of Position-Specific DNA-Recognition Preferences in
Zinc Fingers

The estimated sets of DNA-recognition preferences for the DNA-binding
residues at positions 6, 3, 2, and"1 of the Zinc Finger domain are displayed
as sequence logos. At each position, the associated distribution of nucleo-
tides is displayed for each amino acid. The total height of letters represents
the information content (in bits) of the position, and the relative height of
each letter represents its probability. Color intensity indicates the level of
confidence for a given amino acid at a certain position (where paler colors
indicate lower confidence due to low occurrences of the amino acid at the
specific position in the training data) (see Tables S1 and S2 for full data).
Some of the DNA binding preferences are general, regardless of the
residue’s position within the zinc finger (e.g., lysine’s tendency to bind
guanine), while others are position-dependent (e.g., the tendency of
phenylalanine to bind cytosine only when in position 2).
DOI: 10.1371/journal.pcbi.0010001.g004
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Figure 7. Variation in amino acid-base pairings for C2H2-ZF domain–DNA interactions. (A) All C2H2-ZF domains inferred to prefer CAA (based on
F2 union protein selections) represented in sequence logo format (top). Protein sequences were clustered into distinct groups of similar proteins (middle).
DNA-binding specificities were experimentally determined for a representative protein from each shown cluster, protein sequence noted below (bottom).
(B) A simple code of specificity has been described based on C2H2-ZF selection and structural data (Supplementary Figure S11; (6)). Selected C2H2-ZFs
complement and contradict this code. Each row represents an alpha-helix sequence position and each column a predicted base preference. In each box, the
residue(s) thought to give the desired base preference is noted in the upper left. The sequence of the finger tested as F2 is noted below each logo with the
critical amino acid shown in red. The top sequence of each box is consistent with the simple code. The bottom sequence contradicts the code. The cartoon
to the right highlights the row-specific contact with a red arrow and yellow base. (C) DNA-binding specificities were determined for fingers that offer a
shared amino acid at position 6 of the alpha-helix. Despite the conserved residue, the complementary base (noted with a red arrow) differs depending upon
other residues of the test finger. Asn6, Asp6 and Arg6 examples are shown.

tials, even when a neighboring finger is fixed. This could
complicate attempts to engineer or predict specificities un-
der the widely implemented ‘modular’ paradigm. However,
this is not to say that designing for specificity with C2H2-
ZF proteins is not possible. To the contrary, it is possi-
ble (indeed likely) that future systematic screens of large li-
braries in different positional and neighboring finger con-
texts, in combination with good computational methods to
integrate the data obtained, can lead to zinc fingers with
stronger sequence specificity.

Diverse pools allow selection of C2H2-ZF arrays that specify
challenging targets

We have described C2H2-ZFs able to bind every 3bp target,
many with exceptional specificity. However, as noted above,
position and interaction with neighboring fingers can in-
fluence the 3bp specificity of an individual finger within a
multi-finger array. Therefore, assembly of multiple zinc fin-

gers into a functional array is a more complicated prob-
lem. The common failure of zinc fingers assembled as mod-
ules to activate a reporter drives home this point; that is,
a C2H2-ZF domain with known specificity may exhibit a
range of functionality when placed in new contexts (11,31).
As a result, zinc finger arrays have been more successfully
produced either when neighboring fingers are selected from
pools to find the individual monomers that are most com-
patible with one another (13,21,27,29–30,42,50), or through
selection and design that is based on pairs of zinc fingers
that have been previously selected from pools (28–29,66).
However, any such approach is fundamentally limited by
the size and diversity of the available pools.

To demonstrate the advantage of having a complete set
of pools (one for each 3bp target), most of which offer hun-
dreds to thousands of unique C2H2-ZF domains, we cre-
ated three-fingered array libraries using the diverse pools
as templates. We then selected zinc finger arrays from these

 at Princeton U
niversity on January 25, 2015
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3. Rôle des linkers dans la liaison à l’ADN 

Entre chaque doigt de zinc existe une séquence d’acides aminés appelée 

« linker ». C’est une séquence très conservée parmi les protéines à doigts de zinc de 

type C2H2 dont le consensus est : HTGEKPY/FXC. Différentes études ont montré que 

des mutations ou des modifications, telle que la phosphorylation, dans cette séquence, 

entrainent une perte d’affinité pour l’ADN. En effet, le remplacement de la glycine par 

une proline réduit drastiquement la capacité de liaison à l’ADN, un effet plus atténué 

est observé après le remplacement de la thréonine, de la lysine et de la proline. La 

lysine permet de stabiliser la liaison à l’ADN en interagissant directement avec les 

groupements phosphates (Choo and Klug, 1993; Elrod-Erickson et al., 1996). La 

phosphorylation de la thréonine réduit la capacité de liaison à l’ADN (Jantz and Berg, 

2004). Il a été proposé que cette modification fasse partie d’un mécanisme de 

régulation de la transcription au cours du cycle cellulaire en inactivant de façon 

coordonnée les facteurs de transcription à doigts de zinc comprenant certaines 

protéines du complexe de pré-initiation de la transcription également composées de 

doigts de zinc multi-adjacents de type C2H2 tels que TFIID ou TFIIH. 

Le rôle crucial de la séquence du linker a été montré par le remplacement d’un 

linker par un autre, présent dans la même protéine ou dans une protéine différente, ce 

qui a aboli totalement la liaison à l’ADN. En revanche l’ajout d’acides aminés dans la 

séquence a pour effet d’augmenter l’affinité de la liaison (Choo and Klug, 1993).  

II. Les facteurs de transcription de la famille d’IKAROS  

Dans notre laboratoire, nous souhaitons comprendre les mécanismes de la 

régulation génique impliqués dans l’hématopoïèse. Pour cela, nous étudions les 

fonctions d’une famille de facteurs de transcription dont les membres sont exprimés 

dans tous les compartiments hématopoïétiques. En effet, différents laboratoires, dont 

le nôtre, ont démontré que les facteurs de transcription de la famille d’Ikaros sont 

impliqués dans le programme de régulation génique assurant le bon déroulement de 

l’hématopoïèse ainsi que la fonctionnalité des cellules matures. De plus, des mutations 

perte de fonction ou gain de fonction de ces facteurs de transcription sont retrouvés 

dans différents cancers hématopoïétiques ou dans les lupus ce qui fait de ces facteurs 

des suppresseurs de tumeurs.  
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Les facteurs de transcription de la famille d’Ikaros sont au nombre de cinq dont Ikaros 

est le membre fondateur mais aussi le plus étudié. Ikaros, Helios, Aiolos, Eos et 

Pegasus, respectivement codés par les gènes Ikzf1-5, sont des facteurs de 

transcription à doigt de zinc (DZ) de la classe 2.3.  

Dans ce travail de thèse, je me suis concentrée sur trois de ces facteurs : Ikaros, Helios 

et Aiolos. Ces trois protéines ont une structure très conservée entre-elles avec trois 

domaines principaux et ont, chacune, plusieurs isoformes résultantes d’épissage 

alternatifs. 

A. Structure et isoformes 

1. La structure générale des facteurs de transcription de la famille d’Ikaros 

La structure de ces facteurs de transcription est très conservée  au cours de 

l’évolution (John and Ward, 2011; Molnár et al., 1996). Leur domaine de liaison à 

l’ADN, situé en partie amino-terminale (Nter) est composé de quatre doigts de zinc 

(DZ1 à 4) de type Cys2His2 : (F/Y)-X-C-X2-5-C-X3-(F/Y)-X5-y-X2-H-X3-5-H. Les deux 

doigts de zinc centraux DZ2 et DZ3 permettent la reconnaissance et la liaison d’un 

motif central commun : GGAA (Cobb et al., 2000; Molnár and Georgopoulos, 1994). 

Comme nous l’avons vu précédemment, les facteurs de transcription à doigts de zinc 

multi-adjacents n’ont besoin que de trois DZ pour la liaison à l’ADN. Dans le cas 

d’Ikaros, il semblerait que les DZ1 et DZ4 soit alternativement utilisés. Ce concept a 

été approché par les études de Schjerven et collaborateurs qui ont montré que les DZ1 

et DZ4 d’IKAROS lui confèrent des rôles spécifiques, respectivement dans la 

différenciation des lymphocytes B et sa fonction de suppresseur de tumeur (Schjerven 

et al., 2013, 2017). Cependant, dans ces expériences de délétion des DZ1 ou DZ4 il 

reste des gènes cibles communs entre les deux mutants étudiés ce qui ne correspond 

pas entièrement à une utilisation alternative du troisième DZ en fonction des gènes 

cibles.   
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Figure I.6 : Représentation des facteurs de transcription de la famille d’Ikaros 
La flèche représente la position de l’ATG. Les carrés violets représentent la position des doigts de zinc.  

 

La partie carboxy-terminale (Cter) comporte un domaine composé de deux 

doigts de zinc (DZ5 et DZ6) permettant la dimérisation de la protéine avec elle-même 

ou avec un autre membre de la famille. Différentes études ont montré la présence des 

différents membres de la famille dans les mêmes complexes protéiques grâce à des 

expériences d’immunoprécipitation (Hahm et al., 1998; Kelley et al., 1998; Morgan et 

al., 1997; Sun et al., 1996).  

Enfin, entre les deux domaines à DZ se trouve un domaine bipartite 

d’activation/répression. Il est composé par la succession d’une série d’acides aminés 

acides et d’une série d’acides aminés hydrophobes. (Georgopoulos et al., 1997; Sun 

et al., 1996). Ce domaine est très conservé entre les facteurs de la famille d’Ikaros 

(Kelley et al., 1998; Koipally et al., 2002).  

2. Les différentes isoformes décrites 

Chacune de ces protéines existe sous différentes isoformes qui sont les 

résultats d’épissage alternatifs (Caballero et al., 2007; Hahm et al., 1994; Nakase et 

al., 2002; Rebollo and Schmitt, 2003). Ils affectent principalement les exons 3 à 5 

comportant les séquences codantes du domaine de liaison à l’ADN (Figure I.6). 

Certaines isoformes sont alors dépourvues de tout ou d’une partie du domaine de 

liaison à l’ADN. Ainsi les isoformes comportant au moins trois doigts de zinc peuvent 

efficacement lier l’ADN. En revanche les isoformes dont le domaine de liaison à l’ADN 

est totalement dégénéré et non fonctionnel peuvent agir comme mutant dominant 

négatif et sont retrouvés dans certaines cellules leucémiques. Ces protéines 

possèdent toujours le domaine de dimérisation qui leur permet d’interagir avec la forme 

WT et ainsi former des dimères non fonctionnels. Par exemple IK-6 est fréquemment 
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trouvé dans les leucémies aiguë lymphoblastiques (ALL) B (B-ALL) et l’isoforme Hel-

5 a été détectée dans les T-ALL (Nakase et al., 2002; Takanashi et al., 2002). Dans 

les cellules murines saines, les isoformes d’IKAROS les plus abondantes sont Ik-1 et 

Ik-2, He-1 et He-2 pour HELIOS et Aio-1 pour AIOLOS. Il existe une isoforme 

d’IKAROS : IK-H ou IK1+ uniquement présente chez l’homme présentant 20 acides 

aminés supplémentaires entre les exons 2 et 3 (Li et al., 2011).  

  

Dans ce travail je me suis principalement intéressée à la capacité de liaison à 

l’ADN de ces facteurs de transcription et à leur capacité de dimérisation. C’est 

pourquoi, les paragraphes suivants présentent plus en détails les connaissances 

acquises sur les domaines de liaison à l’ADN et de dimérisation.   
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Figure I.7 : Les différentes isoformes décrites pour IKAROS, HELIOS et AIOLOS 
Les couleurs atténuées représentent les régions non traduites. 
Les isoformes d’Ikaros sont celles décrites par Rebollo & Schmitt en 2003. Les isoformes d’Helios sont celles 
décrites par Nakase et al. en 2002. Les isoformes d’Aiolos sont celles décrites par Caballero et al. en 2007. L’exon 
alternatif 6a est une partie de la séquence intronique entre les exons 5 et 6.  
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B. La liaison à l’ADN 

1. Rôle du domaine de liaison à l’ADN 

a) Implication des doigts de zinc 

Comme vu précédemment, les facteurs de transcription à doigts de zinc de type 

C2H2 se lient à l’ADN grâce à quatre acides aminés qui font partie de l’hélice du doigts 

de zinc : les acides aminés en position -1, 2, 3 et 6. La liaison à l’ADN des facteurs de 

la famille d’IKAROS est surtout médiée par les DZ2 et DZ3. En effet, nous avons vu 

que les isoformes qui sont dépourvues de ces DZ ne peuvent plus lier l’ADN. Une 

étude de 2019 a montré que la simple mutation N160A chez AIOLOS avait le même 

effet sur sa capacité de liaison à l’ADN (Wang et al., 2019). L’acide aminé N160 a son 

correspondant chez IKAROS (N159) et chez HELIOS (N154) car il s’agit, en fait, du N 

en position +3 de l’hélice a du DZ2.  

Les acides aminés essentiels à la liaison des DZ à l’ADN sont les mêmes pour 

les trois facteurs (Tableau I.IV.1).  

 

Tableau I.II-1 Comparaison de la composition des doigts de zinc et prédiction de motifs 

de liaison 

 

Dans leur modèle de prévision de site de liaison à l’ADN combinant des 

résultats in vitro et in vivo, Dogan et ses collaborateurs ont déterminé que les DZ1 et 

DZ4 d’AIOLOS n’ont pas de rôle dans la liaison à l’ADN et que les DZ2 et D3 

reconnaissent un motif GGGAA (Dogan et al., 2019). 

 

 DZ4 DZ3 DZ2 DZ1 
Position 6 3 2 -1 6 3 2 -1 6 3 2 -1 6 3 2 -1 
IKAROS E S S Q G A D R R N G Q V V N G 
HELIOS  E S S Q G A D R R N G Q V V N G 
AIOLOS E S S Q G A D R R N G Q V V N G 
Prévision 
de Kaplan 

C/G/A   A/G/T T/A T  
C 

G G 
C 

A/G/C  A/G/T G/T G/T   

Prévision 
de Persikov 

C T  A T T  G G A  A T    
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b) Implication des linkers 

Comme nous l’avons noté plus haut, les linkers entre les doigts de zinc du 

domaine de liaison à l’ADN, dont le consensus est TGEKP, jouent un rôle dans la 

stabilisation de cette liaison et plus particulièrement la glycine (G) et la lysine (K). 

Lorsque l’on compare les linkers entre les différents doigts de zinc des protéines de la 

famille d’IKAROS, la première chose frappante est l’absence de K dans le linker DZ1-

DZ2 et du G, dans le cas d’IKAROS (Tableau I.IV.2). De la même façon, le linker DZ3-

DZ4, bien qu’il possède le G et le K parait totalement désorganisé. Ces observations 

vont dans le sens d’une utilisation stricte des DZ2 et DZ3 pour la liaison à l’ADN et 

d’une utilisation accessoire des DZ1 et DZ4 qui pourraient lier l’ADN de façon plus 

transitoire. Il est à noter que la sérine (S) qui remplace le T en première position est 

également un acide aminé qui peut être phosphorylé permettant ainsi l’inactivation au 

cours du cycle cellulaire.  

 

Tableau I.II-2 Comparaison des linkers entre chaque doigt de zinc adjacent 

2. Implication de l’ADN et motif de liaison 

Sur la base de données JASPAR recensant les motifs des facteurs de 

transcription dans différents groupes taxonomiques, il n’y a de motif que pour IKAROS 

chez Homo sapiens (Figure I.7.A.) (Fornes et al., 2020). Lorsque l’on compare les 

motifs décrits pour les trois facteurs dans la littérature, il apparaît bien un motif central 

GGAA mais aussi quelques variations. Certaines publications décrivent des motifs tels 

que CTGGGAA ou TGGGAA ou encore GGGAA pour IKAROS (Ma et al., 2010; 

Molnár and Georgopoulos, 1994). A l’exception du second motif décrit pour Aiolos, 

GGAA semble être le cœur de chaque motif (Figure I.7). 

Linkers DZ1-DZ2 DZ2-DZ3 DZ3-DZ4 DZ5-DZ6 

IKAROS TERPFQ SGEKPFK SVGKPHK GCHGFRDPFE 

HELIOS  TGERPFH SGEKPFK SVGKPHK GYRDPLE 

AIOLOS TGERPFQ TGEKPFK SVEKPYK GFRDPFE 
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Figure I.8 : Motifs de liaison à l’ADN pour les facteurs de transcription de la famille d’Ikaros. 
A. Motif de la base de données JASPAR pour IKAROS chez l’Homme 
B. Motifs décrits par pour IKAROS chez la souris (Schjerven et al., 2013) 
C. Motifs décrits pour AIOLOS chez la souris (Hung et al., 2016) 
D. Motifs décrits pour HELIOS, mis en forme avec ggseqLogo (Hahm et al., 1998; Wagih, 2017) 

C. Interaction Protéine-Protéine : domaine de dimérisation 

Les protéines de la famille d’Ikaros possèdent deux doigts de zinc de type C2H2 

en position C-terminale qui ne participent pas à la liaison à l’ADN mais sont 

responsables de la formation des homodimères et des hétérodimères (Hahm et al., 

1994). Le linker entre les DZ5 et DZ6 des protéines de la familles d’Ikaros ne 

ressemble pas du tout au consensus TGEKP retrouvé dans les domaines de liaison à 

l’ADN, renforçant l’idée que ces doigts de zinc ne sont pas impliqués dans une 

interaction protéine/ADN (Tableau 2).  

Ainsi, en 2003, McCarty et collaborateurs ont entrepris d’étudier les propriétés 

de ce domaine de dimérisation et de déterminer les acides aminés impliqués dans 

l’interaction protéine-protéine. Le remplacement des DZ5 et DZ6 du domaine de 

dimérisation par les DZ2 et DZ3 du domaine de liaison à l’ADN abolit la dimérisation 

ce qui montre que ces deux DZ ont des propriétés spécifiques à l’interaction protéine-

protéine (McCarty et al., 2003). Il semble également que l’acide aspartique en position 

18 du domaine de dimérisation, dans le DZ5, soit en position 469 de la protéine Ikaros, 

ait un rôle déterminant dans la propriété de dimérisation. Cependant l’abolition de la 

dimérisation par la mutation D18Q ou D469Q a été réalisée sur une protéine tronquée 

ne possédant qu’un domaine N-terminal réduit et le domaine de dimérisation. Sur le 

plan de l’évolution ce domaine de dimérisation, pourtant structurellement conservé 

chez les homologues d’Ikaros comme Hunchback (drosophile), a néanmoins changé, 

empêchant la dimérisation d’Ikaros avec Hunchback (McCarty et al., 2003). Le 
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remplacement de non moins de 11 résidus est nécessaire pour rétablir une interaction 

entre ces deux protéines. Cette évolution montre l’importance et la haute sélectivité de 

ce domaine. En effet, malgré une certaine homologie entre le domaine de dimérisation 

d’Ikaros et le domaine C-terminale de la protéine humaine Trps1 (Tricho-Rhino-

Phalangeal Syndrome Proteine), les deux protéines n’interagissent pas. Il n’est donc 

pas suffisant de posséder un domaine de dimérisation avec deux doigts de zinc de 

type C2H2 pour interagir avec Ikaros. 

Ceci a de nouveau été démontré en 2004 par l’étude de Westman et al. qui ont 

réussi à résoudre la structure du domaine de dimérisation d’Eos, le quatrième membre 

de la famille d’IKAROS. Les chercheurs ont mis en évidence des acides aminés 

impliqués dans l’homodimérisation et/ou l’hétérodimérisation d’Eos avec lui-même ou 

IKAROS, Pegasus ou encore Trps1. Nous y retrouvons D469 qui est impliqué dans 

toutes les formes de dimérisation (Westman et al., 2004). Il est à noter ici qu’Eos, qui 

fait partie de la famille d’Ikaros et qui est capable de se dimériser avec lui, est aussi 

capable d’interagir avec Trsp1 alors que nous avons vu précédemment d’Ikaros ne le 

peut pas. Il y a donc, au sein de la même famille, des affinités de dimérisation 

différentes favorisant certains partenaires. Ce travail a été confirmé et approfondi en 

2008 par Brayer et Segal qui ont déterminé quels acides aminés sont nécessaires à 

l’interaction d’Eos avec Ikaros, Pegasus et Trsp1 (Brayer and Segal, 2008). Alors que 

les 42 substitutions testées n’ont que peu d’effet sur l’interaction en Eos et Pegasus, 

66% d’entre elles abolissent l’interaction Eos-Trsp1 et 4, au sein du DZ5 d’Ikaros, 

l’interaction Eos-Ikaros. Cependant, bien qu’elle ait été testée la substitution D469A 

ne semble pas ici abolir la dimérisation.  

L’ensemble de ces études montre que l’interaction protéine-protéine médiée par 

les doigts de zinc C2H2 n’est pas encore bien définie. Il semble, cependant, que ce 

domaine de dimérisation soit hautement sélectif ce qui pourrait signifier que les 

différents dimères puissent avoir des rôles particuliers.  
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Figure I.9 : Schéma des dimères formés par Ikaros  
Li et al., 2011 
 

D. Mécanismes moléculaires de la régulation de la transcription  

Les facteurs de transcription de la famille d’Ikaros ne sont pas des facteurs de 

transcription classique. Ils sont bien sûr capables de recruter le complexe de pré-

initiation de la transcription aux promoteurs de leurs gènes cibles mais ils fonctionnent 

principalement par le recrutement de complexes de remodelage de la chromatine tels 

que NuRD (Nucleosome remodeling Deacetylase), SWI/Snf (Switch/Sucrose non 

fermentable) ou PRC2 (Polycomb Repressor Complex 2). Les différents mécanismes 

connus vont être détaillé dans les sections suivantes. 

1. Association avec NurD 

Le complexe NuRD est un des complexes majeurs du remodelage de la 

chromatine. Des altérations de son activité sont impliqués dans des défauts du 

développement embryonnaire et dans diverses pathologies humaines tels que les 

cancers (Basta and Rauchman, 2015). Le complexe est composé de différentes 

protéines permettant d’assurer des fonctions enzymatiques (HDAC1 et 2, Mi2a,b) et 

la liaison à l’ADN (MTA1/2/3, MBD2/3, Rbbp4/7, Gata2a/2b). Certaines de ces 

protéines sont dépendantes du type cellulaire. 

L’association des facteurs de transcription de la famille d’Ikaros avec le 

complexe NuRD peut être impliquée soit dans l’activation, soit dans la répression de 

la transcription.  

alternate nomenclature[22]) contains the sequence of  the 
“full-length” Ikaros isoform (IK-1) plus an additional 20 
amino acids N-terminal to the DNA-binding zinc fingers 

(Exon 3B in Figure 2A). In mice, the most abundant 
Ikaros isoforms in primary T and B lineage cells and in 
lymphoid leukemia cells are IK-1 and IK-2, while IK-H is 
essentially absent[21,23]. In contrast, in humans, IK-1, IK-2 
and IK-H are expressed at comparable levels in primary 
leukemia cells and in lymphoid cell lines. IK-H is also 
abundant in primary human T and B cells[21]. Thus, IK-H 
exhibits a species-specific expression pattern. 

Ikaros contains four C2H2 Kruppel-like zinc finger 
motifs at its N-terminal end (exons 4-6) that directly in-
teract with DNA. Zinc fingers 2 and 3 are essential for 

DNA binding of  Ikaros protein, although other zinc fin-
gers probably contribute to DNA-binding specificity of  

Ikaros[24]. Ikaros isoforms bind to the Ikaros consensus 
sequence TGGGAA/T with the core sequence compris-
ing GGGA[24]. DNA binding analysis has revealed that 
the two largest human isoforms, IK-1 and IK-H, have 
different DNA-binding affinities[23]. Both isoforms can 
bind to the DNA sequences that contain the TGGGAA/
T consensus site, as well as to high-affinity sites where 
two core consensus GGGA sequences are present within 
40 bp of  each other. However, only IK-1 is able to bind 
efficiently to DNA sequences that contain a single core 

sequence, GGGA; the absence of  the second GGGA 

consensus sequence abolishes DNA binding by IK-H. 
This result was surprising and suggests that the presence 
of  the 20 amino acids that are located upstream from 
the DNA-binding zinc fingers in IK-H have an inhibi-
tory effect on DNA binding of  Ikaros protein. Substitu-
tion mutational analysis[23]. Has identified three specific 
amino acids within the N region that are responsible for 
the differences in DNA binding of  IK-H and IK-1. This 
suggests that it is not the presence of  the additional 20 
amino acids N-terminal of  the DNA-binding zinc fin-
gers that affects the ability of  the Ikaros protein to bind 
DNA, but rather interaction of  specific residues within 

the 20-amino-acid region with unknown proteins. 

IK-H REGULATES DNA BINDING OF 
OTHER IKAROS ISOFORMS
Evidence that the two largest human Ikaros isoforms 
have different DNA-binding affinities has led to us to 
speculate that the DNA-binding affinity of  Ikaros pro-
teins for a specific DNA sequence could depend on the 

relative expression levels of  IK-1 and IK-H isoforms. 
We hypothesize that IK-H could either synergize with 
IK-1 or act to inhibit its DNA-binding, depending on 
its unique affinity for a particular DNA sequence. This 
hypothesis has been tested in vitro by mixing recombi-
nant IK-1 and IK-H isoforms and comparing the DNA-
binding affinity of  the IK-1/IK-H mixture with the same 

quantity of  IK-1 protein. IK-1 and IK-H act synergisti-
cally to bind DNA that contains two Ikaros binding sites. 
However, the IK-H isoform inhibits the binding of  IK-1 

to DNA that contains a single Ikaros binding site[23]. 
Thus, IK-H can either potentiate or inhibit the DNA 
binding of  the IK-1 isoform in vitro. 

It has been demonstrated that Ikaros binds DNA  
in vivo as a dimer and possibly as a multimeric complex[25]. 
To test whether the interaction of  IK-1 and IK-H regu-
lates the DNA-binding affinity of  Ikaros in vivo, the abil-
ity of  Ikaros to bind DNA has been compared using 
electrophoretic mobility shift assay and chromatin immu-
noprecipitation (ChIP) to assess cells that expressed only 
IK-1, only IK-H, or both isoforms. Expression of  IK-H 
selectively affects the DNA-binding of  Ikaros proteins -  
DNA-binding to the DNA sequences that contain a 
single Ikaros binding site is reduced, but binding to DNA 
with two Ikaros consensus binding sites is strong. These 
experiments were performed in activated T cells, thus 
confirming the physiological relevance of  IK-H interac-
tions with IK-1. These results demonstrate that IK-H 
does not function as a typical DN isoform (as described 
for the small Ikaros isoforms that lack DNA binding zinc 
fingers), but rather as a unique control mechanism that 

determines DNA-binding specificity of  Ikaros proteins in 
vivo. This provides confirmation that Ikaros binds DNA 

in vivo as a dimer or multimer, and for the first time has 

demonstrated the functional significance of  the coexpres-
sion of  different large Ikaros isoforms: to provide precise 
control of  the DNA-binding specificity of  Ikaros in cells.

SUBCELLULAR LOCALIZATION OF THE 
LARGEST IKAROS ISOFORMS
The condensed chromatin that flanks centromeres is 
known as pericentromeric heterochromatin (PC-HC). 
Genes localized to PC-HC are generally transcriptionally 
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Ikaros homodimers Ikaros heterodimers

Heterodimers with Ikaros
dominant-negative isoforms

Helios/aiolos

Heterodimers with 
Ikaros family members

DC

BA

Figure 1  The association of Ikaros proteins with Ikaros isoforms and 
Ikaros family members controls the activity of the Ikaros protein complex. 
The four main types of Ikaros family-containing protein complexes are shown. 
A: Homodimers of the most abundant Ikaros isoform (IK-1); B: Heterodimers 
of IK-1 with DNA-binding Ikaros isoforms; C: Heterodimers of IK-1 and DNA-
nonbinding (DN) Ikaros isoforms - this complex does not bind DNA; D: Het-
erodimers of Ikaros with its other family members (e.g. Helios or Aiolos).

Li Z et al . Ikaros isoforms in chromatin remodeling
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a) Pour l’activation de la transcription 

Il a été montré dans la lignée de lymphocytes T CD4+ humains, Jurkatt, 

qu’IKAROS interagit avec les complexes NuRD, via la sous-unité Mi2b, et p-TEFb 

(positive Transcription-Elongation factor), via la sous-unité CDK9 (cyclin-dependant 

kinase 9) (Bottardi et al., 2014). Cette même étude montre qu’Ikaros est capable de 

recruter ces deux complexes aux sites de démarrage de la transcription (TSS – 

transcription Start Site) de ses gènes cibles pour en favoriser la transcription et 

l’élongation dans les progéniteurs hématopoïétiques murins. De plus, ce recrutement 

est sensible aux niveaux d’Ikaros présents dans la cellule ce qui contribue aux 

phénotypes d’haplo-insuffisances d’Ikaros décrit dans certaines pathologies 

hématopoïétiques (Figure I.9). 

 

Figure I.9 : Association d’Ikaros avec NurD et p-TEFb  

b) Pour la répression de la transcription 

Une autre étude a cependant mis en évidence le recrutement du complexe 

NuRD par Ikaros, grâce à sa liaison avec la sous-unité Mi-2b, qui entraîne l’éviction de 

l’ARN polymérase II, la compaction de la chromatine et sa relocalisation au niveau de Purifier FPLC System (GE Healthcare) using a Superose 6 10/
300GL column (GE Healthcare).

Sequential immunoaffinity purification of IKAROS-
associated proteins

Flag-HA sequential immunoaffinity (or Tap-Tag) purification
was carried out as described in Nakatani et al. [76] starting from
nuclear extracts prepared from pOZ-N-Flag-HA-IRES-ILR2
(mock sample) or pOZ-N-Flag-HA-IKAROS-IRES-ILR2- (Flag-
HA-Ik sample) Jurkat cell clones. LC-MS/MS analysis was
performed at the Taplin Mass Spectrometry Facility (Harvard
University, Boston).

Mouse transgenic lines and primary cell isolation
Homozygote (IkNULL) and heterozygote (IkHT) Ikaros null mice

were genotyped by PCR as described [6]. Animals were sacrificed
by cervical dislocation. Animal experiments were conducted in
accordance with the Canadian Council on Animal Care (CCAC)
guidelines and approved by the Maisonneuve-Rosemont Hospital

animal care committee (approval numbers 2011-16 and 2011-17).
Lineage negative (lin2) HPCs were purified using the easySep
mouse hematopoietic progenitor enrichment kit (StemCell
Technology).

Retrovirus infection and clonogenic assays in
methylcellulose

pMSCV/Ik1 and pMSCV/Ik1DPP1 vectors were generated by
cloning the murine Ikaros1 cDNA or the mutant Ikaros1DPP1
cDNA, both with a Flag and HA tag at their N-terminal regions,
into the MSCV-pgk-EGFP vector (Dr G. Sauvageau, IRIC).
Retroviral infection of lin2 HPCs was carried out as described
[77]. Lin2 HPCs were cultured for 3 days in medium containing
50 ng/ml SCF, 10 ng/ml IL3, 10 ng/ml IL6 and 561025 M b-
mercaptoethanol, without Erythropoietin. Transduced lin2/GFP+

HPCs were isolated on a FACS Aria III sorter (BD Biosciences)
based on green fluorescence. HPCs were seeded in triplicate on
complete methylcellulose medium (MethoCult Stemcell Technol-
ogies). Colonies were scored at day 14.

Figure 6. Model of IKAROS dosage effect for formation and recruitment of the NuRD-P-TEFb complex and transcription elongation
control of IKAROS-target genes. Productive elongation: when expressed at high levels, as in lineage negative hematopoietic progenitor cells,
IKAROS (Ik) associates Mi2/NuRD and CDK9/P-TEFb activities into one complex at gene transcription start site (TSS) and throughout the ORF of
IKAROS-target genes. IKAROS dependent enrichment of PP1a at TSS provides a control to P-TEFb activation by the dephosphorylation of CDK9. Once
activated, CDK9/P-TEFb phosphorylates Ser-2 on POL II CTD as well as NELF and DSIF, two negative regulators of POL II elongation and thereby,
releases the promoter-proximal paused POL II. Then, IKAROS and the NuRD-P-TEFb complex assist POL II during elongation. Based on results obtained
by LC-MS/MS analysis, the latter might occurs along with SEC subunits. Paused transcription: the gradual decrease of IKAROS protein concentration,
such as normally observed at defined stages of hematopoietic cell differentiation, still allows Mi2/NuRD loading at gene regulatory regions as well as
PIC formation at gene promoters. However, lack of P-TEFb and PP1a recruitment results in promoter-proximal pausing of POL II. Gene silencing: in
absence of IKAROS, as observed in lymphoma and leukemia clones carrying mutated and/or deleted alleles of IKAROS, the IKAROS-target genes are
embedded in inactive chromatin conformation (not depicted) and they are characterized by the absence of PIC formation. To simplify the model,
some of the proteins or complexes mentioned are not indicated.
doi:10.1371/journal.pgen.1004827.g006

Transcription Elongation Control by IKAROS and the NuRD-P-TEFb Complex

PLOS Genetics | www.plosgenetics.org 12 December 2014 | Volume 10 | Issue 12 | e1004827
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l’hétérochromatine péri-centromérique. Ce processus étant indépendant de l’activité 

des HDAC1/2 (Histone déacétylases) (Liang et al., 2017).  

Il est également possible de retrouver une répression dépendante des HDAC 

lors de l‘activation des lymphocytes T où la localisation de Mi-2b et HDAC-1 au niveau 

de l’hétérochromatine est dépendante d’Ikaros. Ainsi, Ikaros recrute le complexe 

NuRD au niveau de la chromatine accessible, les histones sont désacétylées et la 

région compactée est dirigée vers l’hétérochromatine. Mais IKAROS peut également 

recruter NuRD au niveau de sites déjà inaccessibles pour maintenir le statut de la 

chromatine (Kim et al., 1999). Aiolos est également retrouvé dans ces complexes et 

interagit avec Mi-2b mais ne semble pas pouvoir le recruter en absence d’Ikaros.  

Helios s’associe également avec NuRD, en interagissant avec Mi-2b, et Ikaros dans 

les thymocytes (Sridharan and Smale, 2007). De la même façon, Helios est localisé 

au niveau de l’hétérochromatine.  

2. Association avec le complexe mSin3 

 Le complexe mSin3 est associé à une répression de la transcription de façon 

dépendante des HDAC. Ikaros est capable d’interagir avec différents composants de 

ce complexe tels que mSin3A, mSin3B, SAP18 (mSin Associated Protein), HDAC1 

and HDAC2. Une fois encore, Aiolos est présent dans le complexe dans les 

lymphocytes T (Koipally et al., 1999). Cette association avec mSin3 ne se fait pas au 

niveau des foci de PC-HC, offrant à Ikaros un autre mode de répression de la 

transcription. Cependant, cette association avec mSin3 est également dépendante du 

type cellulaire et du stade de différenciation.  

3. Association avec SWI/Snf 

Le complexe de remodelage de la chromatine SWI/Snf a originellement été 

identifié grâce à des études sur la levure dans laquelle il est impliqué dans la régulation 

de l’expression de 5% des gènes. Chez les mammifères, deux variants ont été 

identifiés : BAF et PBAF. Comme NuRD il est composé de plusieurs sous-unités dont 

Brg1, une ATPase, qui en est la sous-unité catalytique (Roberts and Orkin, 2004). Des 

mutations de Brg1 prédisposent au développement de tumeurs. 

Ikaros et Aiolos co-localisent avec des protéines du complexes SWI/Snf dans 

les lymphocytes T. Il a été montré par immunoprécipitation qu’Ikaros interagit 
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effectivement avec Brg-1. Cette association pourrait être responsable de l’ouverture 

de la chromatine et donc la rendre accessible à d’autres facteurs pour permettre la 

transcription (Figure I.10) (Kim et al., 1999).  

 

 

Figure I.10 : L’association d’IKAROS avec le complexe SWI/Snf 

4. Interaction avec CtBP 

CtBP (C-termnal Binding Protein) agit avec CtIP (CtBP Interacting Protein) pour 

réprimer la transcription en empêchant le recrutement du complexe de pré-initiation de 

la transcription. Ikaros mais pas Aiolos est capable d’interagir avec CtBP grâce au 

motif PEDLS présent dans son domaine N-terminal (Figure I.11). En revanche, Aiolos 

peut se lier à CtIP directement dans un mécanisme de répression indépendant de 

CtBP (Koipally & Georgopoulos, 2000, 2002b).  

 

Figure I.11 : Association d’IKAROS avec CtBP et CtIP 
 

Tous les mécanismes précédemment expliqués sont possible grâce à l’interaction 

d’Ikaros avec diverses partenaires protéiques. Les capacités de liaison d’Ikaros à ces 

protéines sont résumés dans le travail de Koipally et Georgopoulos en 2002 (Koipally 

and Georgopoulos, 2002b) (Figure I.12) 
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Figure 8. Restructuring of Chromatin by Ikaros Remodeling Com-
plexes: a Key to Lymphocyte Differentiation
Three potential models on the role of Ikaros proteins in chromatin
remodeling are presented. Ikaros proteins are shown as preformedFigure 7. Ikaros Associates with NURD and SWI/SNF Components
complexes with Mi-2/HDAC and SWI/SNF. The existence of threein Two Separable Complexes
hypothetical states of chromatin, inaccessible, accessible, andImmunodepletion of the Ikaros immunopurified fraction on aMi-2 open, are depicted by the progressive disruption of nucleosomes.beads (a-Mi-2/BDs) or on protein A control beads (pABDs). Flow The action of these Ikaros remodeling complexes may not necces-through (Ft) and boundmaterial (Bd) were analyzed for the presence sarily promote a less or a more differentiated state but simply aof Mi-2, HDAC1/2, Brg-1, BAF60, Ikaros, and Aiolos proteins. The different one.flow through from the Mi-2 beads (Ik-Mi-2, lanes 3 and 4) was

compared for remodeling activity to the input sample (Ik, lanes 1
and 2).

from nucleosomal templates (Cote et al., 1994; Imbal-
zano et al., 1994; Kwon et al., 1994; Tsukiyama and Wu,
1995; Mizuguchi et al., 1997; Armstrong et al., 1998).Importantly, the Mi-2 immunodepleted Ikaros fraction

was depleted for its chromatin remodeling activity rela- Recently, an association between chromatin remodeling
complexes and histone deacetylases has been demon-tive to the inputmaterial, and relative to a Brg-1 depleted

Ikaros complex (Figure 7B, lanes 2, 4, and 6). Mi-2 was strated (Tong et al., 1998; Zhang et al., 1998). In this
study, a direct link is made between chromatin remodel-also immunoprecipitated from nuclear extracts pre-

pared from nontransgenic resting thymocytes. Ikaros ing machineries and lineage-determining nuclear fac-
tors. We demonstrate that Ikaros proteins provide theproteins but not Brg-1 or BAF-60 were detected in asso-

ciation with Mi-2 (data not shown). backbone of a higher-order complex in proliferating T
cells that is active in chromatin remodeling and histoneThus, in cycling T cells, the majority of Ikaros proteins

are associated with Mi-2 and HDACs in a 2 MD complex deacetylation and that contains components of the pre-
viously described NURD complex. We also show thatthat is potent in chromatin remodeling and histone

deacetylation. These experiments, however, leave open Ikaros associateswith aBrg-1 basedSWI/SNF complex.
We propose that alteration of chromatin through its as-a role for an Ikaros–SWI/SNF complex in chromatin re-

modeling. sociation with distinct chromatin remodeling complexes
is a key aspect of Ikaros function in lymphocyte develop-
ment and function.Discussion
In the nucleus of a cycling T cell, Ikaros isoforms and

the Aiolos protein exist in a 2 MD complex, with theThe above studies provide a molecular mechanism by
which the lineage-determining factors encoded by the ATPase mMi-2, the histone deacetylases HDAC-1 and

HDAC-2, and Rbp48, which all together account for theIkaros gene family can modulate the structure of chro-
matin to enable differentiation and control of prolifera- majority of the protein in the immunopurified Ikaros com-

plex.Mi-2 immunodepletion studies substantiate furthertion in lymphocytes. Previous studies have shown that
ATP-dependent chromatin remodeling complexes can that the in vitro nucleosome remodeling properties of

Ikaros proteins are mainly due to their association withwork together with sequence-specific DNA-binding fac-
tors to facilitate binding and transcriptional activation a NURD complex. Ikaros and Aiolos proteins share a

domain (exon 7), as well as the Ikaros family members that
cannot associate with CtBP, could bind CtIP. Thus, CtIP is a
good candidate for a corepressor that effects repression of the
tk promoter by Ikaros and Aiolos.

What is the CtBP-independent mode of CtIP association with
Ikaros? CtIP interactions with Ikaros require the former’s in-
tact Rb interaction motif, suggesting that CtIP may associate
with Ikaros through Rb family proteins. In support of this
suggestion, both CtIP and Ikaros can interact with Rb. But why
might Ikaros need two independent ways to recruit CtIP? It has
recently been shown that the binding of CtBP to its interacting
proteins is regulated by the levels of nicotinamide adenine
nucleotides, NAD! and NADH; agents capable of increasing
NADH levels stimulate interactions between CtBP and its in-
teractors and thereby increase repression (42). Based on these
findings, we posit that having a CtBP-independent mode of
recruitment would permit Ikaros!CtIP complexes to function
under conditions that do not favor Ikaros-CtBP interactions.

How does CtIP mediate repression? CtIP cannot interact
with HDAC2 and immunoprecipitates very small amounts of
deacetylase activity, supporting its classification as a deacety-
lase-independent repressor. Significantly, CtIP, CtBP, and
Ikaros can interact with components of the basal machinery,
namely TBP and TFIIB. Several repressors have been shown to
effect repression through such interactions. Studies with Rb
have shown that it affects the formation of an effective pre-
initiation complex possibly through its interactions with the
TFIID (22) whereas detailed studies with the nuclear receptor
corepressor, NCoR, have indicated that it blocks interactions
between TAFII32 and TFIIB, which are crucial for transcrip-
tional initiation (20). NCoR has also been hypothesized to lock
interactions with basal transcriptional components into a non-
functional complex or conformation that abrogates transcrip-
tion. Future studies using in vitro transcription systems will
allow us to address the role, if any, of Ikaros and its corepres-
sors’ interactions with basal transcriptional factors in repres-
sion. Recently, it has also been shown that the CtIP interacting
proteins, CtBP and Rb, can repress gene function in a deacety-
lase-independent manner through the recruitment of Poly-

combs (30). This raises the possibility that Ikaros may also
utilize this avenue of deacetylase-independent repression.

The importance of the Ikaros-CtIP interaction in deacety-
lase-independent repression was consolidated by mutational
analysis. Mutation of the CtIP interaction site on Ik6 signifi-
cantly reduced repression of the tk promoter by 50% of wild
type levels. Thus, CtIP is a component of the deacetylase-
independent repression by Ikaros of this promoter. Further-
more, mutations that abrogated CtIP and CtBP interactions
reduced repression to roughly 15% of levels supported by the
wild type protein. Thus, CtIP and CtBP appear to collaborate to
repress the tk promoter. The fact that repression is not com-
pletely abolished suggests the potential role of still other core-
pressors. In this context, we have recently found that Ikaros
can interact with another corepressor, histone deacetylase-
related protein (HDRP) (data not shown). HDRP was first
identified as an interactor of a key muscle regulatory protein,
MEF2 (25), and was recently shown to bind CtBP and to re-
press the tk promoter in an HDAC-independent manner (41).
In addition, another Ikaros interactor, Sin3, which usually
represses using deacetylases, has also been shown to be capa-
ble of HDAC-independent repression; for this function, Sin3
appears to target components of the basal transcriptional ma-
chinery (21).

An enigma resulting from these studies is the basis for why
repression of the tk versus the AdML promoters requires Ikaros
to utilize two different repression strategies. If histone deacety-
lation is involved in repression through effecting DNA compac-
tion, one would have expected HDAC recruitment to repress all
promoters. One possible explanation for a promoter-selective
function of HDACs is that the promoter context, defined by the
other trans-acting factors bound to it, may only permit HDAC
recruitment on a promoter like AdML but not one like tk. Thus,
selective recruitment of co-factors by a DNA binding factor,
influenced by its binding context, may underlie a transcription
factor’s promoter-specific transcriptional functions.

Thus far, CtIP has been shown to interact with two tumor
suppressors, BRCA1 (29, 34) and Rb (28). We have previously
shown that dysregulation of Ikaros expression causes rapid
development of leukemias and lymphomas (10). CtIP interac-
tions with Ikaros may be involved, in part, in regulating the
tumor suppressor function of Ikaros. The availability of the
Ikaros-CtIP interaction mutant will allow this hypothesis to be
tested. In conclusion, in this report we have presented several
lines of evidence to show that Ikaros can function as a deacety-
lase-independent repressor in addition to its ability to repress
through the recruitment of histone deacetylases (Fig. 6). This is
a significant step forward in the attempt to molecularly dissect
the workings of this key hemo-lymphoid regulator.
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Figure I.12 : Les sites d’interaction d’IKAROS avec ses partenaires protéiques  

5. Association avec PRC2 

Ikaros agit également au niveau d’enhancers en voie d’inactivation avec EBF1, 

un facteur de transcription spécifique des lymphocytes B, pour réprimer la transcription 

de gènes qui pourraient interférer avec le processus de différenciation des cellules B. 

Les promoteurs de ces gènes sont également ciblés par le complexe PRC2 (Polycomb 

Repressiv Complex 2) qui entraine les modifications des marques des histones vers 

des marques répressives (Hu et al., 2016). Même si l’activité de PRC2 est perdue 

lorsque Ikaros WT est remplacé par un dominant négatif, il ne semble pas y avoir 

d’interaction directe entre Ikaros et PRC2 (Figure I.13).  En revanche, il a été montré 

qu’au cours de la différenciation des lymphocytes T, Ikaros recrute PRC2 au niveau 

des promoteurs de ses gènes cibles pour en réprimer la transcription (Oravecz et al., 

2015). 

 

 

Figure I.13 : Mode de répression de la transcription via PRC2  
(Heizmann et al., 2018) 

FIG. 1. Dissection of the two repression domains of Ikaros. A, schematic representation of Ik1 and its subregions. Exons (E) are indicated
as horizontal rectangles, and zinc fingers by vertical rectangles. The absence of vertical rectangles for construct 18 indicates that its zinc fingers
have been mutated to prevent dimerization. The repression supported by each subregion is tabulated adjacent to its diagrammatic representation.
The amino acids delineating each subregion are indicated. NIH3T3 cells were transfected with the indicated Gal4 constructs (BXG1, 1 !g), the
reporter G5tkCAT (10 !g), and pXGH5 (1 !g), a growth hormone-expressing vector to account for differences in transfection efficiency. Fold
repression was calculated by dividing the CAT activity supported by each BXG1-Ikaros subregion (measured as cpm) by the CAT activity of the
BXG1 vector alone. The fold repression values are the average of transfections done in duplicate six different times. The variation between
independent experiments was less than 20%. Also indicated in the table are the results of interaction mapping studies of each of these subregions
with the corepressors of Ikaros: Sin3A, Sin3BSF, Mi-2", HDAC2, and CtBP, which were performed as described in Fig. 2. Binding is indicated as
!, and its lack thereof as ". n.d. stands for not done. Please note that binding should not be taken to mean strength of interaction. The asterisk
(*) identifies those interaction assays that were performed in yeast. The binding data for CtBP1 is based on previously published data (23). The
minimal interaction interfaces for the tested corepressors, gleaned from these studies, is indicated above the schematic of Ik1, whereas the
functional domains are indicated below. B, 293T cells were transfected with each of the Gal4-tagged Ikaros subregions diagrammed in A. Whole
cell lysates were prepared and analyzed by immunoblot analysis using Gal4 antibodies to detect expression. The numbers listed above the blot
correspond to the number assigned to each subregion in A. The arrowhead identifies a cross-reacting band.
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PRC2. Hu et al. also found an effect of Ikaros on PRC2
activity in B cells [68 !!], through an exhaustive analysis of
DNA binding by B cell transcriptional regulators, and
changes in transcriptional and epigenetic hallmarks, before
and after dn Ikaros expression (to inhibit Ikaros family
function) in pre-B cells. This study revealed that loss of
Ikaros family function leads to enhancer activation at non-
hematiopoietic transcription factor genes, like Yap1,
Tead1/2, Lhx2 and Hoxb, with concomitant loss of the
H3K27me3 mark at their promoters. These enhancers are
bound by Ikaros in the absence of dn Ikaros, but become
accessible to B cell activators like EBF1 when Ikaros
family members are inactivated, which in turn oddly
activates a non-B cell gene expression program character-
ized by genes associated with cell adhesion. Although
Ikaros/PRC2 interaction was not detected in B cells, these
combined studies suggest that Ikaros is required for the
maintenance of an inactive chromatin state, particularly at
stem cell and non-hematopoietic genes.

Finally, Ikaros is also important for activating gene
expression. Ikaros is mainly an activator of genes

important for B cell maturation in pre-B cells
[33,34,35,68 !!]. Ikaros binds to the enhancers of B cell-
specific genes, and is required for their activation [68 !!].
Gene activation by Ikaros proteins may also involved
NuRD, as Ikaros recruits NuRD, the elongation factor
P-TEFb, and the phosphatase PP1a to the transcriptional
start sites of genes important for CDK9-mediated phos-
phorylation of RNApol-II, resulting in transcriptional
elongation [65].

Altogether, these studies highlight the versatile nature of
Ikaros proteins in mediating gene expression in lympho-
cytes, by acting at promoters or enhancers to repress or
activate target genes (Figure 4).

Conclusions
While Ikaros family proteins clearly play central roles
during lymphocyte development, key questions remain.
How do Ikaros proteins ‘choose’ which mechanism to use
at a given target gene? How does the nature of the binding
site influence this decision? How do post-translational
modifications alter Ikaros function in these processes? Are
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6. Autres modes de régulations 

a) Super-enhancer 

Ikaros se lie au niveau de super-enhancers qui constitué de différents sites de 

liaisons pour des facteurs de transcription majeurs. Par exemple, dans les 

lymphocytes pré-B, il a été montré qu’IKAROS interagit avec d’autres facteurs de 

transcription spécifiques de la différenciation des lymphocytes B : Pax5, E2A, IRF4 au 

niveau de super-enhancers actifs contribuant à l’activation de la transcription des 

gènes cibles (Figure I.14). Il semble que la présence d’IKAROS soit indispensable 

pour la fonctionnalité de ces super-enhancers non pas pour le recrutement des autres 

facteurs de transcription, sauf peut-être AIOLOS et E2A, mais pour permettre le 

maintien des marques permissives des histones (par exemple : H3K4me2 et 

H3K27Ac) (Hu et al., 2016). 

 

 

Figure I.14: IKAROS se fixe aux super-enhancers  
 
 

Par comparaison entre le nombre et la localisation de super-enhancers avant 

et après introduction d’IKAROS dans des thymocytes au stade de différenciation DN3, 

il a été démontré que la liaison d’IKAROS sur l’ADN peut également entrainer la 

formation de nouveaux super-enhancers (Ding et al., 2019).  

b) Hétérochromatine Peri-centromérique (PC-HC) 

Un autre mode de répression de la transcription par Ikaros est le recrutement 

de ses gènes cibles au niveau l’hétérochrmatire pericentromérique (PC-HC). Une 

étude menée en 1997 met en évidence la localisation d’Ikaros au niveau de 

l’hétérochromatine péricentromérique dans les lymphocytes pré-B en phase G1 et G2 

du cycle cellulaire. De plus, ils semble qu’Ikaros puisse recruter ses gènes cibles dont 

l’expression doit être réprimée au cours de la différenciation des lymphocytes B vers 

which transcription regulators supported its induction in
IKDN pre-B cells.
A set of transcription factor genes normally expressed in

stem cells and precursors of epithelial origin was induced
in IKDNpre-B cells (Fig. 4A). These included Lhx2,Tbx19,
Lmo2, Hoxb5–8, Tead1, Tead2, and the TEAD coactiva-
tor YAP1 (Yap1). Expression of these genes was also exam-
ined in leukemic cells generated by transformation of
primary IKDN pre-B cells by the oncogenic tyrosine ki-
nase BCR-ABL1 (Roumiantsev et al. 2001). These leuke-
mic cells retain the “neuro-epithelial” gene signature
and epithelial cell-like phenotypes of primary IKDN pre-

B cells (Churchman et al. 2015; N Jena, I Joshi, T Yoshida,
Z Zhang, Z Liu, P Tata, A Raufi, IM Shapiro, DWeever, JA
Pachter, et al., unpubl.). Expression of Tead1/2, Hoxb5,
Hoxb6, Hoxb7, and Hoxb8 was increased further in
IKDN BCR-ABL1+ leukemic pre-B cells, while the level
of native B-cell transcription factors such as Ebf1 was
not significantly changed (Fig. 4A). These transcription
factors, which are not normally expressed in pre-B cells
(referred to here as “extralineage” factors), were readily
detected at the protein level, supporting a functional con-
tribution to transcription (Fig. 4B). All of these transcrip-
tion factor genes were directly repressed by IKAROS

Figure 3. The permissive chromatin state of pre-B-cell superenhancers is dependent on IKAROS. (A) Genome browser tracks are shown
for ChIP-seq of IKAROS, H3K4me3, H3K27ac, RNApIIS5, MED1, PAX5, EBF1, and IRF4 at the Sykb (top panel) and Blnk (bottom panel)
genes in wild-type and IKDN pre-B cells. The associated IKAROS superenhancers are demarcated by blue lines (Sykb, 36 kb; Blnk, 60 kb).
Black histograms depict sequencing read distribution, with red indicating a higher read depth. (B) Comparative analysis of read densities
for permissive histone modifications (H3K27me2, H3K27ac, RNApII, and MED1) at transcription factor-binding sites that constitute
superenhancers affiliated with down-regulated genes is shown in wild-type (black) and IKDN (red) pre-B cells. (C,D) Comparative analysis
of B-cell transcription factor enrichment at superenhancer-binding sites as described in B. (C ) Heatmaps were generated by K-means clus-
tering of reads fromChIPs for transcription factors centered at the constituent binding sites of superenhancers associated with 127 down-
regulated genes described in Figure 2B. (D) Read densities of transcription factors at superenhancer-binding sites as in B andC (±15 kb). (E)
Immunoblot analysis of B-cell transcription factors in wild-type and IKDN stromal-adherent large pre-B cells. The two major IKAROS
isoforms (IK1 and IK2) expressed in wild-type pre-B cells are identified at the left. Mutant isoforms are identified at the right. (F) A model
of regulation of pre-B-cell differentiation genes by IKAROS superenhancers. Transcriptionally permissive IKAROS-based superenhancers
(orange bars) are associated with highly expressed genes promoting pre-B-cell differentiation (black arrow). Loss of IKAROS causes restric-
tion in the chromatin configuration at superenhancers (light-blue bars), transcription is attenuated (broken arrow), and pre-B-cell differ-
entiation is blocked. However, with the exception of AIOLOS and E2A, binding of PAX5, EBF1, IRF4, and MED1 at these regulatory
sites was not affected.

IKAROS regulation of superenhancers
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les foci d’hétérochromatine (Brown et al., 1997). En 2000, Cobb et collaborateur ont 

montré que le domaine de liaison à l’ADN d’Ikaros est nécessaire à sa localisation 

dans l’hétérochromatine peri-centrométique et qu’Ikaros est aussi localisé au niveau 

de séquences répétées riches en GC situé au sein des centromères des chromosomes 

et qui s’appellent les g-satellites (Cobb et al., 2000). Helios et Aiolos sont également 

localisés au niveau des foci de PC-HC (Hahm et al., 1998). De la même façon les 

isoformes d’Helios et Aiolos dépourvues des DZ2 et DZ3 ne sont plus capable de 

rejoindre les foci de PC-HC (Caballero et al., 2007).  

c) Interaction avec d’autres facteurs de transcription 

Pour contrôler l’expression de ses gènes cibles, il a été montré qu’Ikaros est capable 

de recruter les facteurs de la famille GATA grâce à son domaine C-terminal (Bottardi 

et al., 2013).  

L’interaction entre Aiolos et Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein-1) joue 

un rôle important dans la survie des cellules plasmatiques impliquées dans le myélome 

multiple. Les deux premiers doigts de zinc de Blimp-1 assurent l’interaction avec le 

domaine N-terminal d’Aiolos, mais pas avec Ikaros. Les deux protéines lient alors 

l’ADN pour réguler l’expression de leurs gènes cibles (Hung et al., 2016).  

E. Régulation de l’expression ou de l’activité des facteurs de la 

famille d’Ikaros 

1. Régulation transcriptionnelle 

Peu d’études ont été menées sur la régulation transcriptionnelle des facteurs 

de la famille d’Ikaros. Il semblerait, néanmoins, que l’expression d’Ikaros et d’Aiolos 

dans les lymphocytes pré-B soit liée aux facteurs de transcription IRF4 et IRF8. En 

effet chez les souris double mutantes pour ces deux facteurs, Ikaros et Aiolos sont peu 

exprimés par rapport au contrôle et les cellules sont bloquées dans leur différenciation 

(Lu, 2003). La réexpression d’IRF4 ou d’IRF8 permet l’augmentation de l’expression 

d’Ikaros et d’Aiolos et IRF4 le fait plus efficacement qu’IRF8. Ceci permet de 

réenclencher le processus de différenciation montrant que le rôle d’IRF4 et IRF8 dans 

la différenciation précoce des lymphocytes B est médiée par Ikaros et Aiolos (Ma et 

al., 2008). Au niveau supérieur, Fra2 (FOS related antigen 2) a été montré comme 
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régulateur de l’expression d’IRF4 dans les lymphocytes pro-B (Ubieta et al., 2017). De 

plus, l’expression d’IRF4 semble être contrôlée par BLNK (B-cell Linker protein) aussi 

connue sous le nom de SLP-65 (Thompson et al., 2007). Cette protéine fait partie de 

la voie de signalisation du récepteur des cellules pre-B, le pre-BCR. Cependant dans 

le cas d’une absence de BLNK dans les lymphocytes pro-B, l’expression d’Ikaros reste 

inchangée alors qu’Aiolos est absent ce qui suggère que l’expression d’Aiolos dans 

les lymphocytes pré-B est contrôlée par la voie de signalisation du pré-BCR.  

Malgré le fait que l’on puisse faire un parallèle entre différenciation B et T pour 

l’expression d’AIOLOS, aucune étude n’a clairement montré que l’expression d’Aiolos 

puisse être médiée par la voie de signalisation du pré-TCR (récepteur des lymphocytes 

pre-T).  

 La régulation de la transcription d’Helios n’a pas été très étudiée. Cependant au 

cours du développement fœtal il semble que la transcription d’Helios soit régulée par 

Gsx2 et Dlx1&2 dans certaines cellules neurales (Martín-Ibáñez et al., 2017). 

 Bien qu’il ne soit pas traduit, l’exon 1 d’Ikzf1 a un rôle particulier dans la 

régulation de son expression, il en est le promoteur. Il y a, en fait, deux exons 1a et 1b 

qui sont individuellement inactivés en fonction de la lignée cellulaire (myéloïde ou 

lymphoïde). De plus, plusieurs enhancers ont été identifiés dans les différents introns 

du gène (Yoshida et al., 2013). Ces enhancers peuvent être spécifiques du stade de 

différenciation. L’un d’eux est, en fait, en amont du gène dans la région 5’ à moins de 

10 kilobases (kb) de l’exon 1. Dans notre laboratoire nous nous sommes intéressés 

aux cellules de patients atteint de leucémie aiguë lymphoblastique B (B-ALL) ayant 

une délétion de l’exon 1 d’IKZF1. En général l’absence de l’exon 1 est due une délétion 

plus large de la région 5’ du gène IKZF1, parfois de plusieurs dizaines voire centaines 

de kb (Morel, Deau et al., 2019). En effet, les cellules présentant une délétion de la 

région 5’ de façon mono- ou bi-allélique ont une réduction de l’expression d’IKAROS, 

respectivement de moitié ou totale. Cela confirme l’importance de cette région dans la 

régulation de la transcription d’Ikzf1 et la présence de régulateurs de la transcription. 

Récemment, le super-enhancer E120 a été caractérisé. Il est à 120kb en amont du 

gène Ikzf1 et sa délétion entraine une réduction significative de la transcription d’Ikzf1 

(Alomairi et al., 2020). 
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2. Régulation post-traductionnelle 

La localisation et l’activité d’Ikaros sont régulées par des modifications post-

traductionnelles. 

a) Sumoylation 

La sumoylation d’Ikaros sur les lysines K58, K240 et K425 ne change pas la 

localisation d’Ikaros au niveau de l’hétérochromatine mais empêche sa liaison avec 

les complexes de remodelage de la chromatine et son rôle dans la répression de la 

transcription de ses gènes cibles (Gómez-del Arco et al., 2005). Cela a pour effet de 

réduire son efficacité dans l’inhibition de l’expansion des cellules leucémiques chez la 

souris. La sumoylation apparait alors comme une modification entrainant la réduction 

voire la perte de fonction de suppresseur de tumeur d’Ikaros (Apostolov et al., 2016). 

Les motifs de sumoylation (yKxE, où y représente un résidu hydrophobique) 

aux positions K58 et K240 semblent conservés chez Aiolos aux position K61 et K244. 

Seule la position K58 est conservée chez Helios en position K51. Cependant aucune 

étude n’a mis en évidence la sumoylation d’Aiolos et d’Helios à ces positions. 

b) Phosphorylation 

Grâce à des expériences de phospho-mimétisme, il a été montré que la 

phosphorylation d’Ikaros par CK2 (Casein Kinase 2) au sein du domaine C-terminale 

joue un rôle dans la capacité d’IKAROS à réguler la progression du cycle cellulaire 

entre les phase G1 et S (Gómez-del Arco et al., 2004). De plus, la phosphorylation des 

serines 13 et/ou 294 par CK2, entraîne la délocalisation d’Ikaros des foci de PC-HC 

(Gurel et al., 2008). La tyrosine kinase BTK est également capable de phosphoryler 

les sérines 214 et 215 qui se trouvent à dans la séquence du DZ4 d’Ikaros et cela 

permettrait de contrôler sa localisation nucléaire et d’augmenter sa capacité de liaison 

à l’ADN (Ma et al., 2013). La protéine SYK (Spleen Tyrosine Kinase) est également 

capable de phosphoryler Ikaros aux positions S358 et S361, au sein du domaine de 

dimérisation, favorisant sa localisation nucléaire et sa liaison à l’ADN (Uckun et al., 

2012). La phosphorylation apparait comme mécanisme de régulation de la fonction 

d’Ikaros au cours de la différenciation des thymocytes. En effet, il est possible 
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d’associer un profil de phosphorylation d’Ikaros à différents stades de différenciation 

les lymphocytes T (Sridharan and Smale, 2007). 

Comme expliqué précédemment, la phosphorylation des thréonines ou sérines 

des linkers entre les doigts de zinc du domaine de liaison à l’ADN abolit la liaison 

pendant la phase G2/M du cycle cellulaire (Dovat et al., 2002). Les substitutions 

phospho-mimétiques abolissent la localisation dans les foci de PC-HC montrant que 

cette localisation est dépendante de la liaison à l’ADN. La kinase responsable de la 

phosphorylation des linkers au cours du cycle cellulaire n’est toujours pas identifiée.  

 

c) Ubiquitination 

L’ubiquitination est un mode de régulation négative par dégradation de la 

protéine. Certaines molécules immuno-modulatrices (ImID) tels que le Lénalidomide 

ou le Pomalidomide ciblent le complexe humain CRL4CRBN(Cullin Ring E3 ubiquitin 

ligase complex ; Cereblon) permettant alors le recrutement d’IKAROS et d’AIOLOS et 

leur ubiquitination les menant à la dégradation via le protéasome (Gandhi et al., 2014).   

 

 

Figure I.15 : Processus de poly-ubiquitination d’IKAROS et d’AIOLOS par CRL4CRBN en 
présence de Lenalidomide ou Pomalidomide  
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III. Rôles dans le développement des lymphocytes B  

  Les lymphocytes B ont été nommés ainsi pour la « Bourse de Fabrice », organe 

présent chez les oiseaux, qui a été décrit comme le lieu de production des cellules 

sécrétant des anticorps (Glick et al., 1956). Dans le sang, ils représentent 15 à 20% 

des lymphocytes circulants. Ils sont caractérisés par l’expression, à leur surface, du 

récepteur spécifique des lymphocytes B, le BCR (B Cell Receptor) et de l’antigène 

spécifique des lymphocytes B, CD19. Les lymphocytes B sont impliqués dans la 

réponse humorale en sécrétant des anticorps spécifiques à l’antigène et en présentant 

cet antigène aux lymphocytes T. Ces deux spécificités en font des cellules 

incontournables du système immunitaire. 

  Les lymphocytes B se développent en deux temps. Le premier est indépendant 

de l’antigène et se déroule dans la moelle osseuse, c’est le développement précoce. 

Dans un second temps, la maturation terminale est dépendante de l’antigène et se 

déroule dans les organes lymphoïdes secondaires tels que la rate et les ganglions 

lymphatiques. Cette maturation permet la diversification du répertoire des anticorps et 

de différencier les lymphocytes B en lymphocytes B mémoires ou en plasmocytes.   

Pour ce travail de thèse, mon modèle d’étude est le développement précoce 

des lymphocytes B et plus particulièrement les dernières étapes de ce processus.  

A. Le développement précoce des lymphocytes B 

1. De la cellule souche hématopoïétique à l’expression du pré-BCR 

La production des cellules sanguines, ou hématopoïèse, commence dans le sac 

vitellin au tout début du développement embryonnaire. Les cellules produites alors 

sont principalement des érythrocytes qui permettront l’oxygénation des tissus de 

l’embryon. Puis, dans fœtus, le foie fœtal devient le siège de l’hématopoïèse. Une 

dernière migration a lieu vers la moelle osseuse où les cellules souches 

hématopoïétiques resteront tout au long de la vie (Galloway and Zon, 2003). La cellule 

souche hématopoïétique a été nommée ainsi grâce à sa capacité de reconstitution de 

l’hématopoïèse chez des sujets irradiés. De récentes études ont montré que cette 

population cellulaire est en fait divisée en groupe de cellules avec différents potentiels 

de reconstitution (Ali et al., 2017; Wilson et al., 2015). Ainsi les cellules ayant une 

capacité de reconstitution de l’hématopoïèse définitive sont appelées Long-Term (LT)-
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HSC. Puis, dans le compartiment suivant nous retrouvons des cellules qui ont une 

capacité de reconstitution réduite à quelques mois et qui sont appelées Short-Term 

(ST)-HSC. Enfin, la dernière catégorie regroupe les progéniteurs multipotents (MPP) 

qui ont une capacité de reconstitution de quelques semaines. Ces cellules peuvent 

encore être divisées en trois catégories chacune regroupant des MPP qui sont biaisés 

vers l’une des trois lignées hématopoïétiques : myéloïde, lymphoïde et érythrocytaire 

(Pietras et al., 2015). En effet, les MPP4 ont un potentiel lymphoïde plus important que 

les MPP2 et 3.  

 

Figure I.16 : Compartiments hématopoïétiques 
(Cheng et al., 2020) 
 
 
Les marqueurs phénotypiques des MPP4 (LSK+, Flk2/Flt3+, CD150+, CD48+) 

recoupent ceux des progéniteurs multipotents lymphoïdes (LMPP) qui avaient 

précédemment été décrits (Adolfsson et al., 2005; Pietras et al., 2015). Sous 

l’influence, et plus particulièrement la diminution de l’expression du facteur de 

transcription PU.1, codé par le gène Spi1, les MPP4/LMPP s’engagent dans la voie 

lymphocytaire (DeKoter and Singh, 2000). Les progéniteurs lymphoïdes communs 

(CLP), ont été identifiés en 1997 par des expériences de transplantation chez des 

souris irradiées, ces cellules ne pouvant générer que des lymphocytes B, T et Natural 

Killer (NK) (Kondo et al., 1997).  

myeloid progenitors. In the LKS- population, CD41+CD150+

cells are defined as megakaryocyte progenitors (MkPs),
which are exclusively associated with megakaryocyte gen-
eration. CD41-CD150- CD16/32+ cells are GMPs. In the
CD41-CD150-CD16/32- population (classical CMPs and
MEPs mixture), there are four newly defined sub-popula-
tions, including pre MegEs, pre GMs, Pre CFU-Es and CFU-
Es (Pronk et al., 2007). Single Pre MegE cells can effectively
produce megakaryocytic, erythroid as well as mixed

megakaryocyte/erythroid colonies. In contrast, Pre CFU-E
cells give rise almost exclusively to erythroid colonies of
various sizes. Pre GMs lie developmentally upstream of
GMPs, and have a remarkably similar clonal lineage output
to the GMPs. Therefore, the Pronk et al. study explores the
processes of myeloid cell differentiation, reveals a number of
novel intermediate progenitors, and orchestrates a new
hierarchy model, including unipotent proliferative neutrophil
precursors (Kim et al., 2017; Evrard et al., 2018; Zhu et al.,

Figure 2. The revised models for hematopoietic stem cell differentiation. (A) My-Bi and Ly-Bi HSCs model. Ly-Bi HSCs
reconstitute the myeloid lineage to a lesser extent than the lymphoid lineage, and vice versa. (B) Eaves’ lab defined α, β, γ, and δ cells
according to the percentage of myeloid chimerism relative to that of lymphoid chimerism (M/L ratio). Single donor cell is defined as α
cells when the M/L ratio exceeds 2, β cells when M/L ratio exceeds 0.25 but is less than 2, and γ/δ cells when it is less than 0.25.
Therefore, α cells are myeloid-biased, β cells are balanced, and γ/δ cells are lymphoid-biased without 2nd transplantation capability.
(C) vWF+ platelet-biased HSCs sit at the apex of the hierarchy, and can differentiate into all progenitors and mature cells. vWF−

lymphoid-biased HSCs reside downstream of vWF+ HSCs. LMPPs cannot give rise to the megakaryocyte/erythrocyte lineage. MEPs
are directly derived from HSCs. (D) In the myeloid bypass model, the LT-HSC population contains CMRPs, MERPs, and MkRPs.
These MyRPs are directly produced by HSCs. (E) MPP subtypes are separated into MPP1–4. MPP1 can give rise to all lineages.
MPP2/3 are myeloid-biased and MPP4 is lymphoid-biased. In addition, MPP2 is platelet-biased. (F) In this model, MPPs differentiate
into pre MegE, Pre GM and CLP. Pre MegE is upstream of MkP and pre CFU-E. Pre GM gives rise to GMP, and subsequently
generates newly defined neutrophil precursors (Pre Neu).

REVIEW Hui Cheng et al.
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Les cellules entrent dans le développement précoce des lymphocytes B 

comprenant plusieurs stades de différenciation. Deux nomenclatures se font face pour 

nommer ces différents stades, la nomenclature de Rolink (ou nomenclature de Bâle) 

et la nomenclature de Hardy (ou nomenclature de Philadelphie) (Hardy et al., 1991; 

Rolink et al., 1993) (Figure I.17).  

 

 

Figure I.17 : Le développement précoce des lymphocytes B 
 

 

Chaque stade est caractérisé phénotypiquement par la combinaison de 

différentes protéines membranaires et par les étapes du réarrangement des loci des 

chaînes lourdes et légères de immunoglobulines (Ig). En effet, le récepteur des 

lymphocytes B (BCR) passe par plusieurs étapes de maturation avec d’être exprimé à 

la surface des lymphocytes B. Le BCR est, en fait, un anticorps, ou immunoglobuline 

(Ig), composé de deux chaînes lourdes et de deux chaînes légères identiques entre-

elles. La chaîne lourde est composée d’une partie constante, ancrée à la surface des 

cellules, qui est vectrice de la fonctionnalité de l’anticorps en solution et une partie 

variable qui permet la reconnaissance de l’antigène. A l’état germinatif, la partie 

variable est constituée de différents segments divisés en fragments et regroupés par 

famille. Par exemple, le segment VH (variable) est composé d’une centaine de 

fragments regroupés en 13 familles. Il y a ainsi le segment DH (diversité) et JH 

(jonction). La première étape du réarrangement du locus des chaînes lourdes des Ig 

se déroule dans la fraction B et consiste à relier des fragments DH (Diversity heavy 

chain) et JH (Joining Heavy chain). La liaison entre VH et DHJH (Variety Heavy chain) 

intervient dans la fraction C (Hardy et al., 1991).  

Ce processus est orchestré par les protéines RAG1 et RAG2 (Recombination 

Activating Gene) et assure la pérennité du développement précoce des lymphocytes 

B (Mombaerts et al., 1992; Shinkai et al., 1992). L’enzyme TdT (Terminal 
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deoxynucleotid Transferase) codée par le gène Dntt permet d’augmenter la diversité 

du répertoire des immunoglobulines en ajoutant des nucléotides dans la région 

variable de la chaîne lourde au moment du réarrangement. Elle n’est, cependant, pas 

indispensable au développement des lymphocytes B (Gilfillan et al., 1993, 1995). Les 

cellules n’ayant pas réussi à réarranger le locus des chaînes lourdes sont dirigées vers 

l’apoptose. 

Le réarrangement du locus des chaînes lourdes permet l’expression de la 

chaîne lourde µ, qui, associée aux chaînes légères de substitution VpréB et l5, 

compose le pré-BCR (Kudo and Melchers, 1987; Sakaguchi and Melchers, 1986). La 

chaîne lourde µ ne possèdant pas de domaine intracellulaire, indispensable à la 

transduction du signal, c’est l’hétérodimère Iga/Igb qui assure cette fonction pour le 

pré-BCR et, plus tard, le BCR. Ces protéines, respectivement codées par les gènes 

Cd79a et Cd79b dont les ARNm sont détectés dès la fraction A, sont exprimées dès 

la fraction B. Les cellules de la fraction C’ expriment donc le pré-BCR.  

2.  Du pré-BCR au BCR 

 La voie de signalisation du pré-BCR induit la prolifération cellulaire, sa propre 

répression et la différenciation. Le mode d’activation du pré-BCR n’est pas encore 

claire, il pourrait s’agir d’un ligand non encore identifié ou de l’agrégation naturelle des 

pré-BCR à la surface des cellules. La prolifération cellulaire, ou sélection positive, est 

potentiellement due aux chaînes légères VpréB et l5 (Melchers et al., 1995). La voie 

de signalisation du pré-BCR assure, en collaboration avec la voie IL7/STAT5 la 

prolifération et la survie cellulaire (Fleming and Paige, 2002).  

De plus, il a été montré que la voie du pré-BCR est impliquée dans la répression 

de la transcription des gènes des chaînes de substitution VpréB et l5. Cet effet passe 

par une répression mono-allélique de la transcription des gènes codant pour ces 

protéines. Les gènes seront ensuite totalement réprimés et délocalisés de 

l’euchromatine vers l’hétérochromatine (Parker et al., 2005). 

C’est la voie de signalisation du pré-BCR via SLP-65 (ou BLNK) qui initie d’une 

part l’arrêt du cycle cellulaire par la répression de la voie PI3K/Akt de manière 

dépendante de Syk, une tyrosine kinase associée au motifs ITAM des co-recepteurs 

Iga et Igb (Herzog et al., 2008). Enfin, le pré-BCR est impliqué dans la réexpression 

de RAG1 et RAG2 pour le réarrangement des loci des chaînes légères via Foxo1 

(Amin and Schlissel, 2008; Dengler et al., 2008; Fleming and Paige, 2002). Il existe 
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deux loci codant pour les chaînes légères des immunoglobulines : k et l. Le locus de 

la chaîne k est le premier à être réarrangé. Soit c’est un succès et la chaîne légère k 

sera transcrite et traduite, soit le locus est détruit au profit du réarrangement du locus 

de la chaîne l (Hieter et al., 1981). Chez la souris, 95% des chaînes légères sont des 

chaînes k et seulement 5% sont des chaînes l (McGuire and Vitetta, 1981). Cette 

étape du développement se déroule dans la fraction D. Le lymphocyte pré-B devient 

alors un lymphocyte B immature exprimant un BCR composé de la chaîne lourde µ et 

de la chaine légère k, chez la souris. De la même façon que pour la chaîne lourde, les 

réarrangements infructueux mènent à l’apoptose 

 

 

Figure I.18 : Les voies de signalisation induites par le pré-BCR 
 (Rickert, 2013) 
   

L’entrée dans cette dernière étape du développement précoce va de pair avec 

l’arrêt de la dépendance à l’IL7. La signalisation du pré-BCR permet aussi la 

répression de FAK (Focal Adhesion Kinase) et des intégrines a4b1 et favorise 

l’expression de CXCR4 (Fistonich et al., 2018). Ceci permet la migration des cellules, 

au sein de la moelle osseuse, d’une niche riche en IL7 vers une niche pauvre en IL7.  
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3. La voie de signalisation de l’IL7 

La voie de signalisation de l’IL7 est nécessaire au développement des 

lymphocytes B. Elle assure jusqu’au stade C’ la survie, la différenciation et la 

prolifération en régulant différentes voies de signalisation et d’activation de la 

transcription (Clark et al., 2014). 

L’interleukine 7 (IL7) est produite par certaines cellules stromales de la niche 

hématopoïétique mais également dans le foie fœtal, la rate et le thymus. Elle est 

impliquée dans la survie et la prolifération des lymphocytes pro-B. Son récepteur 

(IL7R) est composé de deux sous-unités a (IL7ra) et g qui est commune avec le 

récepteur des interleukines 2, 4, 9,15 et 21. Le récepteur IL7-ra, dont l’expression est 

régulée par PU.1, est exprimé à la surface des CLP (DeKoter et al., 2002).  

Les Janus kinases (JAK) s’associent au récepteur de l’IL7. Particulièrement 

JAK3 s’associe avec la chaîne g et JAK1 avec la chaîne a. La phosphorylation du 

récepteur conduit au recrutement des protéines STAT. Dans les lymphocytes B, seuls 

les protéines STAT1, STAT3 et STAT5 sont activées par l’activation de la voie de 

signalisation de l’IL7. Bien qu’il ait été montré que STAT3 soit absolument nécessaire 

à la lymphopoïèse B (Chou et al., 2006), c’est STAT5 qui est préférentiellement activée 

et qui permet l’activation de la transcription des gènes nécessaire au développement 

des lymphocytes B (Heltemes-Harris et al., 2011) 

La voie de signalisation de l’IL7 est indispensable au réarrangement distal VH-

DHJH (Corcoran et al., 1998). En effet l’activation de STAT5 permet l’ouverture de la 

chromatine à proximité du locus des chaînes lourdes des Ig (Bertolino et al., 2005). En 

revanche, la voie de signalisation de l’IL7/JAK/STAT, bien qu’elle permette leurs 

expressions, empêche l’accès des protéines RAG au loci des chaînes légères 

Igk grâce à la liaison de STAT5 au niveau de l’enhancer Ek (Mandal et al., 2011). De 

façon intracellulaire, la protéine LNK, codée par le gène Sh2b3, interagit directement 

avec la protéine JAK3 (Janus Kinase 3) empêchant la phosphorylation des protéines 

STAT5a et STAT5b et ainsi leurs activations (Cheng et al., 2016). 

4. La tolérance des lymphocytes B ou sélection négative  

La tolérance du soi est caractérisée par une non-réponse immunitaire face à un 

antigène spécifique. Ici, les antigènes du soi, c’est-à-dire de l’individu, ne doivent pas 

être reconnus par les récepteurs des lymphocytes B ce qui déclencherait une réponse 
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humorale et une maladie auto-immune. Les réarrangements successifs des chaînes 

lourdes et légères entrainent statistiquement la possibilité d’obtenir un BCR auto-

réactif. Pour éviter que ces cellules ne sortent de la moelle et atteignent les organes 

lymphoïdes secondaires, les lymphocytes B immatures sont exposés à des antigènes 

du soi dans le microenvironnement médullaire. Les lymphocytes B auto-réactifs 

peuvent alors être éliminés par apoptose ou anergie ou réenclencher leurs 

programmes de réarrangement des chaînes légères jusqu’à l’obtention d’un BCR non 

auto-réactif (Gay et al., 1993; Goodnow et al., 1988; Nemazee and Bürki, 1989).  

5. La maturation terminale des lymphocytes B 

 Le lymphocyte B immature sort alors de la moelle osseuse pour rejoindre les 

organes lymphoïdes secondaires tels que la rate ou les ganglions lymphatiques. Il est 

alors appelé lymphocytes B transitionnel. Un marqueur important est l’expression du 

récepteur du B-cell activating facor, BAFF (BAFF-R ou BR3 : BLyS receptor 3). Il a été 

montré qu’en absence du BAFF-R, les lymphocytes B restaient bloqués au stade 

immature et que, chez les souris mutantes, il y avait une absence de lymphocytes B 

périphériques. De plus, bloquer ce récepteur avec un antigène compétitif de BAFF 

inhibe la production d’anticorps ce qui en fait un des régulateur majeur de la maturation 

des lymphocytes B (Yan et al., 2001).  

 Suivant la force du signal via le BCR et l’activation de la voie Notch, les 

lymphocytes B transitionnels deviennent soit des lymphocytes B de la zone marginale 

(MZ) de la rate soit des lymphocytes B folliculaires (FO). Les MZ-B restent donc en 

périphérie de la rate et sont responsable de la réponse thymo-indépendante, c’est-à-

dire de façon indépendante des lymphocytes T. A la rencontre d’un antigène exogène 

ils se différencient en plasmocytes, cellule sécrétrice d’anticorps, et produisent des 

anticorps IgM, possédant la chaîne lourde µ des Ig. Les FO-B, eux, sont responsables 

de la réponse thymo-dépendante. Les FO-B activés par la rencontre avec un antigène 

exogène, présente cet antigène aux lymphocytes T auxiliaires présents dans la zone 

T de la rate. Sous l’influence des cytokines sécrétées par ces lymphocytes T, les 

cellules peuvent se différencier en plasmocytes à IgM de haute affinité à courte durée 

de vie lorsque leur BCR est suffisamment spécifique de l’antigène  ou former les 

centres germinatifs où ils passent par deux étapes concomitantes permettant 

l’augmentation de l’affinité de l’anticorps et la diversification des fonctions effectrices : 

l’introduction de mutations dans les régions variables des Ig, c’est l’hypermutation 
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somatique (SH) et le réarrangement de la région constante des Ig permettant le 

changement de classe des anticorps, c’est la commutation isotypique (CSR : Class 

Switch Recombination). Les cellules rencontrent alors des lymphocytes T auxiliaires 

folliculaires et des cellules présentatrices de l’antigène, les cellules dendritiques, pour 

leurs sélections. Si SH et CSR ont effectivement permis d’augmenter l’affinité de 

l’anticorps pour l’antigène, les lymphocytes B se différencient soit en plasmocytes à 

longues durée de vie soit en lymphocytes B mémoires. Si SH et CSR ont été 

désavantageux, les cellules sont dirigées vers l’apoptose (Weller and Descatoire, 

2015).  

Les plasmocytes sont généralement une durée de vie de quelques jours mais certains 

d’entre eux vont constituer une mémoire humorale et seront localisés dans des niches 

de la moelle osseuse où ils perdureront plusieurs années.  

6. Les facteurs de transcription de la différenciation des lymphocytes B 

La différenciation des lymphocytes B est orchestrée par différents facteurs de 

transcription (Figure I.19). Ainsi, EBF1 est un facteur de transcription essentiel de 

l’engagement des CLP vers la voie lymphocytaire B (Zandi et al., 2008). Son 

expression est induite par la voie de signalisation de l’IL7 (Dias et al., 2005). En 

collaboration avec E2A et FOXO1, il confirme l’engagement dans la voie de 

différenciation B (Mansson et al., 2012). Ces facteurs agissent ensemble pour activer 

la transcription de PAX5 (Decker et al., 2009; Lin et al., 2010). PAX5 permet l’inhibition 

des gènes spécifiques des autres lignées et ainsi le maintien de l’identité cellulaire 

(Cobaleda et al., 2007; Delogu et al., 2006). Il a un rôle prépondérant dans le 

développement précoce des lymphocytes B car il régule l’expression de SLP-65, 

protéine clé de la signalisation du pré-BCR (Schebesta et al., 2002).   

 

 

 

Figure I.19 : Régulation transcriptionnel du développement précoce des lymphocytes B 
(De and Barnes, 2014) 

  

cell becomes a follicular or marginal zone B cell [15]. Marginal
zone B cells remain in the marginal sinus of the spleen,
and respond to blood borne pathogens. They are especially
responsive to conserved bacterial and fungal epitopes, which
can be recognized through several pattern recognition recep-
tors expressed in B cells. In contrast, follicular B cells are the
majority of circulating B cells, and express IgD in addition to
the IgM B cell receptor [15] (Fig. 2). It remains unclear what
impact IgD receptor expression has on B cell development.
Continued survival of both follicular and marginal zone B cells
remains dependent on both B cell receptor signaling and BAFF
proliferation signals [16,17]. Mature follicular IgM+IgD+ B cells
leave the spleen and populate peripheral secondary lymphoid
organs. At this stage, these B cells are labeled as mature naïve
B cells and are highly responsive to antigen. Mature naïve
B cells continue tomigrate from one lymph node to the other in
search of cognate antigen. Upon recognition of antigen, B cells
become activated which leads to development of specialized
B cell subsets.

3. B cell activation

Antigen is recognized through the B cell receptor, which leads
to structural cross-linking of the receptor. This in turn leads to
activation of signaling cascades through the B cell receptor
associated signaling molecules Igα and Igβ. B cell receptor
conjugated to antigen can be internalized and processed in
endosomes, where the degraded antigenic peptides are loaded
into MHC class II molecules and presented on the cell surface
[18]. If T cell recognition of antigen occurs, a specialized T cell
dependent activation pathway leads to B cell activation. This
mechanism relies on additional B cell stimulating cytokines
generated by the helper T cells. Additionally, helper T cells
also express CD40 Ligand (CD40L) on their cell surface, which
binds to CD40 on the B cell surface. The CD40L:CD40
interaction provides important pro-survival and proliferation
signals. In vitro work, as well as mouse models, has shown that
cytokines such as IL4, IL10, and IL21 also play a role in T cell
dependent B cell activation [19]. Interactions between

activated B cells and helper T cells occur in lymph nodes
where recognition of antigen by both cell types leads to the
formation of a germinal center (Fig. 3). During the germinal
center reaction, clonal expansion of B cells, followed by class
switch recombination and somatic hyper-mutation take place.
These processes rely on the expression of the enzyme activation
induced deaminase (AID), which is capable of introducing
cytosine to uracil mutations. In conjunction with DNA damage
repair machinery, these mutations are necessary for both class
switch recombination and somatic hypermutation. Class switch
recombination (CSR) leads to switching of the Cμ to Cγ, Cα, or
C□ exons, thereby generating IgG, IgA or IgE B cell receptors,
respectively [19]. Somatic hypermutation (SHM) results in
increased affinity to antigen through mutations introduced in
the variable region of the B cell receptor [20]. Following
successful CSR and SHM, the germinal center gives rise to either
memory B cell or plasma cells. Memory B cells are long lived B
cells which are capable of quickly proliferating and differenti-
ating to plasma cells upon encounter with cognate antigen.
Plasma cells, in contrast, are responsible for secreting large
amounts of antibody, and will remain in the bone marrow and
secondary lymph nodes [20].

An alternative pathway for B cell activation is the T cell
independent pathway. B cells, which have bound antigen
through the B cell receptor, can receive additional activa-
tion signals through specialized pattern recognition proteins
expressed in B cells. These pattern recognition molecules
include the Toll-like receptor family of proteins, which are
capable of recognizing viral and bacterial DNA and lipids. The
T cell independent pathway leads to rapid B cell proliferation
and maturation, however, the formation of a germinal center
does not occur. Therefore, both CSR and SHM do not occur at
the same levels as in the T cell dependent pathway [21]. The
predominant antibody secreted is IgM, and few memory and
plasma B cells are generated from this pathway. It is believed
that the T cell independent pathway exclusively involves
splenic marginal zone B cells [21].

Various stages within these pathways of B cell develop-
ment have been shown to be altered in SLE patients. Thus, it
is believed that dysregulation of B cell development and

Figure 1 Early B cell development in the bone marrow. This figure highlights the early stages of B cell development within the bone
marrow. Differentiation begins at the hematopoietic stem cell (HSC) stage, which differentiates to the early lymphoid progenitor
(ELP). The ELP is a multi-potent progenitor, which only upon differentiation to the common lymphoid progenitor (CLP) is the cell
committed to the lymphoid lineage. At the CLP stage the recombination proteins Rag1 and Rag2 are expressed to initiate VDJ
recombination of the heavy chain. The CLP then progresses through the pro-B and pre-B stages, where recombination of the light
chain occurs. Upon differentiation of the immature naïve B cell, B cell development in the bone marrow is complete. At this state
immature naïve B cell expresses a complete B cell receptor and will leave the bone marrow to complete development in the spleen.
Transcription factors involved in development of the various stages are shown. Also shown are critical surface markers, receptors, or
intracellular proteins in B cell development.

142 S. De, B.J. Barnes
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B. Rôle spécifique d’Ikaros dans le développement des 

lymphocytes B 

Ikaros, Helios et Aiolos sont exprimés au cours du développement précoce des 

lymphocytes B. Ils favorisent l’engagement des cellules dans la lignée B, assurent son 

bon déroulement et sont nécessaires aux fonctionnalités des lymphocytes B matures. 

Cependant, ces trois facteurs ne sont pas exprimés de la même façon au cours du 

développement B et malgré leur grande homologie de structure et leur motif commun 

de liaison à l’ADN, ils n’ont pas les mêmes fonctions.  

 

 

Figure I.20 : Expression d’Ikaros, Helios et Aiolos au cours du développement précoce des 
lymphocytes B.  
(adapté d’Immgen & (Heizmann et al., 2013)) 
 

Ikaros est toujours exprimé malgré quelques variations dans son niveau d’expression. 

En revanche Helios et Aiolos sont presque exclusifs, ils ne peuvent être retrouvés 

exprimés ensemble qu’au stade pré-BII large. Avant ce stade les cellules expriment 

Ikaros et Helios, après ce stade les cellules expriment Ikaros et Aiolos. Le stade pré-

BII large apparaît alors comme transitionnel entre deux programmes de régulation au 

cours duquel Ikaros est le membre le plus exprimé et Helios et Aiolos sont beaucoup 

moins représentés. 

 

Notre laboratoire, ainsi que d’autres, a montré qu’Ikaros joue un rôle 

prépondérant dans l’engagement et la différenciation des cellules B. Aiolos semble, 

lui, assurer la bonne fonction des cellules matures. Différents modèles murins ont 

permis d’appréhender les rôles cruciaux d’Ikaros dans l’engagement vers le lignage 
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lymphoïde, la différenciation des pro-B et l’expression du BCR. Dans la figure I.21 sont 

résumées les différentes études menées au cours de ces vingt dernières années sur 

le rôle d’Ikaros dans la lymphopoïèse B. Ces diverses mutations atteignent la 

lymphopoïèse B de trois façons. Les mutations entrainant l’absence de la protéine ou 

de sa capacité à lier l’ADN (Ikzf1null/null, Ikzf1DN/DN, Ikzf1plstc/plstic) mènent à une absence 

d’engagement vers la lignée B et l’absence totale de lymphocytes B dans la moelle 

osseuse et la périphérie. D’autres mutations induisent des altérations de la cinétique 

de différenciation avec de légers blocages à certains stades et de la maturation des 

lymphocytes (Ikzf1L/L, Ikzf1DF4/DF4). Ces deux premiers types de mutations mènent au 

développement de lymphomes T. Enfin, la mutation conditionnelle Ikzf1Flox/Flox et la 

délétion de du doigt de zinc 1 (Ikzf1DF1/DF1) mènent à un blocage total de la 

développement précoce des lymphocytes B aux stades C’ et B respectivement et une 

absence de lymphocytes B en périphérie. Dans ce dernier cas, il n’y a pas de 

développement d’hémopathie T.  Ceci montre qu’Ikaros est donc nécessaire à 

l’engagement vers la lignée lymphoïde B et au développement précoce des 

lymphocytes B.  

1. Dans l’engagement vers la lignée lymphoïde 

 Ikaros est indispensable à la mise en place du programme 

transcriptionnel permettant le maintien des MPP4/LMPP et leur engagement vers les 

CLP. En effet, Ikaros agit en régulant l’expression de gènes indispensables au 

développement lymphocytaire tels qu’IL7r, Flt3, Notch1 et Ccr9 dès le stade 

MPP4/LMPP (Ng et al., 2009). En contrôlant l’expression de Flt3, IKAROS restreint le 

destin des cellules vers le lignage lymphoïde (Yoshida et al., 2006). En se liant sur un 

enhancer particulier de PU.1, Ikaros permet l’arrêt de la boucle d’autorégulation de 

PU.1, menant à la diminution de son expression ce qui est nécessaire à l’engagement 

vers la lignée B (Zarnegar and Rothenberg, 2012). Ainsi l’absence d’IKAROS au stade 

MPP4/LMPP, empêche les cellules de s’engager vers les CLP et favorise leur 

différenciation vers la voie myéloïde (Wang et al., 1996; Yoshida et al., 2006). Il en va 

de même si Ikaros est présent mais muté dans son domaine de liaison à l’ADN 

(Georgopoulos et al., 1994). Pour marquer l’entrée dans la lignée B, les expressions 

de Ly6D et de RAG1 sont nécessaires (Inlay et al., 2009). Si l’un des deux ou les deux 

sont absents alors il n’y a pas de différenciation B. L’étude menée par Reynaud et al. 

a montré que les gènes Rag1, Rag2 et Dntt ne sont plus exprimés dans les cellules 



 54 

Ikzf1-/-(Reynaud et al., 2008). Ces résultats montrent qu’Ikaros joue un rôle essentiel 

dans l’engagement des cellules dans la lignée lymphoïde et le maintien de l’identité 

cellulaire.  

2. Dans le développement précoce des lymphocytes B 

Dans notre laboratoire, nous avons montré qu’une mutation hypomorphique 

d’Ikaros abolit la lymphopoïèse B fœtale et réduit drastiquement le compartiment des 

lymphocytes B dans la moelle osseuse après la naissance (Kirstetter et al., 2002). 

Ikaros est nécessaire pour le réarrangement des loci des chaînes légères des 

Ig et l’expression du BCR. Puisque l’absence totale d’Ikaros conduit à une absence 

d’engagement dans la lignée B, il a fallu utiliser une délétion conditionnelle pour étudier 

son rôle dans la différenciation des lymphocytes B. Ainsi, dans le laboratoire, nous 

avons étudié le développement précoce des lymphocytes B lorsqu’Ikaros est absent à 

partir de la fraction A. Bien qu’Ikaros soit nécessaire pour l’expression des protéines 

RAG, une fois ces protéines exprimées, Ikaros ne semble pas nécessaire pour le 

réarrangement et l’expression de la chaîne lourde µ, les cellules atteignent la fraction 

C’ et expriment le pré-BCR (Heizmann et al., 2013). En revanche, les cellules 

déficientes pour Ikaros restent bloquées à la fraction C’. Ikaros a plusieurs rôles 

prépondérants à cette étape du développement. Il antagonise la voie IL7/STAT5 par 

une liaison compétitive à l’ADN (Heizmann et al., 2020). Il en résulte une répression 

de l’expression des chaînes légères de substitution VpréB et l5, l’expression des 

protéines RAG1 et RAG2 pour l’initiation du réarrangement des chaînes légères, une 

perte d’adhésion aux cellules stromales par répression des intégrines, et un arrêt du 

cycle cellulaire (Heizmann et al., 2013; Joshi et al., 2014; Sabbattini et al., 2001). Le 

passage de C’ à D nécessite la perte de l’adhésion cellulaire et l’utilisation d’inhibiteur 

des intégrines dans ces cellules mènent à la mort cellulaire. Les cellules bloquées en 

fraction C’ expriment de façon aberrante les intégrines permettant l’adhésion aux 

cellules stromales de la moelle osseuse qui sont le support de la différenciation jusqu’à 

ce stade et permettent l’expansion de cette fraction (Joshi et al., 2014).  

3. Dans la maturation terminale des lymphocytes B 

 Les souris Ikzf1L/L présentent un nombre réduit de lymphocytes B périphériques 

et ces cellules ont un seuil d’activation bas mais forment peu de centres germinatifs 
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lors une stimulation antigénique. Cependant les niveaux des différentes 

immunoglobulines dans le sérum sont normaux, à l’exception des IgG3 qui sont très 

réduits voire inexistants (Kirstetter et al., 2002). Les FO-B Ikzf1L/L présentent une 

activation constitutive de la voie de signalisation du BCR et principalement une 

augmentation de la phosphorylation des protéines ERK1/2 et p38. Ikaros serait donc 

un régulateur de l’activation des FO-B en régulant la transcription des gènes codants 

pour les protéines ERK1/2 et p38 (Heizmann et al., 2016). Ikaros prévient également 

l’hyperactivation des FO-B en contrôlant l‘expression de TLR9 (Toll-like recepetor 9) 

dont la voie de signalisation restreint la survie des lymphocytes B auto-réactifs activés 

(Schwickert et al., 2019). 

Ikaros apparait également comme un régulateur majeur de la commutation 

isotypique en régulant l’accessibilité de la chromatine pour la protéine AID (Activation-

induced cytidine deaminase) et en se liant directement aux régions régulatrices des 

gènes des immunoglobulines (Sellars et al., 2009, 2011). 

4. Le rôle de suppresseur de tumeurs  

a) Dans les T-ALL 

L’absence d’Ikaros mène au développement quasiment systématique 

d’hémopathies suggérant un rôle suppresseur de tumeur. Bien que son rôle dans la 

lymphopoïèse B ne soit plus à démontrer, chez la souris, l’absence d’Ikaros aux 

différents stades de la différenciation mène au développement de leucémies aiguës 

lymphoblastiques T (T-ALL). Dans notre laboratoire, nous avons montré que ces 

pathologies sont liées à une absence de régulation de la voie Notch1 qui apparait 

comme constitutivement active (Dumortier et al., 2006). En effet, dans les cellules 

Ikzf1L/L, la plupart des cellules leucémiques ont une délétion du promoteur de Notch1 

favorisant l’utilisation d’un promoteur caché ,ou cryptique, menant à l’expression de la 

partie intracytoplasmique et active de la protéine Notch1, NICD (Jeannet et al., 2010). 

L’activation constitutive de cette voie de signalisation promeut la transformation 

leucémique, la survie et la prolifération des cellules (Ferrando, 2009). 
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b) Dans les B-ALL 

Chez l’homme, l’absence d’Ikaros au cours de l’hématopoïèse ne mène que 

rarement au développement de T-ALL (Marçais et al., 2010). En revanche, différents 

types de mutation d’Ikaros ont été retrouvés dans des leucémies aiguës 

lymphoblastiques B (B-ALL) pédiatriques (15%) et de l’adulte (40-50%). Ces mutations 

sont de différentes natures. Il peut s’agir d’une délétion totale du chromosome 7 

portant le gène Ikzf1 chez l’homme, c’est ce que l’on appelle une monosomie 7 

(Heerema et al., 2004). Des délétions de certains exons d’Ikzf1 sont également 

décrites : D4-7, est une délétion des exons 4 à 7 menant à l’expression de l’isoforme 

IK6 (Figure I.5) connue pour agir comme dominant négatif ; D2-7 qui mène à la délétion 

de l’exon 2 porteur de l’ATG et conduisant très probablement à un allèle nul. Dans 

notre laboratoire nous avons décrit la délétion de la partie 5’ de l’exon 1, contenant le 

promoteur du gène et menant à la perte de son expression (Morel, Deau et al., 2019). 

Le dernier type de mutation est la mutation ponctuelle conduisant à l’insertion d’un 

codon STOP prématuré et l’expression d’une protéine tronquée, instable. Ces 

mutations somatiques d’Ikaros dans les B-ALL sont des événements secondaires de 

la transformation leucémique mais sont un marqueur de pronostique défavorable pour 

le patient.  

Chez la souris, l’haplo-insuffisance d’Ikzf1 combinée à la présence de la 

protéine de fusion BCR-Abl mènent au développement de B-ALL de manière 

accélérée par rapport aux souris n’ayant pas de mutation d’Ikaros (Virely et al., 2010).  

 

L’absence d’une protéine Ikaros fonctionnelle empêche la répression de la voie 

de signalisation IL7/STAT5 ce qui contribue à favoriser la survie et la prolifération. 

Dans le cas d’une mutation entrainant l’activation constitutive de STAT5, les souris 

développent des T-ALL et B-ALL (Katerndahl et al., 2017). Les protéines aberrantes 

telles que BCR-Abl, résultant de l’expression de gènes de fusion et qui sont 

responsables de la transformation leucémique, activent la voie de STAT5. La 

réexpression de la forme WT d’Ikaros dans ces cellules mène à la réduction de la 

croissance leucémique (Schjerven et al., 2017) 
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5. Autres pathologies 

 Lorsque les mutations d’Ikaros sont germinales, elles conduisent peu 

fréquemment au développement de leucémies mais favorisent le développement 

d’immunodéficiences communes variables (CVID) (Eskandarian et al., 2019; Kuehn et 

al., 2016). Cette pathologie est caractérisée par une hypogammaglobulinémie c’est-à-

dire une forte réduction des anticorps sériques, l’absence de plasmocytes et un 

nombre normal de lymphocytes B. Cela peut résulter d’un dysfonctionnement au 

niveau de l’activation des lymphocytes B naïfs par les lymphocytes T auxilliaires, de 

façon intrinsèque ou extrinsèque aux lymphocytes B, ou au niveau de la commutation 

isotypique dans les centres germinatifs. Plusieurs défauts génétiques peuvent mener 

au développement de CVID. Dans le cas d’une absence de protéine Ikaros 

fonctionnelle, le CVID est associé à une réduction drastique du nombre de 

lymphocytes B. 

Une mutation ponctuelle dans le DZ3 d’Ikaros et le développement d’un Lupus 

systémique érythémateux (SLE) a récemment été mis évidence (Van Nieuwenhove et 

al., 2018). Les lymphocytes B périphériques montrent une augmentation de 

l’expression des molécules impliquées dans l’activation et une diminution de celles 

impliquées dans la répression de l’activation. Dans un modèle murin exprimant, après 

l’engagement des cellules vers le lignage B, une forme dominant-négatif d’Ikaros, les 

chercheurs ont montré la production d’anticorps auto-réactifs menant au 

développement de pathologies auto-immunes (Wojcik et al., 2007). 
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Figure I.21: Résumé des phénotypes observés dans les différentes lignées de souris portant une mutation au locus d’Ikzf1  
(Adapté de Marke et al., 2018) 
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C. Rôles d’Helios et Aiolos dans le développement B 

1. Helios 

Helios est présent principalement dans le compartiment des cellules souches 

hématopoïétiques et des progéniteurs multipotents (Kelley et al., 1998). Dans 

l’ensemble des cellules matures, seuls les lymphocytes T régulateurs présentent une 

expression d’Helios significative (Hahm et al., 1998; Kim et al., 2015; Takatori et al., 

2015).  

a) Dans le développement des lymphocytes B 

Au cours de la différenciation des lymphocytes B, l’expression d’Helios diminue 

jusqu’à ne plus être détectable avant la fin du développement précoce. Cela laisse 

penser que son rôle est négligeable cependant il semblerait que cette régulation de 

son expression soit nécessaire au développement normal et à la fonction des 

lymphocytes B. L’absence d’Helios n’empêche pas l’engagement dans le lignage B ni 

la différenciation des lymphocytes. En revanche, elle contribue à diminuer le nombre 

de CLP et donc le nombre absolu de lymphocytes B périphérique (données non 

publiées du laboratoire).Une surexpression d’Helios au cours du développement 

précoce des lymphocytes B entraine la production d’auto-anticorps, la diminution des 

MZ-B et le développement de lymphome (Dovat et al., 2005). Comme nous le verrons 

plus tard, ce phénotype est similaire à celui décrit dans les mutants Aiolos null.  

b) Rôle suppresseur de tumeur 

 Différentes isoformes d’Helios ont été retrouvées dans les leucémies T adultes 

(ALT). La plupart de ces isoformes ne possèdent pas le domaine de liaison à l’ADN et 

ont un rôle dominant négatif prouvant le rôle de suppresseur de tumeur d’Hélios dans 

les ALT (Asanuma et al., 2013). La surexpression d’Helios dans la lignée leucémique 

T, Jurkat, montre un arrêt de la prolifération et une reprise du processus de 
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différenciation, confirmant le rôle du suppresseur de tumeur d’HELIOS dans les T-ALL 

(Li et al., 2018). 

 Dans les cellules souches leucémiques myéloïdes la délétion d’HELIOS 

favorise la différenciation et l’apoptose (Park et al., 2018).  

Enfin,  des altérations d’HELIOS ont été retrouvées dans des sous-types « Low 

Hypodiploid » de B-ALL (Iacobucci and Mullighan, 2017). Les cellules comportent 

entre 32 et 39 chromosomes et ont fréquemment des mutations de TP53.  

2. Aiolos 

En 1997, Morgan et collaborateur ont montré qu’Aiolos était un partenaire 

privilégié d’Ikaros, ces deux protéines pouvant former des hétérodimères, mais 

également des homodimères, grâce au domaine C-terminal (Morgan et al., 1997). 

Dans cette étude, les chercheurs ont également montré qu’Aiolos est un meilleur 

activateur de la transcription qu’Ikaros et que la co-expression des deux facteurs avait 

un effet intermédiaire sur la transcription.  

a) Dans le développement des lymphocytes B 

L’expression d’Aiolos dans le développement précoce des lymphocytes B est 

induite par la voie de signalisation du pré-BCR (Schwickert et al., 2014; Thompson et 

al., 2007). Ce qui signifie qu’Aiolos est exprimé au cours du développement précoce 

des lymphocytes B à partir de la fraction C’. Dès le début, Aiolos participe activement 

à la répression des gènes des chaînes légères de substitution Igll1 (l5) et Vpreb avec 

Ikaros (Thompson et al., 2007). L’implication d’un hétérodimère Ikaros/Aiolos dans la 

relocalisation de locus de l5 vers l’hétérochromatine a été suggérée dans une étude 

récente mettant en évidence le rôle de la protéine OBF1 dans ce processus 

(Karnowski et al., 2008). OBF1 (Oct Binding Factor 1) est un co-activateur 

transcriptionnel spécifique des lymphocytes B. Les souris déficientes pour cette 

protéine présentent une altération de la maturation et de l’activation des lymphocytes 

B (Nielsen et al., 1996). Cependant il est exprimé, comme Aiolos à partir du stade pré-

B et les souris doubles mutantes pour Aiolos et OBF1 présentent une forte réduction 

du nombre de cellules au stade Immature ainsi que dans la périphérie. Cela est dû à 
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un léger blocage au stade pré-BII en raison de l’absence de répression de l’expression 

de l5.   

 Aiolos tient également un rôle important dans l’arrêt du cycle cellulaire en 

réprimant, avec Ikaros, l’expression de c-Myc, ce qui lève la répression de l’expression 

de l’inhibiteur de cycle cellulaire p27 et qui inhibe l’expression de la cycline D3, cycline 

spécifique du passage G1/S (Ma et al., 2010). A partir de là, l’expression d’Aiolos est 

croissante et atteint son maximum dans les cellules B matures.  

Dans le cas d’une absence d’Aiolos au cours de la différenciation des 

lymphocytes B, le développement précoce n’est pas bloqué comme dans le cas de 

l’absence d’Ikaros, mais sa cinétique est altérée. Il semble qu’il y ait une accélération 

de la progression de la fraction A vers la fraction B, et de la fraction C’ à la fraction D. 

En revanche, les stades de maturation ultérieurs semblent compromis (Wang et al., 

1998) 

b) Dans la maturation des lymphocytes B 

De plus, Aiolos a été décrit comme régulateur majeur de la maturation des 

lymphocytes B vers un stade effecteur. Les souris mutantes pour Aiolos présentent 

une augmentation de la quantité d’auto-anticorps dans leurs sera, ainsi qu’une 

augmentation des isotypes IgE, IgG1 et IgG2a sans immunisation. Les populations 

recirculantes, de la zone marginale ou de la cavité péritonéale sont réduites. De plus, 

les sujets âgés développent des lymphomes B et des syndromes de 

lymphoprolifération T. Les souris malades ne présentant pas de syndrome 

lymphoprolifératifs pourraient, en fait, avoir développé une maladie auto-immune, 

sachant que des auto-anticorps dirigés contre le rein sont détectables à partir de 5 

semaines (Wang et al., 1998).  

Aiolos est aussi régulateur du destin des cellules matures en favorisant leur 

engagement vers la voie folliculaire et donc la réponse à l’antigène, en collaboration 

avec la tyrosine kinase de Bruton, Btk, et le récepteur du complément, CD21 (Cariappa 

et al., 2001). Il semble également qu’Aiolos soit indispensable à la génération des 

plasmocytes à longue durée de vie (Cortés and Georgopoulos, 2004).  



 62 

c) Rôle suppresseur de tumeur 

Les souris âgées déficientes pour Aiolos développent des lymphomes B et leurs 

sera contiennent des taux anormaux d’auto-anticorps permettant probablement le 

développement de maladie auto-immune (Wang et al., 1998).  

L’inactivation d’Ikzf3 est retrouvée dans la forme « presque haploïde » des B-

ALL (Iacobucci and Mullighan, 2017). Les cellules comportent entre 24 et 31 

chromosomes et ont souvent des mutations activatrices de Ras. 

Au contraire, la surexpression d’Aiolos dans les leucémies lymphocytiques 

chroniques B (B-CLL) semble associée à un meilleur pronostique (Duhamel et al., 

2008). Cette surexpression est due à l’augmentation de la transcription d’IKZF3, cible 

de la voie NF-kB qui est constitutivement active dans les B-CLL. AIOLOS protège les 

cellules de l’apoptose en régulant les protéines de la famille de Bcl2 (Billot et al., 2011). 

d) Hémopathies liées à Aiolos 

Le myélome multiple (MM) est caractérisé par la prolifération excessive des 

plasmocytes dans la moelle osseuse. Bien qu’il n’en soit pas la cause, Aiolos agit 

comme agent anti-apoptotique en collaboration avec Blimp-1 pour promouvoir la survie 

des plasmocytes dans les Myélomes Multiples (Hung et al., 2016). Le traitement avec 

le Lénalidomide menant à la dégradation d’Aiolos permet ainsi d’interrompre la voie 

Aiolos/Blimp-1 dans cette pathologie.  

La surexpression d’Aiolos prédispose les lymphocytes B circulant à une 

différenciation en plasmablastes qui se concrétise par la sur-activation de la voie de 

signalisation de BAFF, conduisant à la sécrétion d’anticorps anti-dsDNA et 

l’inflammation des tissus dans le lupus systémique érythémateux (SLE) (Nakayama et 

al., 2017). L’absence d’Aiolos mène également au développement de cette pathologie. 

En revanche, les souris doubles mutantes pour Aiolos et OBF1 ne développent plus 

de réaction auto-immune et de SLE (Sun et al., 2003). Ceci montre l’importance de la 

présence d’Aiolos et sa juste régulation pendant la lymphopoïèse B.  
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IV. PROBLEMATIQUE 

Ikaros, Helios et Aiolos ont une forte homologie structurelle et un domaine 

de liaison à l’ADN composé de doigts de zinc dont les propriétés de liaison sont 

tout à fait identiques. Ces trois protéines sont retrouvées dans les foci de PC-

HC et partagent leurs partenaires protéiques ainsi que leurs modes de 

régulations de la transcription de leurs gènes cibles. Cependant, au cours du 

développement des lymphocytes B, Ikaros semble avoir des propriétés non 

redondantes pour le passage pré-BII/Immature B, alors que les deux autres 

facteurs sont exprimés au stade pré-BII et qu’Aiolos semble être également 

important pour certains aspects de ce processus. L’absence d’Ikaros ou 

d’Aiolos au cours du développement précoce des lymphocytes B mènent à des 

phénotypes très différents ce qui renforce l’idée que malgré les fortes 

similitudes, ces facteurs ont des spécificités fonctionnelles qui leurs sont 

propres. Grâce à leur domaine C-terminal, ces protéines peuvent former des 

homodimères et des hétérodimères. Il est donc envisageable que les différents 

dimères aient des fonctions particulières. Or, les dimères formés par les facteurs 

de transcription de la famille d’Ikaros n’ont jamais été étudiés. De plus, 

l’absence d’Ikaros au cours du développement B se traduit par l’absence de 

l’homodimère d’Ikaros mais également celle des hétérodimères Ikaros/Helios et 

Ikaros/Aiolos (Figure P.1). Il est donc impossible de déterminer quel dimère est 

réellement nécessaire au processus de différenciation des lymphocytes pré-B. 

C’est également le cas dans le phénotype Aiolos null.  
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Figure I.IV.1 Représentation théorique de la distribution des dimères de la famille d’Ikaros au 
cours du développement précoce des lymphocytes B. 
Ikaros est représenté en bleu, Helios en vert et Aiolos en rouge 

V. OBJECTIFS 

Ce travail est centré sur la caractérisation des spécificités fonctionnelles des 

facteurs de transcription de la famille d’Ikaros en répondant à ces différentes 

questions : 

- Les différents facteurs ont-ils des motifs de liaison à l’ADN spécifiques ? 

- Les différents dimères ont-ils des gènes cibles spécifiques ? 

- Comment les régulent-ils ? 
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I. Culture cellulaire 

A. J558L-IL7 : Production du surnageant IL-7  

Don de M. Reth – (Winkler et al., 1995) 

Ces cellules de myélomes dérivées de souris BALB/c ont été transfectée avec l’ADN 

complémentaire de l’interleukine 7 murine grâce à un vecteur BMG néo (Bacillus 

subtilis genome portant un gène de résistance à la néomycine). Ces cellules sont 

cultivées dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium) supplémenté de 5% 

de sérum de veau fœtal.  

Le surnageant contenant l’interleukine 7 (IL-7) est récupéré après 10 jours de culture 

des cellules sans changement de milieu. Ce surnageant est filtré à l’aide d’une unité 

de filtration Stericup 500mL avec un filtre 0,22µm (Millipore). Il est ensuite soit utilisé 

directement comme supplément au milieu de culture des cellules BH1, soit congelé.  

B. Les cellules BH1 

Les cellules BH1 sont issues de la moelle osseuse d’une souris portant un knock-out 

conditionnel pour Ikzf1 dans la lignée B (Heizmann et al., 2013). Elles sont cultivées 

dans du milieu IMDM (Iscove Modified Dulbecco Media) supplémenté avec 10% de 

sérum de veau fœtal tet-free (dutscher), 10% de surnageant IL-7, 1% de 

Pénicilline/streptomycine et 50µg/ml de gentamycine. La concentration cellulaire 

initiale est de 300 000 cellules /ml et les cellules sont passées au 1/6 tous les deux 

jours.  

 

C. Les cellules COS-1  

Les cellules COS-1 sont des fibroblastes dérivés de rein de singe. Elles sont cultivées 

dans un milieu DMEM (1g/L glucose) supplémenté de 5% FCS et de gentamycine 

(20µg/ml). Ces cellules ont été utilisées pour la production de protéines destinées aux 

expériences de retard sur gel.  
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D. HEK293T Phoenix Eco 

Ces cellules sont dérivées de la lignée HEK 293T, une lignée dérivée de cellules 

humaines embryonnaires de rein. Elles sont utilisées pour la production simplifiée de 

rétrovirus car elles produisent déjà les protéines d’enveloppe et les protéines Gag 

(Group Antigens) et POL (reverse transcriptase). Pour la production rétrovirale il faut 

transfecter ces cellules avec un plasmide contenant l’information génétique désirée 

encadrée de LTR. Ces cellules sont maintenues en culture dans un milieu DMEM 

(4,5g/L glucose) +10% SVF inactivé + 1mM Pyruvate de sodium + 

Peniciline/Streptomycine 

II. Création des lignées cellulaires 

Dans ce travail j’utilise une technique de complémentation bi-moléculaire de 

fluorescence couplée au système tétracycline-ON dans les cellules BH1.  

A. La complémentation bi-moléculaire de fluorescence (BiFC) 

En collaboration avec le laboratoire de Simona Saccani (IRCAN, Nice) 

La complémentation bi-moléculaire de fluorescence (BiFC : Bi-molecular 

Fluorescence Complentation) repose sur le principe que deux moitiés non 

fluorescentes d’une protéine fluorescente sont capables de reconstituer la 

fluorescence de la protéine initiale. Dans ce travail, j’utilise la protéine fluorescente 

Venus qui est divisée en deux moitiés non fluorescentes V1 et V2. Les fragments V1 

et V2 sont liés aux facteurs de transcription de la famille d’Ikaros grâce à un linker 

composé d’un enchaînement de sérines et de glycines (SGSGGGGSGGGGSSG) 

permettant le mouvement. Ainsi, lors de la dimérisation des facteurs de transcription 

les deux parties V1 et V2 pourront se lier et restituer la fluorescence de Venus, c’est 

la complémentation.  

 De plus, nos collaborateurs ont développé un anticorps monoclonal capable de 

reconnaître un épitope présent sur la protéine complète Venus et sur la protéine Venus 

reconstituée par V1 et V2 mais qui est absent de V1 et de V2 lorsque les fragments 
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sont isolés. Cet anticorps permet alors l’immunoprécipitation spécifique des dimères 

V1/V2 comme schématisé dans la figure MII.1.  

 
Figure MII.1La complémentation bi-moléculaire de fluorescence 
La protéine Venus, fluorescente, est divisée en deux moitiés V1 et V2, non fluorescente. Lorsque V1 et V2 se 
trouvent à proximité l’un de l’autre, ils sont capables de restituer la fluorescence de Venus. Ainsi, V1 et V2 sont liés 
aux facteurs de transcription grâce à un Linker puis, lorsque les facteurs se dimérisent, cela permet à V1 et V2 de 
se complémenter et restituer la fluorescence de Venus. De plus, l’anticorps monoclonal aVenus permet 
l’immunoprécipitation spécifique des dimères formés par V1 et V2.  

B. Le système tétracycline-ON (tet-ON) 

Le système tet-On permet un contrôle précis et efficace de l’activation de la 

transcription des gènes situés en aval d’un promoteur TRE (Tetracycline Responsive 

element). Ainsi en présence de doxycycline, un analogue de la tétracycline, les 

facteurs de transcription de la famille d’Ikaros seront exprimés dans les cellules BH1.  

 

 
Figure MII.2 Le système tetracycline-ON (tet-ON) 
An absence de tétracycline ou de doxycycline, le transactivateur rtTA n’est pas capable de se lier à ses éléments 
de liaison au niveau du promoteur. Il n’y a pas d’activation de la transcription. En présence de tétracycline ou de 
doxycycline, le rtTA change de conformation et est capable de se lier au promoteur et la transcription est alors 
possible. 
 

La transposition de la BiFC couplée au système tet-ON dans les cellules BH1 s’est 

faite par transduction rétrovirale et antibiosélection. La première étape a été la décision 
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de positionner les fragment V1 et V2 en partie N-terminale ou en partie C-terminale 

des protéines.  

C. Clonage moléculaire 

La première étape a été de lier les parties N-ter et C-ter, respectivement V1 et V2, de 

la protéine Venus aux parties N-ter ou C-ter d’Ikaros. J’ai réalisé ces constructions par 

PCR en amplifiant d’un côté l’ADNc d’Ikaros et de l’autre le linker 

SGSGGGGSGGGGSSG avec soit V1 soit V2 de sorte que les deux PCR aient un 

domaine d’homologie. Ceci permet de réaliser une troisième PCR d’alignement en 

utilisant les amorces externes des deux PCR précédentes. Les quatre constructions 

ont été clonées par restriction enzymatique/ligation dans un vecteur pMSCV. 

 

Tableau M.II-1Amorces pour le clonage Ikaros-V1 et Ikaros-V2 
Nom de l’amorce Séquence 5’à 3’ domaine d’homologie Fragment amplifié 

IK-V1/V2 Frag1 FOR CCGGAATTAGATCTCTCGAGCCACCATGGATG  
Ikaros IK-V1/V2 Frag1 REV GAGCCACCGCCACCGGATCCGCTCAGGTGGTAACGATGCTCCC 

IK-V1 Frag2 REV GGAATTTACGTAGCGGCCGCTTACTGCTTGTC Linker-V1 
 
Linker-V2 IK-V1/V2 Frag2 FOR AGCATCGTTACCACCTGAGCGGATCCGGTGGCGGT 

IK-V2 Frag2 REV GGAATTTACGTAGCGGCCGCTTACTTGTACAG 
 
Tableau M.II-2 Amorces pour le clonage de V1-Ikaros et V2-Ikaros 

Nom de l’amorce Séquence 5’à 3’ domaine d’homologie Fragment amplifié 
V1-IK Frag1 FOR CCGGAATTAGATCTCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAG V1-Linker 

 
V2-Linker 

V1/V2-IK Frag1 REV TGACCCTCATCGACATCCATTCCGGAGGACCCACCACCTCCAG 
V2-IK Frag1 FOR CCGGAATTAGATCTCTCGAGATGAAGAACGGCATCAAGGC 
V1/V2-IK Frag2 FOR GAGGTGGTGGGTCCTCCGGAATGGATGTCGATGAGGGTCAAG Ikaros 
V1/V2-IK Frag2 REV GGAATTTACGTAGCGGCCGCTCAGCTCAGGTGGTAACGATGCTCC 

 
Après avoir testé les différentes combinaisons, j’ai, sur le même principe, créer les 

constructions Aiolos-V1, Aiolos-V2, Helios-V1 et Helios-V2. J’ai ensuite cloné les six 

constructions possédant les fragments V1 et V2 en partie C-ter dans les plasmides 

p259 comportant un promoteur du système tétracycline et un gène de résistance à un 

antibiotique sous le contrôle d’un promoteur constitutif. Ainsi, le gène de résistance 

sera toujours exprimé permettant la sélection des cellules transduites.   
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D. Production rétrovirale 

Les cellules Phoenix Eco sont mises en cultures dans une boite de culture cellulaire 

de 60x15mm à 200 000 cellules/ml dans 10mL. Le lendemain, le milieu de culture est 

totalement changé par 5mL de milieu frais. À côté, deux tubes de 15mL sont préparés 

avec 1,5 mL d’Opti-MEM sans antibiotiques. Dans le premier, 50µl de Lipofectamine 

2000 (Invitrogen) sont pipetés et, dans le second, 10µg d’ADN plasmidique. Après 5 

minutes d’incubation à température ambiante, l’opti-MEM contenant l’ADN est ajouté 

au goutte-à-goutte dans celui contenant la lipofectamine. Après 20 minutes 

d’incubation à température ambiante, les complexes lipofectamine/ADN sont ajoutés 

au goutte-à-goutte sur les cellules. Les boites de cultures sont alors replacées dans 

l’incubateur à 37°C 5%C02. Après 24 heures, le milieu de culture est totalement 

remplacé par 5mL du milieu des cellules qui seront transduites. Le surnageant viral 

est alors récolté 24 heures et 48 heures après. Il est soit immédiatement utilisé pour 

une transduction soit congelé dans par aliquots de 500µl à -80°C. 

 

E. Transduction des cellules 

500 000 cellules BH1 sont pipetées dans un eppendorf 1,5mL et culotées par 

centrifugation 5 minutes à 1200 rpm. Le culot est alors resuspendu dans 500µl de 

suspension virale supplémentée de polybrène (8µg/ml) puis déposé dans un puit d’une 

plaque de culture 24 puits. La plaque est centrifugée pendant 10 minutes à 2000rpm 

à température ambiante puis placée dans un incubateur à 37°C 5% CO2. Après une 

heure d’incubation, 1mL de milieu de culture est ajouté aux cellules. Le lendemain, le 

surnageant est jeté et les cellules resuspendue dans 3mL de milieu neuf.  

 

F. Sélection par les antibiotiques   

Les cellules transduites avec le rétrovirus permettant l’insertion de l’ADNc du 

transactivateur sont sélectionnées avec la généticine (G418) à une concentration 

finale de 1mg/mL. Les cellules exprimant les facteurs des transcription liés au 

fragments V2 ont été sélectionnées avec de la puromycine (Invitrogen) à une 
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concentration finale de 3µg/ml. Les facteurs de transcription liés aux fragments V1 

sont co-exprimés d’abord avec le gène de résistance à l’hygromycine (Sigma, 

400µg/ml) ou avec le gène de résistance à la blasticidine (Invitrogen, 20µg/ml).  

III. Immunofluorescence 

La complémentation de fluorescence par V1 et V2 peut se visualiser directement au 

microscope à fluorescence.   

 

Les cellules traitées avec la doxycycline sont récupérées et lavées deux fois dans du 

milieu de culture sans sérum et comptées. 70 000 cellules sont déposées dans une 

goutte de 100µl sur une lame puis laissées 20 minutes à température ambiante dans 

le noir. Les cellules sont alors déposées sur la lame et le surnageant et ôté avec une 

pipette puis lavées deux fois avec 200µl de tampon de lavage (PBS 1X, BSA1%, 

Tween 0.05%). Les cellules sont alors fixées avec 100µl de paraformaldéhyde (PFA) 

4% pendant 10 minutes dans le noir. La PFA est ensuite enlevée et les cellules lavées 

comme précédemment. Puis les cellules sont perméabilisées avec 100µl de tampon 

de perméabilisation (PBS1X, tritonX-100 0.5%) pendant 10 minutes dans le noir puis 

lavées comme précédemment. Préalablement à un marquage intracellulaire, les 

cellules sont incubées pendant 10 minutes à un tampon de blocage (tampon de 

lavage, 5% de sérum dépendant de l’origine de l’anticorps pour le lapin-aIkaros, on 

utilise un sérum de lapin). Les cellules sont lavées comme précédemment puis 

incubées pendant 1 heures avec l’anticorps primaire (aIkaros) dilué au 1/100ème dans 

du tampon de lavage. Les cellules sont lavées trois fois puis incubées avec 100µl 

d’anticorps secondaire (anti-lapin AF568) au 1/400ème dans du tampon de lavage 

pendant 45 minutes. Après trois lavages les lames sont légèrement séchées puis 7µl 

de DAPI (50-100ng/ml) dilué dans de la solution de montage (Glycérol 75%, PBS1X 

20%, Propylgalate 5%) sont appliqués sur une lamelle qui sera déposée sur les 

cellules. La lamelle est ensuite scellée grâce à du vernis à ongle. Les lames sont 

conservées dans une boite à 4°C jusqu’à l’observation au microscope à fluorescence.  
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IV. Immunoprécipitation (IP) 

Pour vérifier la capacité de l’anticorps  aVenus à précipiter spécifiquement des 

dimères j’ai réalisé des expériences d’immunoprécipitation. 

 

Les cellules traitées 24 heures à la doxycyline sont récupérées et lavées avec du 

PBS1X deux fois puis comptées au bleu de trypan. Le culot est alors resuspendu dans 

un tampon de lyse (TrisHCl pH7.5 20mM, NaCl 150mM, EDTA pH8 5mM, NaPIP 5mM, 

NaVO4 pH10 1mM, NaPO4 pH7.6 20mM, b-glycerophosphate 3mM, NaF 10mM, 

TritonX-100 1%, Inhibiteur de protéase (Roche) 1X, Inhibiteur de phosphatase 1X). Le 

lysat est alors passé au sonicateur (Bioruptor, Diagenode) pendant 15 minutes en 

position haute selon des cycles alternant 20 secondes ON et 15 secondes OFF. Le 

lysat est ensuite centrifugé pendant 10 minutes à 14000rpm à 4°C pour éliminer les 

débris puis les protéines sont dosées. Après une étape de clarence avec les billes de 

sépharose protéines G pendant 1 heures, le surnageant est récupéré, 100µg de 

proteines sont mis de côté pour l’INPUT et le reste est mis en incubation sur la nuit 

avec de nouvelles billes et l’anticorps. Le lendemain, les échantillons sont centrifugés, 

le surnageant ôté, un aliquot de même volume que l’input est mis de côté et les billes 

sont lavées 3 fois avec du tampon de lyse. Du tampon de charge (4X : TrisHCl pH6.6 

200mM, SDS 8%, Glycerol 40%, EDTA 50mM, bleu de bromophenol 0.08%, 

b-mercatoéthanol 578mM) est alors ajouté aux billes, à l’INPUT et au surnageant d’IP. 

Les échantillons sont incubés 5 minutes à 95°C puis chargés sur un gel de 

polyacrylamide 7,5%. 

Le choix des billes de sépharose, protéine G ou protéine A se fait en fonction de 

l’anticorps que l’on va utiliser par la suite pour l’immunoprécipitation.  

V. Immobilisation d’anticorps sur billes de sépharose 

(Abcam) 

Pour améliorer l’efficacité de l’immunoprécipitation avec l’anticorps aVenus, j’ai 

immobilisé l’anticorps sur des billes de sépharose  
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Les billes de sépharose couplées aux protéines A ou G sont à choisir suivant le tableau 

de compatibilité.  

Les billes sont lavées deux fois avec du PBS 1X et remises en suspension dans du 

PBS 1X à une concentration de 50% puis laisser en rotation à 4°C pendant la nuit. Le 

lendemain, les billes sont centrifugées à 14000 rpm pendant 1 minute et le surnageant 

est aspiré. Le tampon de dilution (PBS 1X, 1mg/ml BSA) est ajouté à un ratio 1:1 et 

les billes mises en rotation pendant 10 minutes à 4°C. Après une centrifugation, le 

surnageant est aspiré et la solution d’anticorps (20µg d’anticorps pour 30ml de billes 

dans du tampon de dilution) est ajouté à un ratio de 1 :1. Le mélange est fait par 

pipetage puis rotation à 4°C pendant une heure. Après centrifugation, le surnageant 

est ôté et remplacé par du tampon de dilution à un ratio 1 :1. Après une rotation de 5 

minutes à 4°C et une centrifugation le surnageant est remplacé par du PBS 1X à un 

ratio 1 :1 

Le dimethyle pimelimidate (DMP) est préparé extemporanément à une concentration 

de 13mg/ml dans du tampon de lavage (0,2M de triethanolamine dans du PBS). Le 

DMP est alors ajouté aux billes à un ratio 1 :1 et le mélange est mis en rotation pendant 

30 minutes à températures ambiante. Les billes sont alors lavées avec 1ml de tampon 

de lavage et après une rotation de 5 minutes à température ambiante, centrifugées et 

le surnageant enlevé. Cette opération DMP + lavage est renouvelée deux fois. Après 

la dernière centrifugation, le surnageant est enlevé et 50mM d’éthanolamine sont 

ajoutés à un ratio volumique de 1 :1 pour « quencher » le DMP, en rotation pendant 5 

minutes à température ambiante puis les billes sont lavées avec du PBS. Cette 

opération est répétée une fois. Pour retirer l’excès d’anticorps non fixés, les billes sont 

lavées avec 1ml de glycine 1M, pH3, en rotation pendant 10 minutes à température 

ambiante. Cette étape est répétée une fois. Les billes sont alors lavées trois fois dans 

du PBS Tween-20 0,01% puis elles peuvent être stockées à 4°C pour quelques jours. 

Pour éviter une contamination bactérienne, de l’azide de sodium peut être ajouté. 
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Tableau M.V-1Compatibilité anticorps/protein A or G beads (adapté de Dynabeads) 
+++ Liaison forte, ++ liaison moyenne, + liaison faible, - pas de liaison 

Espèce Sous classe d'immunoglobuline Protéine A Protéine G 

Humain 

IgG1, IgG2, IgG4  +++  +++ 
IgG3  +  +++ 
IgD  -  -  
Fab  +   + 
ScFv  +  -  

Souris 
IgG1  +   +++ 
IgG2a, IgG2b, IgG3  +++  +++ 
IgM  -   - 

Rat 

IgG1  +  ++ 
IgG2a  -  +++ 
IgG2b  -  +  
IgG2c  +++  +++ 

Chèvre IgG1  +   +++ 
IgG2  +++  +++  

Mouton IgG1  +   +++ 
IgG2  +++  +++ 

Bovin IgG1  +   +++ 
IgG2  +++  +++ 

Cheval 
IgG(ab)  +   - 
IgG( c )  +  -  
IgG(T)  -  +++ 

Lapin Tous les Ig  +++  ++ 
Chien Tous les Ig  +++  + 
Chat Tous les Ig  +++  + 
Cochon Tous les Ig  +++  + 
Cochon d'inde Tous les Ig  +++  + 
Poulet Tous les Ig  -   -  

VI. L’Immunoprécipitation de Chromatine 

A. La préparation des cellules 

Cinquante millions de cellules sont lavées deux fois dans du PBS 1X à température 

ambiante avec une centrifugation de 10 minutes à 1500 rpm. Puis les cellules sont 

comptées à l’aide d’une cellule de comptage Neubauer et du bleu trypan. Les cellules 

sont resuspendues dans du PBS 1X à une concentration de 5.106 cellules/ml dans un 
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tube de 50mL. Pour la première étape de crosslink, une solution stock de 

Disuccinimidyle glutarate (DSG) est préparée extemporanément à une concentration 

de 163mg/ml dans du Diméthylsufoxide (DMSO). Le DSG est alors ajouté à la 

suspension cellulaire pour obtenir une concentration finale de 652µg/ml. Le tube de 

50mL est alors placé sur un agitateur pendant 45 minutes à température ambiante. 

Cette étape permet de fixer les protéines d’un même complexe en créant un lien de 

7,7Å entre deux terminaisons NH2. Puis les cellules sont culotées par centrifugation 

10 minutes à 1500 rpm à température ambiante et lavées à deux reprises dans 20 ml 

de PBS 1X. Le culot cellulaire est alors resuspendu dans une solution de 

paraformaldéhyde (PFA) à 1% dans du PBS 1X. Cette étape de 10 minutes à 

température ambiante permet de fixer les complexes protéiques à l’ADN. Puis de la 

glycine est ajouté à une concentration finale de 0,25M pendant 5 minutes à 

température ambiante pour emprisonner la PFA libre. Les cellules sont alors culotées 

par centrifugation 10 minutes à 1500 rpm à 4°C. Puis les cellules sont resuspendues 

dans 20ml de PBS1X froid et placées sur un agitateur à 4°C pendant 15 minutes puis 

culotées par centrifugation comme précédemment. Cette étape de lavage est répétée 

une fois.  

Puis les cellules sont resuspendue dans 1ml du premier tampon de lyse LB1 (Tris-HCl 

pH8 50mM, EDTA pH8 2mM, NP-40 0,1%, Glycérol 10%) complémenté d’inhibiteurs 

de protéase (cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail – Merck milipore) 
dans un tube eppendorf de 1,5ml. Les cellules sont incubées dans la glace pendant 

10 minutes puis centrifugées à 1500rpm pendant 10 minutes à 4°C. Le culot est 

resuspendu dans 1mL du tampon de lyse LB2 (Tris-HCl pH8 10mM, NaCl 200mM, 

EDTA pH8 1mM, EGTA pH8 0,5mM) supplémenté avec des inhibiteurs de protéase, 

incubé 10 minutes dans la glace et les noyaux sont culotés par centrifugation 10 

minutes à 1500 rpm à 4°C. Les noyaux sont alors lavés deux fois dans 800µl de 

tampon LB2.3 (2/3 LB2, 1/3 LB3 (Tris-HCl pH8 50mM, NaCl 200mM, EDTApH8 1mM, 

EGTA pH8 0,5mM, Deoxycholate de sodium 0,1%, N-laurylsarcosine 0,5%) 

supplémenté avec des inhibiteurs de protéases puis resuspendus dans ce même 

tampon à une concentration de 100.106 cellules /ml. À cette étape, les échantillons 

peuvent être conservés à -80°C. 
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B. La sonication 

La sonication des échantillons se fait dans des tubes 1,5ml TPX (#C30010010 

diagenode) à 25.106 cellules par tube, soit 250µl d’échantillon dans un sonicateur 

Bioruptor® Plus (Diagenode). Un cycle de sonication est : 5 minutes 15 secondes ON 

/ 15 secondes OFF puissance HIGH. Pour les cellules BH1, 6 cycles de sonication 

sont nécessaires puis les débris sont culotés par centrifugation à 14000 rpm pendant 

10 minutes à 4°C. Pour obtenir des fragments de chromatine entre 300pb et 150pb. 

Pour contrôler la sonication, 50µl d’échantillons sont prélevés et additionné de NaCL 

à une concetration finale de 200mM puis placés à 65°C pendant au moins 4 heures. 

L’ADN est alors purifié sur colonne avec le kit PCR&Gel Clean up (Machery Nagel) 

puis migré sur gel d’agarose 2%. 

 

C. L’immunoprécipitation 

Les échantillons sont divisés dans trois eppendorf 1,5mL à raison de 150µl par tube 

puis dilué au millième dans du tampon de dilution (Tris-HCl pH8 50mM, NaCl 200mM, 

EDTA pH8 1mM, NP-40 0,5%). Pour l’étape de « pre-clear », les billes de sépharose 

couplées aux protéines A ou G sont lavées deux fois dans du tampon de dilution et 

resuspendues à une concentration de 50%. Dans chaque tube contenant l’échantillon, 

80µl de billes sont ajoutées. Les tubes sont alors placés en rotation pendant une heure 

à 4°C. Après une centrifugation de 5 minutes à 1500rpm à 4°C, le surnageant est 

récupéré et placé dans un nouveau tube eppendorf 1,5mL et 20µl par tubes sont 

prélevés (60µl au total) pour l’Input et conservés à -20°C. L’anticorps est ajouté dans 

les échantillons, par exemple pour Ikaros, 5µg d’anticorps sont ajoutés dans chaque 

tube. Puis les tubes sont placés en rotation à 4°C sur la nuit. Le lendemain, 40µl de 

billes à 33% sont ajoutés dans les tubes et du Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) à une 

concentration finale de 0,1% et les tubes sont remis en rotation à 4°C pendant une 

heure. Les tubes sont alors centrifugés pendant 5 minutes à 1500 rpm à 4°C. Le 

surnageant est récolté et conservé dans un tube de 15mL à -20°C. Les billes sont 

lavées avec 800µl de tampon de lavage (Tris-HCl pH8, NaCl 200mM, EDTA pH8 2mM, 

NP-40 1%, SDS, 0,1%), une fois rapidement puis cinq fois en alternant 5 minutes de 

rotation à 4°C et la centrifugation. Puis les billes sont lavées trois fois en alternant 5 
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minutes en rotation à 4°C et la centrifugation avec du TE 50-10 (Tris-HCl 50mM – 

EDTA 10mM). L’ADN est alors élué en resuspendant les billes dans 35µl de TE 50-10 

supplémenté avec 2% de SDS. Après une incubation de 5 minutes à température 

ambiante, les billes sont centrifugées pendant 5 minutes à 1500rpm. Le surnageant 

est récupéré à l’aide d’une seringue d’1ml et une aiguille 29G. Cette étape est répétée 

avec 20µl de TE 50-10 2%SDS. Au total, 55µl sont récupérés de chaque tube faisant 

un total de 165µl par échantillons.  

 

D. La purification de l’ADN 

L’Input est récupéré et décongelé. Du NaCl est ajouté à une concentration finale de 

200mM. Les tubes Input et échantillons sont alors placés dans un thermoblock à 65°C 

pendant une nuit.  

L’ADN de l’Input est purifié sur colonne à l’aide du kit PCR&Gel Clean up (Machery 

Nagel) en suivant les recommandations du fabricant et élué dans 120µl de tampon 

d’élution. L’ADN de l’échantillon est purifié à l’aide du kit de Qiagen MinElute Reaction 

Clean up en suivant les recommandations du fabricant et élué dans 40µl de tampon 

d’élution. 

L’ADN peut aussi être purifié avec des tubes Heavy Phase-Lock gel 1,5mL 

(eppendorf). Dans ce cas, les tubes contenant le gel sont centrifugés 20 secondes à 

14000g. Un volume de phenol-chloroform 1 :24 alcool isoamyle est ajouté à un volume 

d’échantillon et le mélange se fait par pipetage. Le mélange est alors déposé sur le 

gel et le tube est centrifugé 5 minutes à 14000g. Un volume de chloroforme est ajouté 

à la phase aqueuse et le mélange est fait par pipetage eet le tube est centrifugé 

pendant 5 minutes à 14000g. La phase aqueuse est alors récupérée et placée dans 

un nouveau tube eppendorf 1,5mL. Du glycogène est alors ajouté à une concentration 

finale de 66µg/mL et le mélange est vortexé. Le glycogène est utilisé pour améliorer 

l’efficacité de la précipitation de l’ADN. La précipitation de l’ADN se fait en ajoutant 2,5 

volumes d’éthanol 100% et après avoir vortexé le tube pendant 10 secondes, celui-ci 

est placé une heure à -80°C. L’ADN est culoté par centrifugation pendant 15 minutes 

à 14000g à 4°C. Le surnageant est jeté et l’ADN est lavé avec 1mL d’éthanol à 100% 

et centrifugé 5 minutes à 14000g à 4°C. Le surnageant est jeté et le tube est laissé 
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ouvert pendant 10 minutes jusqu’à évaporation totale de l’éthanol. Le culot d’ADN est 

resuspendu dans de l’eau sans nucléase avec les volumes précédemment cités. 

 

E. Le contrôle par qPCR 

Pour vérifier que l’expérience d’immunoprécipitation de chromatine a fonctionné, une 

PCR quantitative est réalisée pour deux sites présents dans la séquence génomique 

du gène Cish. L’un est connu pour être un site de liaison des protéines de la famille 

d’Ikaros (Cish184) et l’autre est un contrôle négatif de fixation (Cish4200).  

Tableau M.VI-1 Amorces pour la PCRq Cish 

 

Pour la préparation de la gamme, l’input est utilisé à différentes concentration : 1X ; 

0,5X ; 0,2X ; 0,04X ; 0,008X ; 0,0016X ; 0,00032X. Le mastermix est composé pour 1 

puit de 6µl SYBRGreen, 1,6µl H2O et 2,4µl Primer Mix 5µM. La qPCR est alors 

réalisée sur un Lightcycler ®480 (software release 1.5.0 SP3) en suivant le programme 

suivant : 
 Temperature (°C) Temps  
Dénaturation 95 15 min 

Cycles d’amplification 
 
Mesure pour quantification 

95 
57 
72 

10 sec 
30 sec 
15 sec 

Fusion 95 
60 
95 

5 sec 
5 sec 
Continue 

Refroidissement 37 -2.2°C/s 
 
 

  

Un graphique représentant le log(10) de la concentration en fonction du nombre de cycle 

pour les points de la gamme. La droite de tendance linéaire donne une équation avec 

laquelle on peut calculer la concentration relative des échantillons. Ainsi, on peut 

calculer la concentration relative de l’ADN immunoprécipité en fonction de l’Input.  

Nom des amorces Séquence 

Cish 184 F  GTCCAAAGCACTAGACGCCTG 
Cish 184 R  TTCCCGGAAGCCTCATCTT 
Cish 4200 F  TACCCCTTCCAACTCTGACTGAGC 
Cish 4200 R  TTCCCTCCAGGATGTGACTGTG 
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F. La préparation de la librairie et séquençage 

Après une purification de l’ADN grâce aux billes SPRIselect avec un ratio 1.8, la 

concentration de l’ADN est évaluée avec un Qubit (Invitrogen) et le kit HS dsDNA (High 

Sensitivity double stran DNA) La préparation de la librairie se fait avec le kit Multiplex 

library (Diagenode) en suivant les instructions du fabricant. Les libraries sont alors 

purifiée pour enlever les primers et les séquences de plus 600bp. La qualité de la 

librairie est évaluée grâce au 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) avec une puce 

High-Sensitivity DNA (#5067-4627). Le séquençage est réalisé sur un séquenceur 

HiSeq4000 illuminé 1x50b.  

G. Analyse bioinformatique 

Tous les outils d’analyse sont disponibles sur : http://www.usegalaxy.org. 

L’alignement des séquences sur le génomes Mus musculus 10 (mm10) est fait avec 

Bowtie 2 (version 2.3.4.3). Puis les résultats sont filtrés sur la qualité de l’alignement 

(MAPQ=40) en utilisant Samtoolsview (version 1.9). L’identification des pics est faite 

avec MACS2callpeak (2.1.1.20160309.6) en regroupant les fichiers contrôles (Input) 

d’une même analyse. L’annotation des pics est fait avec Homer (version 0.0.5, 

disponible sur http://www.use.galaxeast.fr. 

VII. L’Omni-ATAC (Assay for Transposase-Accessible 

Chromatin) 

A. Le protocole 

Protocole d’Amanda Ackerman (28/01/2019), Laboratoire Kaestner 

Ce protocole est basé sur les publications de Buenrostro et al. (Buenrostro et al., 2015, 

2013) 

Après avoir lavé 50 000 cellules avec du PBS 1X (phosphate Buffer Saline) dans un 

eppendorf 1,5mL, le culot cellulaire a été remis en suspension dans 50µl de tampon 

de lyse (48,5µl de tampon de resuspension (49,25mL d’H20 sans nucléase, 500µl Tris-
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HCl pH7,5 1M, 150µl MgCl2 1M, 100µl NaCl 5M), 0,5µl de NP-40 10%, 0,5µl the 

Tween-20 (10%) et 0,5µl Digitonine 1%). Après 3 minutes d’incubation dans la glace, 

1mL de tampon de lavage (990µl de tampon de resuspension, 10µl de Tween-20 10%) 

a été ajouté et le tube a été inversé trois fois pour l’homogénéisation. L’échantillon a 

été ensuite centrifugé 10 minutes à 4°C à 500g. Le culot est alors composé des noyaux 

et le surnageant est composé du cytoplasme.  

Les noyaux ont été remis en suspension dans le tampon de transposition (25µl de 2X 

Tagment DNA Buffer, 16,5µl de PBS 1X, 5µl d’H2O nuclease-free, 2,5µl de 

transposase Tn5 (Illumina), 0,5µl de Tween-20 10%, 0,5µl de digitonine 1%) et placé 

dans un thermoblock à 37°C pendant 30 minutes avec une agitation à 1000rpm. 

L’ADN transposé a ensuite été isolé et purifié en utilisant le kit de Qiagen MinElute 

Reaction CleanUp en suivant les instructions du fabricant. L’élution de l’ADN s’est fait 

dans 10µl de tampon d’élution. À ce stade, l’ADN peut être conservé à -20°C.  

Pour préparer la librairie il faut réaliser une PCR dont les amorces sont répertoriées 

dans le tableau. Dans un tube de PCR, les 10µl d’ADN échantillon ont été ajouté à un 

mix contenant 10µl d’H2O sans nucléase, 25µl de NEBnext High-Fidelity 2X PCR 

Master Mix (Illumina), 2,5µl de l’amorce Ad1_noMX (20µM) et 2,5µl d’une amorce 

Ad2.* possédant un index (20µM). Le programme de PCR est le suivant :  

- 72°C - 5 minutes 

- 98°C - 30 secondes 

- 98°C - 10 secondes 

- 63°C - 30 secondes 

- 72°C - 1 minute 

Après ces 5 premiers cycles de PCR, une qPCR peut être réalisée pour évaluer le 

nombre de cycles de PCR que l’on doit ajouter. Pour cela, 5µl de librairie partiellement 

amplifiée sont prélevés et ajoutés à un mix de qPCR contenant 5µl de NEBNext High 

Fidelity 2X PCR Master Mix (Illumina), 3,85µl d’H2O sans nucléase, 0,5µl d’amorce 

Ad1, 0,5µl d’amorce Ad2.*, 0,15µl de SYBR Green I 100X. Le programme de qPCR 

est le suivant : 

- 98°C – 30 secondes 

- 98°C – 10 secondes 

- 63°C – 30 secondes 

- 72°C – 1 minute 

5 

c

y

c

l

e

s 

20 cycles 
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Il faut ensuite réaliser le graphique de la fluorescence en fonction du nombre de cycle. 

Le nombre de cycles de PCR à ajouter correspond au nombre de cycle qui permettent 

d’atteindre 1/3 du maximum de fluorescence, comme décrit dans le graphique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour rajouter les cycles nécessaires, il suffit de replacer le tube de PCR dans le 

thermocycleur et de rajouter les cycles en suivant ce programme : 

- 98°C – 10 secondes 

- 98°C – 10 secondes 

- 63°C – 30 secondes 

- 72°C – 1 minute 

 

Pour évaluer la qualité de la libraire, 1µl de la PCR est analysé sur le 2100 Bioanalyzer 

(Agilent Technologies) avec une puce High-Sensitivity DNA (#5067-4627). Deux cas 

de figures se présentent alors, soit la librairie nécessite de nouveaux cycles 

d’amplification, soit la librairie est satisfaisante, c’est-à-dire que l’ADN libre, les 

fragments comportant un et deux nucléosomes sont bien détectés. La purification de 

la librairie se en utilisant des billes SPRIselect (Beckman Coulter) avec un ratio 

(billes/ADN) de 1,8. Afin d’être certain d’enlever l’intégralité des amorces, la 

purification est faite deux fois. 

Le séquençage de 2x100 bases est fait sur un séquenceur Hiseq 4000. 

 

 
 
 
 
 
 
 

N 

cycles 
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Tableau M.VII-1 Amorces d’ATAC-seq 
Nom du primer Séquence du primer 
Ad1_noMX  AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCGTCAGATGTG  
Ad2.2_CGTACTAG CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTAGTACGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT  
Ad2.3_AGGCAGAA CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCAGGAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT  
Ad2.5_GGACTCCT  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATGCCTAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT  
Ad2.6_TAGGCATG  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGAGAGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT  
Ad2.7_CTCTCTAC  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGCGTAGCGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT  
Ad2.8_CAGAGAGG  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGCCTCGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT  
Ad2.9_GCTACGCT  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGCCTCTTGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT  
 

B. L’analyse bioinformatique  

Les données ont été analysées en utilisant le pipeline ENCODE ATAC-seq (V.1.5.1). 

L’alignement des reads est réalisé avec Bowtie2 (v.2.3.4.3) (Langmead and Salzberg, 

2012). L’identification des pics a été faite en utilisant MACS2 (v.2.2.4). Les 

comparaisons d’intérêts (Ikaros vs CTRL et Aiolos vs CTRL) ont été faites en utilisant 

la méthode proposée en 2014 par Love, Huber et Anders (Love et al., 2014) : DeSeq2 

(v.1.24.0).  

VIII. Analyse de la transcription par RNA-seq 

A. Le protocole 

Les cellules BH1-rtTA, BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2 et BH1-Aiolos-V1/Aiolos-V2 ont été 

traitées pendant 24 heures avec des doses adaptées de doxycycline : 2µg/ml, 50ng/ml 

et 35 ng/ml respectivement. Les ARNs ont été extrait suivant les recommandations du 

kit RNeasy Mini (# 74104) de Qiagen. 

Les libraries ont été réalisée en suivant les recommandations du kit TruSeq Stranded 

mRNA (Illumina #20020595). 

Le séquençage de 1x50 bases a été réalisé sur le séquenceur HiSeq4000 (Illumina). 
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B. Analyses bioinformatiques 

Les reads ont été préprocessées pour retirer les adaptateurs de la librairie, les 

séquences polyA et les séquences de faibles qualités (score <20). Puis, les reads de 

moins de 50 bases ont été retirées des analyses. Les reads conservées ont été 

alignées sur le génome mm10 (Mus musculus) en utilisant le logiciel STAR (v.2.5.3a). 

La quantification de l’expression génique a été faite en utilisant les reads alignées une 

seule fois en utilisant htseq-count (v.0.6.1.p1) avec les annotations d’Ensembl (v.90). 

Seules les reads allouées de façon non-ambiguë ont été gardées pour la 

normalisation. Les reads ont été normalisées avec la méthode proposée par Anders 

et Huber (Anders and Huber, 2010). Les comparaisons d’intérêt ont été faites en 

utilisant DeSeq2 (v.1.16.1). 

 

IX. Isolation et marquage des cellules primaires 

Les cellules primaires sont issues de souris sauvage (WT) ou mutantes (DIkzf3). Les 

souris sont sacrifiées par exposition au CO2.  

A. Isolation des cellules de la moelle osseuse 

Pour l’isolation des cellules de la moelle osseuse, les fémurs, tibias et péronés 

sont récupérés et broyés dans un mortier dans une solution de PBE (PBS 1X, BSA 

0,5%, EDTA 2mM). Pour un enrichissement total, la moelle épinière et le sternum sont 

également récupérés et broyés. Le broyat est filtré sur des membranes de 50µm. 

Après une centrifugation des 10 minutes à 1500rpm à 4°C, le culot est resuspendu 

dans une solution de NH4Cl 0,83% pour l’érythrolyse et incubé à température ambiante 

pendant 5 minutes. Après deux lavages en PBE, les cellules sont prêtes pour 

l’immunomarquage.  
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B. Isolation des cellules de la rate 

La rate est récupérée dans un tampon PBE puis écrasée à l’aide d’un piston de 

seringue dans une boîte de pétri de 60x15mm. La suspension cellulaire est passée 

sur un tamis de 50µm puis centrifugée pendant 10 minutes à 1500rpm, 4°C. Le culot 

est resuspendu dans une solution de NH4Cl 0,83% pour l’érythrolyse et incubé à 

température ambiante pendant. 5 minutes. Après deux lavages au PBE, les cellules 

sont prêtes pour un immunomarquage.  

C. Enrichissement sur colonne  

Pour récupérer les lymphocytes B spléniques, les cellules de la rate sont 

comptées au bleu de trypan puis centrifugées 10 minutes à 1500rpm à 4°C. Le culot 

cellulaire est resuspendu à une concentration de 20.106 cellules/ml dans du PBE + 

CD19-biotine (1/100ème). La suspension est laissée sur glace pendant 30 minutes puis 

les cellules sont lavées deux fois avec du PBE et finalement resuspendues à une 

concentration de 107/90µl. Un aliquot de 20µl est prélevé pour la vérification de pureté. 

Les billes magnétiques streptavidine (MACS 130.048.101) sont ajoutées à une 

concentration de 10µl/107cellules. Le mélange est laissé sur glace pendant 15 minutes 

puis lavé avec 2ml de PBE et centrifugé. Les cellules sont resuspendues dans du PBE 

à une concentration de 108cellules/500µl. La colonne MACS LS est placée sur le 

séparateur MACS et rincée avec 3ml de PBE. La suspension cellulaire est chargée 

sur la colonne et les cellules non marquées sont récupérées, un aliquot est prélevé 

pour la vérification de pureté. La colonne est lavée trois fois avec du PBE puis ôtée du 

séparateur et placée sur un tube de récolte. Pour récupérer les cellules retenues sur 

la colonne il faut alors appliquer 5ml de PBE sur la colonne et utiliser le piston pour 

forcer le passage du tampon. Les cellules sont resuspendues et un aliquot est prélevé 

pour la vérification de pureté.  

1. Vérification de pureté 

Les trois aliquots « avant », « pendant », « après » sont récupérés et 

centrifugés puis le culot est resuspendu dans 100µl de PBE + mix d’anticorps (CD11b-

FITC 1/100ème, CD3-Cy5 1/100ème, Streptavidine-PE 1/400ème). Le mélange est gardé 
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sur glace pendant 30 minutes puis lavé avec du PBE. Les cellules marquées sont alors 

analysées par cytométrie de flux.  

X. Marquage intracellulaire des facteurs de transcription 

de la famille d’Ikaros dans les cellules primaires et les 

cellules BH1 

A. Dans les cellules primaires de la moelle osseuse  

Les cellules primaires sont mises à une concentration de 20.106/ml dans du PBE + 

mix d’anticorps (Tableau M.X.1) à la concentration optimale. Le marquage se fait 

pendant 30 minutes sur glace puis les cellules sont lavées dans du PBE. Ensuite les 

cellules sont fixées puis perméabilisées et marquées en suivant les recommandations 

du kit Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer Set (eBiosciences). 

 

Les différentes fractions des cellules de la moelle osseuse sont alors analysées grâce 

suivant la stratégie présentée figure M.X.1.  

 
Figure M.X.1 Analyse des différentes fractions de la moelle osseuse 
 

B. Dans les cellules BH1 

Les cellules BH1 sont récupérées en culture puis lavées au PBS. Le marquage avec 

les anticorps primaires aIkaros, aAiolos ou aHelios (Tableau M.X.1) puis l’anticorps 

secondaire aLapin-PE est fait en suivant les recommandations du kit Transcription 

Factor Staining Buffer Set (eBiosciences).  
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Tableau M.X-1 Liste des anticorps utilisés 
Spécificité Conjugaison Concentration Fournisseur Référence 
Ikaros C-ter Purifié 1/800 IGBMC  
Aiolos Purifié 1/100 Cell signaling D1C1E 
Aiolos PE 1/100 eBioscience 12-5789-80 
Helios Purifié 1/100 Cell signaling D8W4X 
IgM Cy5 1/300 Southern biotech SBA 1020-15 
Kappa LC BV421 1/100 BD Biosciences 562888 
CD179b(l5) Biotine 1/100 BD Biosciences 551865 

B220 FITC 1/100 Invitrogen RM2601-3 

CD19 Biotin 1/100 eBioscience 13-0193 

CD43 BV421 1/100 BD biosciences 562958 

Anti-lapin PE 1/400 Jackson 711-116-152 

Streptavidine APC-Cy7 1/400 BD Biosciences 554063 

Streptavidine AF700 1/400 Invitrogen S-21383 

Streptavidine PE 1/400 Jackson 016-110-084 
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Résultats   
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Dans le laboratoire nous avons établi une lignée de lymphocytes pré-B murins 

(BH1) à partir des cellules de la moelle osseuse d’une souris Ikzf1Flox/Flox (Heizmann et 

al., 2013). Ces cellules sont déficientes pour Ikaros et sont bloquées dans leur 

différenciation au stade pré-B. La réexpression d’Ikaros dans ces cellules permet de 

reprendre le processus de différenciation et d’obtenir, in vitro, des cellules exprimant 

le BCR. Ces cellules expriment de faibles niveaux d’Aiolos et Helios qui ne sont donc 

pas capable de soutenir la différenciation des lymphocytes pré-B. Ainsi, Ikaros semble, 

ici, avoir une fonction unique. Cependant, l’absence d’Ikaros ne conduit pas seulement 

à l’absence des homodimères d’Ikaros mais également à l’absence des différents 

hétérodimères qu’il pourrait former avec Helios et Aiolos. Il est donc impossible de 

savoir quel dimère est nécessaire à la différenciation des lymphocytes pré-B.  

Pour étudier spécifiquement les dimères, j’ai utilisé un système de 

complémentation bi-moléculaire de fluorescence (BiFC), plus précisément décrit dans 

le matériel et méthode, qui repose sur l’association de chaque monomère avec une 

moitié (V1 ou V2) non fluorescente de la protéine fluorescente Venus. Lorsque les 

deux monomères forment le dimère, les deux moitiés de Venus s’associent et 

reconstituent la fluorescence de Venus. Cela permet de directement visualiser la 

dimérisation par cytométrie de flux ou immunofluorescence. Grâce à notre 

collaboration avec l’équipe de Simona Saccani (IRCAN, Nice), j’ai pu également 

utiliser un anticorps (aVenus) reconnaissant un épitope présent uniquement sur la 

protéine Venus et sur la protéine Venus reconstituée par V1 et V2. Ainsi, la réalisation 

d’expérience d’immunoprécipitation de chromatine avec cet anticorps m’a permis 

d’étudier la liaison à l’ADN des différents dimères de la famille de facteurs de 

transcription Ikaros. Cela donne l’avantage d’utiliser le même anticorps pour les 

différents dimères et ainsi de ne pas induire de biais dû à une efficacité différente des 

anticorps spécifiques des facteurs de transcription. 

 Dans ce travail de thèse, j’ai étudié les différents dimères formés par les 

facteurs de transcription de la famille d’Ikaros suivant deux grands axes de travail : 

leurs spécificités de liaison à l’ADN et leurs spécificités fonctionnelles au cours du 

développement précoce des lymphocytes B. Ces deux grands axes seront présentés, 

dans cet exposé, à la suite de la preuve de concept de la méthode.  
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I. La preuve de concept 

Dans notre laboratoire nous avons acquis une expertise sur le rôle d’Ikaros dans 

le développement précoce des lymphocytes B. C’est pourquoi j’ai décidé de valider le 

concept de mon projet avec Ikaros. J’ai détaillé dans cette section les étapes 

nécessaires à l’obtention d’une lignée BH1 exprimant l’homodimère d’Ikaros : Ikaros-

V1/Ikaros-V2. J’ai ensuite vérifié que la présence des fragments V1 et V2 ne perturbent 

ni la localisation d’Ikaros ni sa fonctionnalité spécifique au cours de la différenciation 

des lymphocytes pré-B.  

A. Quelle position pour les fragments V1 et V2 : N-terminale ou 
C-terminale ? 

Les facteurs de la famille d’Ikaros possèdent leur domaine de liaison à l’ADN 

en position N-terminale (Nter) et leur domaine de dimérisation en position C-terminale 

(Cter). Pour vérifier à quelle position, Nter ou Cter, les fragments V1 et V2 doivent être 

positionné, j’ai testé les combinaisons suivantes : Ikaros-V1/Ikaros-V2 ; Ikaros-V1/V2-

Ikaros ; V1-Ikaros/Ikaros-V2 et enfin V1-Ikaros/V2-Ikaros où la position de V1 et de V2 

par rapport à Ikaros représente la position en Nter ou Cter.  

Pour cette expérience, l’expression des transgènes est accompagnée par celle 

d’un gène rapporteur dont la séquence se situe après une séquence IRES (Internal 

Ribosome Entry Site) dans la construction plasmidique. Ainsi la protéine Ikaros liée en 

Nter ou Cter au fragment V1 sera accompagnée de l’expression de hCD4 (CD4 

humain) et Ikaros liée au fragment V2 par TdTomato (Figure RI.1) 

Toutes les combinaisons testées sont capables d’exprimer la fluorescence de 

Venus. Les combinaisons N-ter/N-ter et C-ter/C-ter sont les deux qui présentent une 

intensité de fluorescence plus importante. Cela pourrait refléter une association plus 

stable de V1 avec V2. Cependant, seule la combinaison C-ter/C-ter présente une 

population cellulaire qui semble avoir diminué en taille, ce qui est la première marque 

de la reprise de la différenciation des cellules BH1 ré-exprimant Ikaros. Au regard de 

cette expérience, j’ai donc choisi de positionner les fragments V1 et V2 en partie Cter 

des facteurs de transcription de la famille d’Ikaros.  
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Figure RI.1 Positionnement des fragments V1 et V2 en N- ou C-terminal 
Les cellules BH1 ont été transduites avec les vecteurs rétroviraux pMihCD4 et pMiTo portant respectivement les 
transgènes liés à V1 et à V2. La position de V1 et de V2 dans le nom de la lignée est représentative de la position 
en N- ou C-terminale. L’analyse par cytométrie de flux est faite trois jours après la transduction. Le marquage du 
rapporteur hCD4 n’étant pas satisfaisant, l’expression de la fluorescence de Venus par la complémentation V1+V2 
est analyée sur les cellules TdTomato+. 

B. Création de la lignée BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2 

Comme expliqué précédemment, la réexpression d’Ikaros dans les BH1 permet 

de reprendre le processus de différenciation. Ainsi, pour les études fonctionnelles, il 

est nécessaire de pouvoir contrôler l’expression des transgènes dans ces cellules. 

Pour cela j’ai choisi un système d’activation de la transcription par la tétracycline 

(tetracycline-ON ou tet-ON) ou son analogue, la doxycycline. J’ai dû tester différentes 

stratégies avant d’obtenir la lignée BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2  

1. La lignée BH1-rtTA 

Le système tet-ON nécessite la présence, dans la cellule, de son transactivateur 

(rtTA). Cette molécule agit comme un récepteur nucléaire pour la doxycycline. En 

présence de doxycycline, il change de conformation et peut alors se fixer sur ses 

récepteurs spécifiques présents sur le promoteur TRE3G (Tetracycline Responsive 

Element – 3rd generation) qui contrôle la transcription des transgènes.  

J’ai, dans un premier temps, transduit les cellules BH1 grâce à un rétrovirus 

permettant l’insertion de l’ADNc codant pour rtTA ainsi que celui du gène de résistance 

à la néomycine. Après sélection, j’ai obtenu une lignée proliférant normalement dans 

un milieu supplémenté en néomycine, que j’ai considérée comme stable, et que j’ai 

nommée BH1-rtTA.  
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2. Première stratégie pour l’obtention de la lignée BH1-Ikaros-V1/ikaros-V2 

Pour obtenir une lignée exprimant de façon équivalente les deux nouvelles 

formes d’Ikaros, je les ai d’abord clonées dans le même vecteur, séparé par un IRES. 

Le vecteur p259 vient originalement avec le gène Hph codant pour l’Hygromycine B 

phosphotransférase qui dégrade l’hygromycine B et confère aux cellules la résistance 

au traitement. Après une semaine de sélection, j’ai activé la transcription des 

transgènes en traitant les cellules avec la doxycycline puis j’ai analysé la fluorescence 

de Venus par cytométrie de flux. Bien que les cellules prolifèrent normalement dans 

un milieu supplémenté en hygromycine, la fluorescence de Venus n’est pas détectable 

(Figure RI.3 A et B). Nous verrons dans le paragraphe suivant que l’hygromycine B 

n’est pas un antibiotique efficace dans notre lignée cellulaire. C’est pourquoi j’ai 

changé le gène de résistance dans mon vecteur p259 Ikaros-V1 IRES Ikaros-V2 par 

le gène Pac codant pour la Puromycine-N acétyltransférase conférant aux cellules une 

résistance au traitement à la puromycine. Cependant, j’ai obtenu le même résultat. Il 

semblerait que les cellules soient sélectionnées par l’antibiotique mais celles-ci 

n’expriment pas les gènes d’intérêt (Figure RI.3 C et D).  

 
Figure RI.2 Première stratégie pour l'expression des transgènes liés aux fragments V1 et V2 
Les cellules BH1 rtTA ont été tranduites avec les vecteurs rétroviraux permettant l’insertion dans l’ADN des 
construction représentées en A et C. En B et D, les dotplots obtenus par cytométrie de flux pour la fluorescence de 
Venus 24 heures après le traitement avec 2µg/ml de doxycyline. 

3. Deuxième stratégie pour l’obtention de la lignée BH1-Ikaros-V1/ikaros-

V2 

L’échec de la première stratégie pourrait s’expliquer par la taille de la cassette 

qui doit être insérée : 8,1kb ce qui est la limite de capacité d’insertion des vecteurs 

rétroviraux. 
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J’ai donc décidé de faire exprimer les deux formes d’Ikaros grâce à deux 

vecteurs différents. Le premier portant d’ADNc codant pour Ikaros-V1 accompagné 

par le gène Hph : p259-Ikzf1V1-PGK-Hph (Figure RI.3.A). Après transduction des 

cellules, j’ai vérifié que les cellules expriment bien Ikaros en faisant un marquage 

intracellulaire et une analyse par cytométrie de flux (Figure RI.3.B). Seulement 34% 

des cellules expriment Ikaros après dix jours de sélection avec l’hygromycine. Le 

deuxième vecteur permet l’expression d’Ikaros-V2 et une sélection des cellules 

transduites avec la puromycine (Figure RI.3.C). J’ai également contrôlé l’expression 

d’Ikaros dans les cellules et 73% d’entre-elles expriment Ikaros après 10 jours de 

sélection. J’ai ensuite transduit les cellules BH1-rtTA avec les deux vecteurs à 24 

heures d’intervalle puis j’ai commencé la sélection antibiotique le troisième jour. Après 

10 jours de sélection pendant lesquels j’ai pu observer l’apparition de clusters 

cellulaires, les cellules ont commencé à proliférer normalement. J’ai alors testé 

l’activation de la transcription par la doxycycline et analysé l’expression de VENUS par 

cytométrie de flux (Figure RI.3.E).  

 
Figure RI.3 Expression de la fluorescence de Venus par complémentation V1+V2 
Les cellules BH1 rtTA ont été transduites avec les vecteurs rétroviraux permettant l’insertion des constructions 
présentées en A et C. En B et D sont représentés les marquages intracellulaires de la protéine Ikaros grâce à un 
anticorps polyclonal Lapin anti-Ikaros et un anticorps secondaire anti-lapin-PE et analysé par cytométrie de flux. 
En E est représentée l’expression de la fluorescence de Venus grâce à la complémentation V1+V2. Le traitement 
à la doxycyline est fait pendant 24 heures à une concentration de 2µg/ml. 

D’après les résultats obtenus il y a moins de cellules qui expriment Ikaros dans 

la lignée BH1 rtTA Ikaros-V1 que dans la lignée BH1 rtTA Ikaros-V2. La différence 

peut s’expliquer par une plus faible efficacité du virus ou par une mauvaise sélection 

antibiotique. Cependant, cette stratégie de transduction semble être la bonne puisque 

les cellules BH1 rtTA Ikaros-V1/Ikaos-V2 expriment une fluorescence de Venus après 

le traitement à la doxcycyline. 

Malgré la présence constante des antibiotiques dans le milieu de culture la 

sélection des cellules n’est pas maintenue à un niveau stable (Figure RI.4.A). Il y a 
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une contre-sélection des cellules qui sont transduites avec Ikaros-V1. Cette absence 

du maintien de la sélection au cours du temps peut être due au fait que l’hygromycine 

est un antibiotique qui agit lentement et qui ne tue pas les cellules par un arrêt de 

l’activité ribosomale mais par l’incorporation anormale d’acides aminés pendant la 

traduction menant à la production de protéines non conformes. 

J’ai donc choisi de changer le gène de résistance à l’hygromycine dans le vecteur 

portant l’ADNc codant pour les protéines liées à la partie V1 par le gène BSD 

prodiguant la résistance à la blasticidine qui se montre aussi efficace que la 

puromycine pour le maintien en culture des cellules transduites (Figure RI.4.B). 

 
Figure RI.4 Remplacement de l'hygromycine par la blasticidine 
(A) Les cellules BH1 ont été traitées pendant 24 heures avec la doxycycline (2µg/ml) après 10 jours et 3 semaines 
de sélection hygromycine (400mg/ml) / puromycine (2µg/ml), puis la fluorescence de Venus a été mesurée par 
cytométrie de flux. (B) Le gène de sélection Hph a été remplacé par le gène de résistance à la blasticidine (BSD) 
puis les cellules transduites ont été sélectionnées trois semaines avec la blasticidine (20µg/ml) et la puromycine 
(2µg/ml) et traitées avec la doxycycline (2µg/ml) pendant 24 heures. La fluorescence de Venus a été analysée par 
cytométrie de flux (B).  
 

 

C. La présence de V1 et V2 n’empêche pas la localisation 
normale d’IKAROS dans les cellules  

Dans les lymphocytes pré-B murins et donc dans les cellules BH1, Ikaros est 

localisé, dans le noyau, au niveau des foci de PC-HC. Pour contrôler la localisation 

nucléaire d’lkaros lorsqu’il est lié à V1, V2 ou la protéine totale Venus, j’ai utilisé les 

trois lignées suivantes : BH1-Ikaros-ires-GFP qui, après le traitement à la doxycycline, 

exprime la protéine murine Ikaros et la GFP ; BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2 et BH1-Ikaros-

Venus (Figure RI.5). La première lignée confirme bien qu’Ikaros se localise au niveau 
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dans le noyau en foci. Les trois autres lignées montrent que la localisation d’Ikaros ne 

semble pas perturbée par l’ajout des parties V1 et V2 ni par la protéine totale Venus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

D. V1 et V2 ne perturbent pas la fonctionnalité d’Ikaros dans les 
cellules BH1  

Les cellules BH1 sont bloquées dans le processus de différenciation au stade 

pré-B. La réexpression de la forme entière d’Ikaros dans ces cellules permet le 

restaurer le processus de différenciation et il est alors possible de détecter des cellules 

au stade immature présentant un BCR après 5 jours.  

J’ai donc procédé à une expérience de différenciation in vitro pour la lignée BH1-

IkarosV1/IkarosV2. Pour cela j’ai cultivé les cellules avec ou sans doxycycline dans un 

milieu dépourvu d’IL-7. Après 5 jours, j’ai marqué les cellules avec un anticorps dirigé 

contre la chaîne lourde µ des immunoglobulines et un anticorps dirigé contre la chaîne 

légère k, qui est la chaîne légère la plus fréquemment exprimée par les lymphocytes 

B murins (Figure RI.6). Ainsi, les cellules qui sont doublement positives sont celles qui 

expriment un BCR à leur surface et qui ont donc repris le processus de différenciation. 

L’analyse par cytométrie en flux montre que plus de 85% des cellules sont dans ce 

cas. Cette fonction spécifique d’Ikaros n’est donc pas altérée par la présence des 

fragments V1 et V2.  

Figure RI.5 Visualisation de la localisation d'Ikaros par immunofluorescence 
Les cellules BH1 transduites avec Ikaros-ires-GFP ou Ikaros-Venus ou Ikaros-V1 et Ikaros-V2 ont été traitées 
pendant 24 heures avec de la doxycycline (2µg/ml). Pour l’analyse par immunofluorescence, Ikaros a été marqué 
par un anticorps polyclonal de lapin et un anticorps secondaire anti-lapin-AF568 (rouge). La fluorescence de la 
GFP et de Venus est naturelle (vert) 
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E. L’anticorps aVenus permet l’immunoprécipitation spécifique 
des dimères 

Dans ce travail, je veux pouvoir étudier les spécificités fonctionnelles des 

dimères de la famille d’Ikaros. Pour cela, j’utilise la BiFC pour bénéficier de la capacité 

de l’anticorps aVenus à immunoprécipiter les dimères formés avec les fragments V1 

et V2. Pour vérifier que cet anticorps est efficace, j’ai réalisé une expérience 

d’immunoprécipitation. Pour cela, j’ai utilisé une lignée BH1-IkarosV2 et la lignée BH1-

IkarosV1/IkarosV2 (Figure RI.7.A). Cette expérience a été réalisée avec la lignée 

sélectionnée avec l’hygromycine B, ce qui explique la plus faible présence d’Ikaros-V1 

dans l’Input. En revanche, cela permet de bien visualiser son enrichissement dans la 

condition de l’immunoprécipitation pour atteindre un ratio 1 :1 avec la forme Ikaros-V2 

ce qui confirme la précipitation des homodimères. La lignée BH1-IkarosV2 confirme 

bien la spécificité de l’anticorps pour la protéine Venus complémentée car la forme 

Ikaros-V2 n’est pas immunoprécipitée.  

 De plus, l’anticorps aVenus peut être utilisé pour immunoprécipiter la protéine 

Venus entière. Ainsi, j’ai réalisé une immunoprécipitation avec soit l’anticorps aVenus 

soit l’anticorps aIkaros sur des extraits protéiques issus de la lignée BH1-Ikaros-Venus 

(Figure RI.7.B). Dans ce cas-là, les deux anticorps permettent de co-immunoprécipiter 

Ikaros-Venus avec la protéine Aiolos endogène. Aiolos interagit donc naturellement 

avec Ikaros et ne peut le faire que lorsque le domaine de dimérisation d’Ikaros est 

Figure RI.6 Différenciation des cellules BH1-IkarosV1/IkarosV2 
Les cellules sont traitées pendant 5 jours avec ou sans doxycycline (2µg/ml). Les cellules sont ensuite marquées avec 
les anticorps dirigés contre les chaînes lourde µ et légère k, respectivement couplés aux fluorochromes Cy5 et BV421. 
Les cellules doubles positives sont celles exprimant le BCR. 
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disponible. Alors que la probabilité de former des hétérodimères entre une protéine 

surexprimée et une protéine endogène faiblement exprimée est assez faible, Ikaros-

Venus se dimérise avec Aiolos endogène. Cela pose la question de l’affinité de 

dimérisation d’Ikaros avec lui-même ou avec Aiolos.  

 

 
Figure RI.7 L'anticorps aVenus permet l'immunoprécipitation des dimères V1+V2 
(A) Les cellules des lignées BH1-Ikaros-V2 et BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2 ont été traitées pendant 24 heures avec la 
doxycycline (2µg/ml) puis protéines totales ont été extraites. L’immunoprécipitation a été réalisée avec l’anticorps 
aVenus Le western blot est fait avec des anticorps anti-Ikaros (polyclonal de lapin) et anti-Aiolos (monoclonal de 
lapin) et un anticorps anti-Lapin-HRP. (B) Immunoprécipitation avec les anticorps aIkaros et aVenus sur des extraits 
protéiques de la lignée BH1-IkarosVenus. Le western blot est réalisé avec les même anticorps qu’en A. 
 
 

F. V1 et V2 ne force pas la dimérisation des facteurs de 
transcription 

 Pour terminer cette preuve de concept je me suis intéressée à l’impact de V1 et 

V2 sur la dimérisation des facteurs.  Pour cela, j’ai supprimé, par mutagenèse, les deux 

doigts de zinc du domaine de dimérisation dans les constructions Ikaros-V1 et 

IkarosV2 (Figure RI.7.A). J’ai ensuite fait exprimer ces constructions dans des cellules 

COS-1 et réalisé l’extraction des protéines. Nous avons réalisé une expérience de 

retard sur gel en utilisant une sonde synthétique BS4 (Molnár and Georgopoulos, 

1994) marquée au P32 qui est liée par Ikaros (Figure RI.7.B). Dans ces expériences, 

les complexes ADN/protéines migrent sur un gel d’acrylamide en fonction de leurs 

tailles et sont révélés par autoradiographie. Les formes WT d’Ikaros migrent en un 

complexe majeur alors que les formes mutées migrent en deux complexes distincts. 

Alors que les formes WT semblent se fixer à l’ADN sous forme de dimère de taille 

unique, il semble donc que les protéines mutées se fixent à l’ADN sous forme de 
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monomère, il y a donc deux complexes de tailles différentes car V1, 157 acides 

aminés, est plus grand que V2, 81 acides aminés. En utilisant l’anticorps aVenus 

pendant l’incubation des protéines avec la sonde cela alourdit le complexe formé par 

V1 et V2 qui migrera donc moins vite que les complexes non fixés par l’anticorps. Ainsi, 

la majorité du complexe migre moins loin que précédemment ce qui prouve bien que 

la majorité des complexes formés et liant l’ADN sont les dimères formés avec V1 et 

V2.  

Dans le cas des protéines qui n’ont plus le domaine de dimérisation, la migration 

des complexes reste inchangée en présence de l’anticorps aVenus. Ceci montre que 

les complexes ne sont pas ciblés par l’anticorps aVenus et ne sont donc pas formé 

par des dimères comprenant V1 et V2. Les fragments V1 et V2 ne forcent donc pas la 

dimérisation des protéines.  

 

 

 
Figure RI.8 V1 et V2 ne forcent pas la dimérisation 
(A) Présentation des formes WT et DDZ5&6 d’Ikaros. (B) Expérience de retard sur gel avec ou sans l’anticorps 
aVenus, réalisée par Philippe Kastner avec des extraits protéiques venant de cellules Cos-1 transfectées avec les 
constructions Ikaros-V1 et Ikaros-V2 WT ou DDZ5&6 et la sonde BS4. 
 
 

 

Dans cette première partie de mes résultats, j’ai montré que le système de 

complémentation bi-moléculaire de fluorescence était transposable dans la lignée de 

lymphocytes pré-B murins, BH1. Le couplage des fragments V1 et V2 ne semble 

empêcher ni la localisation ni la fonctionnalité d’Ikaros et donc, certainement, d’Helios 

et d’Aiolos. De plus, l’anticorps aVenus, permet l’immunoprécipitation spécifique des 

dimères. Enfin, il semble que V1 et V2 ne favorisent pas la dimérisation.  
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II. Étude de la liaison à l’ADN des facteurs de 

transcription de la famille d’Ikaros 

L’objectif principal de cette partie du travail est de mettre en évidence des 

spécificités de liaison à l’ADN des dimères formés par les facteurs de transcription de 

la famille d’Ikaros. Bien que le système tet-ON permette de contrôler le temps de 

l’activation de la transcription et de l’expression des transgènes, cela reste un système 

de surexpression. J’ai, dans un premier temps, voulu vérifier que malgré une 

surexpression des facteurs de transcription de la famille d’Ikaros, nous serions en 

mesure de mettre en évidence des spécificités de liaison à l’ADN pour chacun des 

facteurs.  

A. Aiolos a des spécificités de liaison à l’ADN non partagées avec 
Ikaros et Helios 

1. Le profil de liaison à l’ADN d’Aiolos diffère de ceux d’Ikaros et d’Helios  

Pour vérifier que la surexpression d’Ikaros, Helios et Aiolos me permettrait tout 

de même de déterminer certaines spécificités de liaison à l’ADN de chacun des 

facteurs, j’ai utilisé les lignées BH1-Ikaors-V2, BH1-Helios-V2 et BH1-Aiolos-V2. J’ai 

comparé les niveaux d’expression entre les traitements contrôle et doxycycline après 

24 heures (Figure RII.1.A). Les cellules BH1 sont bien déficientes pour Ikaros, tandis 

qu’elles expriment Helios et Aiolos. L’expression d’Helios dans les cellules traitées à 

la doxycycline est augmentés de 3,8 fois et l’expression d’Aiolos de 5,4 fois. J’ai 

ensuite réalisé une expérience d’immunoprécipitation de chromatine suivie de 

séquençage haut-débit (ChIP-seq). La grande majorité des pics identifiés pour chaque 

facteur est commune avec les deux autres. Il y a néanmoins la possibilité d’isoler des 

pics qui semblent être spécifiques pour chaque facteur (Figure RII.1.B). La répartition 

générale des pics est la même pour les trois facteurs de transcription. Les pics sont 

principalement distribués au niveau des promoteurs, des introns et des régions 

intergéniques (Figure RII.1.C). La comparaison des profils de liaison à l’ADN d’Ikaros, 

Helios et Aiolos, sur une large portion du génome (5Mb), confirme que la plupart des  
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Figure RII.1 Analyse de la liaison à l'ADN d'Ikaros, Helios et Aiolos dans les cellules BH1 
(A) Marquage intracellulaire des cellules BH1 avec les anticorps dirigés contre Ikaros (bleu foncé), Helios (vert foncé) ou Aiolos (rouge 
foncé) et des cellules BH1-Ikaros-V2 (bleu), BH1-Helios-V2 (vert) et BH1-Aiolos-V2 (rouge) après 24 heures de traitement avec la 
doxycycline (2µg/ml) avec les mêmes anticorps. (B) Diagramme de Venn représentant les intersections entre les trois groupes de pics  
identifiés par ChIP-seq. (C) Répartition sur le génome des pics de ChIP-seq. (D) Profil de liaison à l’ADN des protéines Ikaros-V2, 
Helios-V2 et Aiolos-V2. Les flèches représentent l’emplacement de pics spécifiques du profil d’Aiolos. 
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pics sont communs (Figure RII.1.D). Les profils de liaison à l’ADN d’Ikaros et d’Helios 

sont pratiquement identiques et semblent s’opposer à celui d’Aiolos qui présente des 

pics plus forts et des pics spécifiques, absents des profils d’Ikaros et d’Helios.  

2. Les gènes spécifiques des lymphocytes B sont des cibles privilégiées 

d’Aiolos 

 Nous avons isolé les pics spécifiques d’Aiolos, c’est-à-dire les pics uniquement 

présents dans le profil d’Aiolos ou beaucoup plus forts par rapport à Ikaros et Helios 

dans le groupe des pics communs. Nous nous sommes rendus compte qu’un grand 

nombre de gènes associés à ces pics sont des gènes spécifiques des lymphocytes B. 

J’ai alors analysé les profils de liaison à l’ADN des trois facteurs à proximité de certains 

gènes spécifiques des lymphocytes B (Figure RII.2). Certains de ces gènes, tels que 

Cish, Igll1 (l5) et Cd40 sont communément liés par les trois facteurs. D’autres comme 

Il7ra et IL4ra sont fixés par les trois facteurs mais Aiolos semble avoir une fixation plus 

forte. Enfin, les régions régulatrices des gènes Tnfrsf13c (Baff-R), Cd19, Sh2b3 (LNK) 

et Ighj4 sont uniquement liées par Aiolos et ces pics spécifiques sont, pour la plupart, 

beaucoup plus enrichis, plus forts, que les pics communs.   

 
Figure RII.2 Les gènes spécifiques des lymphocytes B sont des cibles privilégiées d'Aiolos 
Profils de liaison à l’ADN des protéines Ikaros-V2, Helios-V2 et Aiolos-V2 à proximité de gènes spécifiques des lymphocytes B. 
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3. La spécificité de liaison d’Aiolos n’est pas due à sa surexpression 

Pour tester si cette spécificité de liaison pouvait être due à la surexpression 

d’Aiolos, nous avons comparé les capacités de liaison in vitro des protéines Ikaros et 

Aiolos grâce à une expérience de retard sur gel (EMSA – Electrophoretic Mobility Shift 

Assay). Pour cette expérience, nous avons utilisé comme contrôles de liaison la sonde 

synthétique BS4 et une sonde dérivée de la séquence génomique liée par Ikaros et 

Aiolos au promoteur du gène Cish (Heizmann et al., 2020). Puis, nous avons comparé 

les capacités de liaison à l’ADN d’Ikaros et d’Aiolos sur des sondes dérivées des 

séquences spécifiquement liées par Aiolos au niveau des gènes Tnfrsf13c, Ighj4 et 

Sh2b3 (Figure RII.3.A). Pour les trois sondes testées, Ikaros se fixe moins bien 

qu’Aiolos voire pas du tout, pour la sonde Ighj4. Ces résultats montrent que ces 

différents gènes sont des cibles privilégiées d’Aiolos et que cette fixation n’est pas due 

à une surexpression de la protéine.  

Pour vérifier que ces pics spécifiques d’Aiolos peuvent être observés sans 

expression ectopique de la protéine, j’ai comparé le profil de liaison à l’ADN d’Aiolos 

dans les cellules BH1-Aiolos-V2 à celui obtenu dans des lymphocytes B WT murins 

exprimant les plus forts niveaux d’Aiolos, à savoir les lymphocytes B spléniques 

(Figure RII.3 B et C). Plus de 50% des pics obtenus dans les splénocytes sont 

communs avec ceux détectés dans les cellules BH1. Parmi les pics communs, j’ai 

retrouvé les pics spécifiques découverts précédemment. Ainsi, les pics proches des 

gènes Tnfrsf13c, Sh2b3 ou IL4ra sont tout à fait semblable à ceux obtenus dans les 

splénocytes. De plus, nous pouvons observer quelques différences dans les profils de 

liaison. En effet, il y a deux pics au niveau du promoteur Sh2b3, le premier est favorisé 

dans les BH1 et le second dans les splénocytes. Il y a également un pic 

supplémentaire dans les splénocytes à proximité du gène Il4ra et enfin le profil de 

liaison d’Aiolos dans les splénocytes au niveau des gènes Ighm et Ighj4 montre une 

préférence pour le promoteur d’Ighm dans les splénocytes et pour Ighj4 dans les BH1. 

Ainsi, il semble y avoir des signatures « splénocyte » et « BH1 ». Ces différences 

montrent bien que le profil de liaison à l’ADN d’Aiolos dans la lignée BH1-Aiolos-V2 

n’est pas dû à une surexpression de la protéine mais bien à une spécificité de liaison 

d’Aiolos qui n’est pas partagée avec Ikaros et Helios.  
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Figure RII.3 Les spécificités de liaison à l'ADN d'Aiolos ne sont pas due à la surexpression 
(A) Expérience de retard sur gel et quantification réalisée par P.Kastner, avec des extraits protéiques issus de 
cellules COS-1 transfectées avec Ikaros ou Aiolos ou vecteur vide. (B) Diagramme de Venn représentant 
l’intersetion entre les groupes de pics issus de ChIP-seq aAiolos sur des cellules BH1-Aiolos-V2 ou des lymphcytes 
B spléniques de souris WT. (C) Profils de liaison de la protéine Aiolos dans les cellules BH1-Aiolos-V2 (rouge) et 
dans les lymphocytes B spléniques (rouge bordeaux) à proximité de gènes spécifiques des lymphocytes B. 
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4. Les protéines Aiolos et Helios endogènes se colocalisent avec les 

protéines surexprimées 

Les cellules BH1 expriment de faibles niveau d’Helios et d’Aiolos (Figure 

RII.1.A). J’ai donc voulu savoir si ces protéines se fixent à l’ADN de la même façon 

que les protéines surexprimées. J’ai donc réalisé des expériences de ChIP-seq sur 

des cellules BH1 non transduites avec les anticorps spécifiques des protéines Helios 

et Aiolos. Près de 80% des pics d’Aiolos endogène sont communs avec Helios 

endogène, qui lui en partage près de 35% de ses pics avec Aiolos (Figure RII.4.A) . Si 

ces protéines sont retrouvées aux mêmes sites de liaisons, cela pourrait refléter 

l’existence d’hétérodimère Aiolos/Helios. Bien que les protéines Helios et Aiolos 

endogènes se fixent communément au promoteur du gène Igll1 comme les protéines 

surexprimées, de façon surprenante Aiolos endogène ne se fixe pas au niveau des 

gènes Sh2b3 et Tnfrsf13c qui sont parmi les cibles les plus fortement liées par la 

protéine surexprimée (Figure RII.4.B). Aiolos endogène partage près de 80% de ses 

pics avec la protéine surexprimée Aiolos-V2. Ces pics font partie des pics communs 

entre les trois protéines Ikaros-V2, Helios-V2 et Aiolos-V2. Les 20% de pics différents 

d’Aiolos-V2 sont en fait répartis dans les groupes des pics communs Ikaros-V2/Helios-

V2 ou les pics isolés d’Ikaros-V2 et d’Helios-V2. Finalement seuls 37 pics semblent 

être seulement attribués à Aiolos endogène (Figure RII.4.C). De la même façon, 96% 

des pics d’Helios endogènes sont partagés avec Helios-V2 et la grande majorité fait 

également parti du groupe des pics communs entre les trois protéines surexprimées.  

Ces protéines sont exprimées à de faibles niveaux ce qui ne favorisent pas la formation 

des homodimères contrairement à la surexpression. Il est alors possible que les 

protéines endogènes se fixent à l’ADN sous forme de monomère et non de dimère. 

Finalement, les protéines endogènes se fixent à l’ADN au niveau de région également 

ciblées par les protéines surexprimées. Il est donc possible que ces protéines forment 

des dimères avec les protéines surexprimées.   
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Figure RII.4 Les protéines endogènes Helios et Aiolos ont des sites de liaison à l’ADN 
communs avec les protéines surexprimées. 
(A) Diagramme de Venn représentant l’intersection des groupes de pics identifiés par ChIP-seq pour les protéines 
endogènes Aiolos et Helios dans les cellules BH1. (B) Profils de liaison à l’ADN des protéines endogènes Helios 
(vert clair) et Aiolos (rouge bordeaux) à proximité de gènes spécifiques des lymphocytes B. (C) Diagrammes de 
Venn représentant les intersections entre les groupes de pics identifiés par ChIP-seq pour Aiolos (rouge) dans les 
cellules BH1 et dans les cellules BH1-Aiolos-V2 et entre les groupes de pics identifiés pour Helios (vert) dans les 
cellules BH1 et les cellules BH1-Helios-V2. Distribution des pics communs (gras, soulignés) et des pics spécifiques 
des endogènes parmis les groupes de pics identifiés dans le diagramme de Venn (Figure RII.1.B) 

5. Aiolos se fixe à ses séquences cibles sous forme d’homodimère et 

d’hétérodimère avec Ikaros 

Pour m’affranchir des protéines endogènes et pouvoir étudier les spécificités de 

liaison à l’ADN des dimères de la famille d’Ikaros j’ai alors utilisé la complémentation 

bi-moléculaire de fluorescence (BiFC) et l’anticorps spécifique aVenus. En plus de ne 

plus être perturbé par les protéines endogènes, les immunoprécipitations seront faites 

avec le même anticorps, et donc la même spécificité. Étant donné qu’Helios a un profil 

de liaison similaire à celui d’Ikaros et que ce facteur est destiné à être totalement 

réprimé au cours de la différenciation des lymphocytes B, je me suis intéressée aux 

dimères formés par Ikaros et Aiolos. 

Au sein de la lignée BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2, trois homodimères peuvent se 

former : IkarosV1/Ikaros-V1, Ikaors-V2/Ikaros-V2 et Ikaros-V1/Ikaros-V2. Seul, le 

dernier homodimère sera immunoprécipité avec l’anticorps aVenus, ce qui ne révèlera 

donc qu’un tiers du signal total. Il en va de même pour les deux autres lignées.  
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Figure RII.5 L'homodimère d'Ikaros ne se lie pas efficacement à l'ADN 
(A) et (B) Diagrammes de Venn représentant les intersections des groupes de pics identifiés par ChIP-seq pour les 
homodimères d’Aiolos (rouge), les homodimères d’Ikaros (beu) et les hétérodimères Ikaros/Aiolos (violet) après 
traitement des trois lignées cellulaires avec la doxycycline pendant 24 heures avec les doses normales (2µg/ml) et 
les doses adaptées (Ikaros-homodimère : 50ng/ml ; Aiolos-homodimères : 35ng/ml et Ikaros/Aiolos-
hétérodimères : 40ng/ml) respectivement. (C) Répartition, sur le génome, des pics identifiés pour Ikaros-
homodimère, Aiolos-homodimère et Ikaros/Aiolos hétérodimère. (D) Profils de liaison à l’ADN des trois dimères. 
Les flèches indiquent les pics absents du profil d’Ikaros-homodimère mais présents dans les deux autres profils. 
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Le résultat le plus surprenant dans cette expérience est la très faible proportion 

de pics identifiés pour l’homodimère d’Ikaros, seulement 1977, par rapport aux deux 

autres dimères (Figure RII.5.A). Pour confirmer ce résultat, j’ai réalisé un second ChIP-  

seq avec les mêmes cellules mais avec une dose réduite de doxycycline, qui sera 

détaillée plus tard (Figure RII.4.B). La répartition des pics de l’homodimère d’Ikaros 

est un peu différente de celle qui était observée pour Ikaros-V2 (Figure RII.5.C et 

RII.1.C). En effet, l’homodimère semble privilégier une liaison dans les zones 

intergéniques par rapport aux régions introniques. La répartition des pics de 

l’homodimère d’Aiolos est tout à fait comparable à celle d’Aiolos-V2. Ce qui tend à 

montrer que la surexpression d’Aiolos dans les cellules BH1 favorise bien 

l’homodimérisation. En revanche, la répartition des pics de l’hétérodimère a tendance 

à ressembler à celle de l’homodimère d’Aiolos mais également à celle de la 

surexpression d’Ikaros. Ceci suggère que certains pics identifiés précédemment pour 

Ikaros seraient peut-être dûs à une hétérodimérisation avec Aiolos endogène.  

Les profils de fixations des homodimères d’Aiolos et des hétérodimères 

Ikaros/Aiolos sont très similaires entre-eux et diffèrent de celui des homodimères 

d’Ikaros (Figure RII.5.D). En effet, les pics des homodimères d’Ikaros sont plus petits 

et l’on peut noter l’absence de certains pics qui sont présents chez les homodimères 

d’Aiolos et les hétérodimères. Si l’on regarde plus attentivement les profils de liaison 

à proximité des gènes spécifiques des lymphocytes B, nous pouvons remarquer que 

l’homodimère d’Ikaros est capable de se lier à l’ADN de façon équivalente des deux 

autres dimères aux régions régulatrices d’Igll1 et d’Ebf1 (Figure RII.6). Cependant il 

est absent des régions régulatrices des autres gènes spécifiques des lymphocytes B. 

Il semble donc qu’Ikaros puisse se fixer aux gènes cibles d’Aiolos mais seulement 

sous forme d’hétérodimère avec celui-ci. Aiolos apparait alors comme le facteur 

dominant de l’hétérodimère en permettant sa fixation au niveau de ses gènes cibles. 
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Figure RII.6 Les gènes spécifiques des lymphocytes B sont principalement ciblés par Aiolos 
Profils de liaison à l’ADN des homodimères d’Ikaros (bleu), des homodimères d’Aiolos (rouge) et des hétérodimères 
Ikaros/Aiolos (violet) à proximité de gènes spécifiques des lymphocytes B. Les flèches représentent des pics 
présents de façon équivalentes dans les trois profils. 
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B. La spécificité de liaison à l’ADN d’Aiolos est déterminé par sa 
séquence protéique et son motif de liaison  

La spécificité de liaison à l’ADN d’un facteur de transcription est conditionnée par deux 

paramètres : son domaine de liaison à l’ADN et son motif de liaison sur l’ADN. D’après 

les expériences de ChIP-seq, Aiolos semble avoir une particularité de liaison à l’ADN 

qu’il ne partage pas avec Ikaros. Pour comprendre d’où vient cette particularité nous 

avons testé ces deux paramètres.  

1. Le domaine de liaison à l’ADN ne suffit pas à transmettre la spécificité de 

liaison 

Pour étudier l’importance du domaine de liaison d’Aiolos dans sa spécificité de liaison 

à l’ADN, j’ai échangé entre-eux les exons 4, 5 et 6 portants l’intégralité des domaines 

de liaison d’Ikaros et d’Aiolos. Puis, nous avons réalisé une expérience d’EMSA en 

utilisant ces chimères d’Ikaros et d’Aiolos et les formes WT (Figure RII.7). 

 Les chimères sont toujours capables de se lier à la sonde synthétique contrôle 

BS4. Cependant, l’échange entre les domaines de liaison à l’ADN ne semble pas 

conférer à Ikaros la capacité de se lier aussi bien qu’Aiolos aux différentes sondes 

spécifiques testées. Le domaine de liaison à l’ADN ne semble donc pas être le seul 

responsable de la spécificité de liaison. 

 
Figure RII.7 Apport du domaine de liaison dans la spécificité d'Aiolos 
Expérience de retard sur gel et sa quantification réalisée par Philippe Kastner à partir d’extraits protéiques de 
cellules COS-1 transfectées avec les formes WT et chimériques (échange des domaines de liaison à l’ADN) des 
protéines Ikaros et Aiolos. 
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2. Le motif de liaison à l’ADN d’Aiolos diffère de celui d’Ikaros 

Pour comprendre quelle pourrait être la part de la séquence d’ADN dans la 

spécificité de liaison à ‘ADN d’Aiolos, j’ai isolé trois groupes de pics, à partir du premier 

ChIP-seq, puis j’ai utilisé le logiciel STREME pour identifier les motifs enrichis (Figure 

RII.8.A). Le motif le plus enrichi dans le groupe des pics communs aux trois facteurs 

est tout à fait semblable à celui retrouvé dans le groupe des pics spécifiques d’Ikaros.  

Le motif enrichi dans les séquences spécifiquement liées par Aiolos diffère 

légèrement. Il semble que l’acide aminé en -2 du motif GGAA soit plus souvent une 

guanine qu’une cytosine. Pour vérifier l’importance des nucléotides entourant le motif 

principal GGAA, nous avons utilisé la sonde Sh2b3 et remplacé les nucléotides en 

positions -2,-1,+1 et +2 par ceux présents dans les sondes BS4, Cish et Ighj4 (Figure 

RII.8.B). La première chose que l’on remarque est que la sonde BS4 WT est plus 

efficacement liée par Ikaros et Aiolos que la sonde Sh2b3 avec le contexte BS4. 

Cependant la sonde BS4 possède deux motifs GGAA contre un seul pour la sonde 

Sh2b3. Néanmoins, le contexte BS4 sur la sonde Sh2b3 permet à Ikaros de se lier 

plus fortement que sur la sonde Sh2b3 WT. Il en va de même pour le contexte Cish. 

Les sondes BS4 WT et Cish WT étant normalement liées très fortement par les deux 

facteurs (Figure RII.3.A). En revanche le contexte Ighj4 abolit la liaison d’Ikaros sur la 

sonde Sh2b3 et rétablit la spécificité d’Aiolos. Ces résultats montrent donc que les 

deux nucléotides immédiatement en 5' et en 3' du motif GGAA sont déterminants pour 

spécifier la liaison préférentielle d'Aiolos. À la lueur de ces résultats, j’ai répertorié entre 

80 et 130 des pics les plus forts dans chaque groupe (communs, Ikaros spécifique, 

Aiolos spécifique) et j’ai relevé, sous chaque pic, les nucléotides en position -2,-1,+1 

et +2 des motifs GGAA dans une fenêtre de 90 nucléotides sous le sommet du pic et 

dans une limite de 5 motifs. Ainsi, les motifs générés avec le programme ggseqlogo 

permettent de mettre en évidence l’importance que chaque base dans la définition du 

motif mais également la distribution des nucléotides pour chaque position (Figure 

RII.8.C). Ainsi, pour les groupes des pics communs et des pics d’Ikaros la position +2 

ne semble pas avoir d’importance. Pour les trois autres positions, la distribution des 

nucléotides reste assez semblable entre les pics communs et les pics d’Ikaros. D’un 

autre côté, les motifs relevés pour les pics d’Aiolos, semblent donner une plus grande  
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Figure II.8 Le motif de liaison d'Aiolos diffère de celui d'Ikaros 
(A) Les motifs de liaison à l’ADN enrichis dans les pics communs, les pics spécifiques d’Ikaros et les pics 
spécifiques d’Aiolos découvert par STREME. (B). Expérience de retard sur gel réalisée par Philippe Kastner avec 
substitution des nucléotides aux positions -2, -1, +1 et +2 du GGAA de la sonde Sh2b3 et quantification du signal. 
(C). Motifs et enrichissement aux positions -2, -1, +1 et +2, dans les pics communs, les pics spécifiques d’Ikaros et 
les pics spécifiques d’Aiolos, relevés sus les 80 (pics communs) ou 130 (Ikaros et Aiolos) pics les plus forts. (D). 
Expérience de retard sur gel réalisée par Philippe Kastner avec substitution des nucléotides en position +1 du 
GGAA sur les sondes Ighj4 et Sh2b3. Pour la sonde Ighj4, la substitution par un C a engendré la liaison non 
spécifique d’une protéine nucléaire utilisant toute la sonde et empêchant la fixation de nos protéines d’intérêt. 
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importance aux positions -1 et+1. À ces positions, nous pouvons remarquer une 

déplétion de la cytosine en -1 et une déplétion de la thymine en position +1. Ce résultat 

est très étonnant car le contexte de la sonde BS4 présente un T en +1 et est fortement 

liée par Aiolos. Ceci suggère qu’Aiolos fait une contre-sélection d’un nucléotide 

préférentiel pour établir une spécificité de liaison qui ne sera donc pas partagée avec 

Ikaros. Pour tester cette hypothèse, nous avons remplacé les nucléotides en position 

+1 dans les sondes Ighj4 et Sh2b3 (Figure RII.8.D). Dans les deux sondes, le contexte 

WT possède un G en position +1. Cette configuration ne permet pas à Ikaros de se 

lier sur la sonde. Néanmoins, lorsque l’on place un T en +1, deux phénomènes 

s’observent. Le premier est que dans ce nouveau contexte Ikaros est capable de se 

lier sur les sondes Ighj4 et Sh2b3. Le deuxième est que la fixation d’Aiolos est plus 

forte que dans le contexte WT. De plus, le remplacement G>A et G>C, ne semble pas 

perturber la fixation d’Aiolos. Ceci tend à démontrer que l’absence de T en +1 joue un 

rôle important pour assurer la spécificité d’Aiolos bien que ce nucléotide améliore sa 

fixation à l’ADN.  

Bien qu’Ikaros puisse normalement se fixer lorsqu’il y a un A en +1, comme 

dans la sonde Cish, dans le contexte Sh2b3, Ikaros reste incapable de se fixer. Mais 

la position +1 n’est pas la seule position qui diffère entre Cish et Sh2b3. D’après les 

motifs observés, la position +1 semble être décisive pour Aiolos mais pour Ikaros il 

s’agirait surtout de la position -1. Nous avons, alors, cherché à savoir si les 

combinaisons des quatre positions pouvaient avoir une importance. Pour cela nous 

avons relevé les combinaisons des quatre positions les plus fréquentes sur les pics 

Aiolos et sur les pics communs Ikaros/Aiolos (Figure RII.9.A). Ainsi il semble que 

certaines combinaisons soient enrichies dans les pics Aiolos par rapport aux pics 

communs entre Ikaros et Aiolos. Dans l’ensemble il semble bien y avoir des 

combinaisons prédominantes dans les pics d’Aiolos et d’autres qui favorisent la fixation 

des deux facteurs. Une nouvelle fois, ces résultats montrent que la présence du T en 

+1 fait uniquement partie des combinaisons partagées par Ikaros et Aiolos. Comme 

précédemment, nous avons testé ces différentes combinaisons en les introduisant 

comme contexte du motif GGAA de la sonde Sh2b3 (Figure RII.9.B). Cette expérience 

confirme qu’Ikaros ne se fixe pas, ou beaucoup moins bien, aux sondes comportant 

les combinaisons enrichies dans les pics d’Aiolos. De plus, les deux facteurs sont bien 

capables de se fixer de façon comparable sur les sondes comportant les combinaisons 

enrichies dans les pics communs Ikaros/Aiolos. 
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Ce travail a permis de mettre en évidence une particularité d’Aiolos. En effet, il 

semble qu’Aiolos fasse une contre sélection d’un nucléotide favorisant sa fixation, le T 

en +1, pour établir sa spécificité de liaison à l’ADN. Cependant, il reste difficile de 

prédire, en regardant la séquence d’ADN, s’il s’agit d’un motif commun, ou spécifique 

d’Ikaros ou d’Aiolos.   

 
Figure II.9 Enrichissement des combinaisons de nucléotides entourant le motif GGAA dans 
les pics spécifiques Aiolos et les pics communs Ikaros/Aiolos 
(A) Représentation des enrichissements des différents combinaisons les plus fréquentes dans les motifs relevés 
sous les pics spécifiques d’Aiolos et les pics communs Ikaros/Aiolos. (B) Expérience de retard sur gel et sa 
quantification réalisée par Philippe Kastner montrant la liaison d’Ikaros et d’Aiolos en fonction des combinaisons 
testées. 
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III. Étude de la fonctionnalité des dimères de la famille 

d’Ikaros 

Pour tenter de mettre en évidence des spécificités fonctionnelles des facteurs 

de transcription de la famille d’Ikaros, j’ai analysé trois fonctions de ces facteurs. Tout 

d’abord, leur rôle dans la régulation du statut de la chromatine, puis la régulation de 

l’expression de leurs gènes cibles et enfin leur capacité à permettre la différenciation 

des cellules BH1. Mais dans un premier temps, j’ai adapté le traitement à la 

doxycycline pour essayer de me rapprocher d’une expression physiologique d’Ikaros 

et d’Aiolos.  

A. Comparaison de l’expression d’Ikaros et d’Aiolos dans le 
système tet-ON avec les cellules primaires 

1. Les facteurs de transcription sont fortement surexprimés 

Pour comparer l’expression d’Ikaros et d’Aiolos dans les BH1 avec leurs 

expressions in vivo, nous avons isolé les lymphocytes pro-B, pré-B et immatures de la 

moelle osseuse ainsi que ceux de la rate d’une souris WT. Alors que les deux facteurs 

de transcription atteignent leurs niveaux les plus élevés dans les splénocytes, leurs 

expressions dans les BH1 avec le système tet-ON induit une expression encore plus 

forte après 24 heures de traitement avec la dose normale de doxycycline. (Figure 

RIII.1.A). Pour réduire cette différence entre la physiologie et le système tet-ON, j’ai 

adapté deux paramètres : la dose de doxycycline et le temps de traitement.  

2. Adaptation de la dose de doxycycline  

  Le premier paramètre du système tet-ON que j’ai fait varier pour me rapprocher 

des expressions physiologiques est la dose de doxycycline. J’ai donc drastiquement 

diminué les doses de doxycycline et je les ai adaptées pour chacune des lignées 

(Figure RIII.1.B). Les doses adaptées de doxycycline sont donc de 50ng/ml pour la 

lignée Ikaros, de 35ng/ml pour la lignée Aiolos et de 40ng/ml pour la lignée 

Ikaros/Aiolos. Les expressions d’Ikaros et d’Aiolos avoisinent maintenant les 
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expressions trouvées dans les splénocytes. Bien qu’il soit possible de se rapprocher 

encore plus des expressions physiologiques, la diminution de la dose de doxycycline 

rend la détection de la fluorescence de Venus impossible en cytométrie. C’est pourquoi 

j’ai décidé de ne pas descendre en dessous des doses mentionnées ici.  

3. Cinétique de formation des dimères 

Le deuxième paramètre que j’ai fait varier avant d’étudier le rôle des facteurs 

sur la régulation du statut de la chromatine et de la transcription de leurs gènes cibles 

est le temps d’exposition à la doxycycline. J’ai tout d’abord vérifié la localisation des 

dimères au niveau des foci de PC-HC (Figure RIII.1.C). Les trois dimères ont une 

localisation concordante avec celle attendue et les facteurs de transcription 

colocalisent parfaitement avec la fluorescence de Venus. J’ai ensuite réalisé une 

cinétique de traitement à la doxycycline et j’ai observé par microscopie l’apparition du 

« pattern » de localisation des dimères au niveau des foci de PC-HC (Figure RIII.1.D). 

Pour cela j’ai utilisé la dose normale de doxycycline (2µg/ml) mais aussi les doses 

adaptées de doxycycline. Malgré l’apparition du pattern après 6 heures de traitement 

avec la dose normales de doxycycline pour les homodimères d’aiolos puis à 14 heures 

avec la dose adaptée de doxycycline et pour les homodimères d’ikaros avec la doses 

normales de doxycycline, il est absent de la lignée des hétérodimères avant 16 heures 

d’activation. Après 16 heures de traitement avec les deux doses de doxycycline, le 

pattern de localisation des dimères est détecté pour les trois lignées. J’ai donc choisi 

ce temps d’activation pour étudier la fonctionnalité des facteurs de transcription et 

pouvoir comparer les lignées entre elles.  

Ainsi, pour que l’expression des facteurs de transcription de la famille d’Ikaros 

dans les cellules BH1 soit proche d’une expression existante physiologiquement, j’ai 

utilisé des doses adaptées de doxycycline pour chacune des trois lignées : BH1-

Ikaros-V1/Ikaros-V2 (50ngml), BH-Aiolos-V1/Aiolos-V2 (35ng/ml) et BH1-Ikaros-

V1/Aiolos-V2 (40ng/ml). Puis, pour étudier l’effet le plus précoce sur le statut de la 

chromatine, j’ai limité le traitement avec la doxycycline à 16 heures.  
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Figure RIII.1 Adaptation de la dose de doxycycline pour une expression plus physiologique 
(A) Comparaison des expressions d’Ikaros et d’Aiolos dans les cellules BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2 et BH1-Aiolos-
V1/Aiolos-V2 et BH1-Ikaros-V1/Aiolos-V2 traitées avec la dose normale de doxycycline (2µg/ml) par rapport aux 
cellules primaires de la moelle osseuse et de la rate d’une souris WT et. (B) Comme A mais traitement avec des 
doses adaptées de doxycycline. (C) Immunofluorescence réalisée avec les cellules BH1 des lignées Ikaros-
V1/Ikaros-V1, Aiolos-V1/Aiolos-V2 et Ikaros-V1/Aiolos-V2. Ikaros et Aiolos sont marqués avec des anticorps 
purifiés de lapin et l’anticorps secondaire est couplé à AF568. Pour la lignée Ikaros-V1/Aiolos-V2 l’écriture rouge 
indique la protéine marquée. (D) Les cellules BH1 des lignées Ikaros-V1/Ikaros-V2, Aiolos-V1/Aiolos-V2 et Ikaros-
V1/Aiolos-V2 ont été observées à 0h, 6h, 12h, 14h, 16h, 20h et 24h après le début du traitement avec la doxycycline 
à 2µg/ml ou avec une dose adaptée : 50ng/ml, 35ng/ml et 40ng/ml respectivement. 
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B. L’expression d’Ikaros et d’Aiolos a un effet d’ouverture sur la 
chromatine 

Les facteurs de transcription de la famille d’Ikaros sont capable de réguler 

l’ouverture et la fermeture de la chromatine à proximité de leurs gènes cibles en 

recrutant différents complexes de remodelage de la chromatine (NuRD, SWI/Snf, 

PRC2). Pour étudier l’effet de l’expression des facteurs de transcription Ikaros et Aiolos 

indépendamment sur le statut de la chromatine j’ai réalisé des essais d’accessibilité 

de la chromatine à la transposase suivis de séquençage haut-débit (ATAC-seq : Assay 

for Transposase-Accessible Chromatine) après 16 heures de traitement à la 

doxycycline avec les doses adaptées de doxycycline dans les lignées BH1-Ikaros-

V1/Ikaros-V2 et BH1-Aiolos-V1/Aiolos-V2. Les distributions des Log2FC entre les 

conditions Ikaros et contrôle et Aiolos et contrôle sont centrés sur 0 ce qui signifie que 

les expressions d’Ikaros et d’Aiolos ne changent pas l’état général de la chromatine 

(Figure RIII.2.A).  

 J’ai ensuite voulu savoir quel est l’impact de la liaison des homodimères sur la 

chromatine. Pour cela j’ai comparé les pics d’ATAC-seq avec les pics de ChIP-seq 

détecté avec l’anticorps aVenus. Les régions d’ATAC-seq qui ne sont pas corrélées 

avec la fixation de l’homodimère d’Ikaros sont plutôt des régions qui ont une tendance 

à la fermeture (Figure RII.B). L’homodimère d’Ikaros a peu de pics de ChIP-seq mais 

ceux-ci sont, pour la majorité, corrélés avec une ouverture de la chromatine (Figure 

RIII.2.C). Les gènes à proximité des pics de ChIP-seq corrélés avec la fermeture de la 

chromatine font partie de la signalisation des MAPK et de la signalisation par les 

cytokines du système immunitaire. Il pourrait s’agir alors de la voie de signalisation de 

l’IL7 qui doit être réprimée pour permettre la différenciation des lymphocytes pré-B 

(Figure RIII.2.D). Les gènes ciblés par l’homodimère d’Ikaros qui se trouvent dans une 

région ouverte de la chromatine sont impliqués dans les voies moléculaires de la 

régulation négative de la prolifération, ce qui est nécessaire à la différenciation, mais 

aussi de la régulation de la production de l’IL6. Cependant les lymphocytes B 

exprimant l’IL6 sont impliqués dans la formation précoce de centres germinatifs dans 

des pathologies auto-immunes telles que le lupus systémique érythémateux (SLE) 

(Arkatkar et al., 2017). 
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Figure RIII.2 La fixation des facteurs de transcription Ikaros et Aiolos favorise l’ouverture de 
la chromatine. 
(A) Boxplots représentant la répartition des Log2FC des pics identifiés par ATAC-seq dans les conditions Ikaros et 
Aiolos par rapport au contrôle. (B) Volcanoplot représentant la significativité en fonction des Log2FC des pics 
identifiés par ATAC-seq dans la condition Ikaros qui ne sont pas corrélés avec des pics de ChIP-seq de Ikaros-
homodimère. (C) Comme (B) mais pour des pics d’ATAC-seq corrélés avec les pics de ChIP-seq. (D) Voies 
moléculaires enrichies dans la liste des gènes associés à une fixation de Ikaros-homodimère et une fermeture de 
la chromatine. (E) Comme (D) pour des gènes associés à une ouvertures de la chromatine. (F) et (G) Comme (B) 
et (C) pour Aiolos-homodimère. (H) et (I) Comme (D) et (E) pour Aiolos-homodimère. Fermeture représente des 
pics d’ATAC-seq avec pvalue ajustée < 0,05 et le Log2FC £ 1, Non significatif représente les pics d’ATAC-seq avec 
pvalue ajustée > 0,05 et Ouverture représente les pics d’ATA-seq avec pvalue ajustée < 0,05 et Log2FC ³ 1 
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De la même façon que pour les homodimères d’Ikaros, les pics d’ATAC-seq qui 

ne sont pas corrélés avec des pics de ChIP-seq de l’homodimère d’Aiolos tendent vers 

une fermeture de la chromatine (Figure RIII.2.E). La liaison de l’homodimère d’Aiolos,  

comme la liaison de l’homodimère d’Ikaros, est corrélée avec une ouverture de la 

chromatine (Figure RIII.2.F). Les gènes cibles de l’homodimère d’Aiolos qui se 

trouvent dans une région plus fermée de la chromatine, par rapport à la condition 

contrôle, ne font pas partie de voies moléculaires spécifiques des lymphocytes B 

(Figure RIII.2.H). En revanche les gènes cibles qui se trouvent dans une région plus 

ouverte de la chromatine font partie des voies moléculaires impliquées dans la 

différenciation leucocytaire, la régulation du programme de mort cellulaire, la migration 

cellulaire, la régulation de l’activité des MAPK ou encore la voie de signalisation du 

BCR.  

 Ces résultats montrent que la fixation des facteurs de transcription de la famille 

d’Ikaros est plutôt corrélée avec une ouverture de la chromatine dans les lymphocytes 

pré-B murins. D’un côté l’homodimère d’Ikaros semble réprimer les voies de 

signalisation induites par des cytokines, dont l’IL7, et la prolifération cellulaire et 

favoriser la production de l’IL6 qui est une cytokine pro-inflammatoire. D’un autre côté 

l’homodimère d’Aiolos semble davantage impliqué dans la régulation de la 

différenciation des lymphocytes B en régulant différents aspects tels que la migration, 

la mort cellulaire ou la voie de signalisation du BCR.  
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C. Aiolos régule l’expression des gènes spécifiques des 
lymphocytes B 

Pour analyser le rôle d’Ikaros et d’Aiolos dans la régulation de la transcription 

de leurs gènes cibles, j’ai réalisé une extraction des ARN totaux suivie d’un 

séquençage haut-débit (RNA-seq) après 24 heures de traitement avec les doses 

adaptées de doxycycline sur la lignée BH1 rtTA et sur trois lignées issues de 

transductions indépendantes BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2 et BH1-Aiolos-V1/Aiolos-V2. 

L’analyse en composantes principales montre que les réplicats d’une même lignée 

sont assez proches et que les lignées BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2 et les lignées BH1-

Aiolos-V1/Aiolos-V2 sont différentes de la lignée contrôle et entre-elles (Figure 

RIII.3.A).  

L’expression d’Ikaros ou d’Aiolos n’a donc pas le même impact sur la 

transcription. En effet, il y a plus de gènes dont l’expression est régulée, réprimée ou 

augmentée, dans la condition Aiolos par rapport au contrôle que dans la condition 

Ikaros par rapport au contrôle (5885/1862) (Figure RIII.4. B et C). De plus, parmi les 

gènes dont l’expression est augmentée, dans la condition Ikaros par rapport au 

contrôle, seulement 11% (96/807) le sont uniquement dans la condition Ikaros. De la 

même façon, parmi gènes dont l’expression est réprimée 34,5% (364/1055) sont 

réprimés uniquement dans la condition Ikaros. Les autres gènes sont également 

régulés par Aiolos et de façon plus forte. D’un autre côté, près de 53% (1591/3043) 

des gènes dont l’expression est augmentée dans la condition Aiolos le sont 

uniquement dans cette condition et 71% (2029/2842) sont uniquement réprimés dans 

la condition Aiolos. Ainsi, Aiolos semble être un régulateur plus fort qu’Ikaros ce qui 

est concordant avec les résultats présentés par Morgan et collaborateurs en 1997. En 

effet, les auteurs ont co-transduit des fibroblastes avec le rapporteur tkCAT sous le 

contrôle d’une séquence comportant quatre copies du site de liaison de forte affinité 

d’Ikaros : GGGAAA. La mesure de l’activité de l’enzyme chloroamphenicol 

acetyltransferase (CAT) a permis de démontrer qu’Aiolos stimule deux fois plus 

l’activité de CAT qu’Ikaros (Morgan et al., 1997). 

Je me suis ensuite intéressée à la régulation directe des gènes spécifiques des 

lymphocytes B. Pour cela, j’ai associé la liaison à l’ADN des homodimères à  
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Figure RIII.3 Les gènes spécifiques des lymphocytes B dont directement régulés par Aiolos 
(A) Analyse des composantes principale pour les trois réplicats de chaque lignée BH1-rtTA (CTRL), BH1-
IkarosV1/Ikaros-V2 et BH1-Aiolos-1/Aiolos-V2 traitées pendant 24 heures avec les doses adaptées de doxycycline. 
5B) et (C) Heatmap représentant les valeurs de RNA-seq avec pvalue ajustée <0,05 dans les comparaisons Ikaros 
vs Contrôle et Aiolos vs Contrôle respectivement. (D) Volcanoplot représentant la significativité en fonction des 
Log2FC des valeurs du RNA-seq dans la condition Ikaros vs Contrôle qui ne sont pas corrélés avec des pics de 
ChIP-seq de Ikaros-homodimère. (E) Comme (D) pour des valeurs de RNA-seq corrélées avec des pics de ChIP-
seq. (F) et (G) Comme (D) et (E) pour Aiolos-homodimère. (H) Comparaison entre les voies moléculaires enrichies 
dans les listes de gènes dont l’expression est réprimée ou augmentée dans la condition Ikaros vs Contrôle et 
corrélées avec des pics de ChIP-seq. (I) Comme (H) pour Aiolos-homodimère. Réprimé représente des valeurs de 
RNA-seq avec pvalue ajustée < 0,05 et le Log2FC £ 1, Non significatif représente les valeurs de RNA-seq avec 
pvalue ajustée > 0,05 et Augmenté représente les valeurs de RNA-seq avec pvalue ajustée < 0,05 et Log2FC ³ 1 
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l’expression des gènes à proximité des pics de ChIP-seq (Figure RIII.3 D, E, F et G). 

Les gènes spécifiques des lymphocytes B sont bien régulés de la même façon dans 

les conditions Ikaros et Aiolos, cependant ils ne semblent pas être des cibles directes 

de l’homodimère d’Ikaros mais plutôt de l’homodimère d’Aiolos (Figure RIII.3 D et G). 

Comme nous l’avons vu précédemment ces gènes sont des cibles directes de 

l’homodimère d’Aiolos et de l’hétérodimère Ikaros/Aiolos. Il serait alors possible que 

l’expression de ces gènes dans la condition Ikaros soit régulée par l’hétérodimère 

Ikaros/Aiolos formé avec la protéine Aiolos endogène.  

Enfin, j’ai comparé les voies moléculaires enrichies entre les cibles directes 

réprimées et augmentées par l’homodimère d’Ikaros et celles réprimées et 

augmentées par l’homodimère d’Aiolos (Figure RIII.3.H). L’homodimère d’Ikaros 

réprime les gènes impliqués dans la voie de signalisation de l’IL7 ce qui est en accord 

avec les résultats d’ATAC-seq montrant une fermeture de la chromatine à proximité 

des gènes impliqués dans les voies de signalisation par les cytokines. Ceci est 

également concordant avec des résultats précédemment obtenus dans le laboratoire 

montrant une compétition de liaison à l’ADN entre Ikaros et STAT5 au cours de la 

différenciation des lymphocytes pré-B (Heizmann et al., 2020).  

 La seconde voie importante réprimée par l’homodimère d’Ikaros est l’adhésion 

cellulaire au substrat. En effet, comme expliqué dans l’introduction, pour la poursuite 

de leur différenciation, les lymphocytes pré-B quittent une niche hématopoïétique riche 

vers une niche pauvre en IL7, grâce notamment à l’expression de CXCR4 et la 

répression des intégrines a4b1. J’ai pu effectivement constater que l’expression de 

Cxcr4 est augmentée uniquement dans la condition Ikaros mais ne semble pas en être 

une cible directe, l’homodimère ne se fixe pas sur les régions régulatrices du gène. Le 

gène codant pour l’intégrine b1, Itgb1, est ciblé par l’homodimère d’Ikaros et son 

expression est réprimée uniquement dans la condition Ikaros. D’un autre côté, 

l’homodimère d’Aiolos semble réguler directement les voies moléculaires de 

l’activation et de la prolifération des lymphocytes B mais aussi de la jonction cellulaire 

et l’organisation du cytosquelette. Ceci est en accord avec les résultats de l’ATAC-seq 

montrant une ouverture à proximité des gènes impliqués dans la différentiation 

leucocytaire et la voie de signalisation du BCR mais aussi dans la migration cellulaire. 

Ensemble, ces résultats montrent que l’homodimère d’Aiolos est tout à fait 

capable de réguler l’expression des gènes impliqués dans la différenciation des 

lymphocytes B mais également que l’homodimère d’Ikaros semble avoir une 
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fonctionnalité plus restreinte. Les lymphocytes pré-B déficients pour Ikaros et bloqués 

dans leur différenciation expriment de faibles niveau d’Aiolos. A ce niveau 

d’expression, Aiolos n’est donc pas capable de soutenir la différenciation des 

lymphocytes pré-B, il est, cependant, envisageable qu’à des niveaux d’expression plus 

élevés, lui permettant de former des homodimères, ou sous la forme d’hétérodimère 

avec Ikaros, il soit en mesure de réenclencher le programme de différenciation des 

lymphocytes pré-B déficients pour Ikaros. 
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D. Les cellules exprimant Aiolos se différencient plus vite 

La réexpression d’Ikaros dans les cellules BH1 permet de lever le blocage de 

différenciation et d’obtenir en 5 jours des cellules exprimant le BCR in vitro. La 

suppression de l’IL7 dans le milieu de culture agit en synergie avec l’expression 

d’Ikaros. J’ai alors exposé les lignées cellulaires BH1-Ikaros-1/Ikaros-V2, BH1-Aiolos-

V1/Aiolos-V2 et BH1-IkarosV1/Aiolos-V2 à la dose normale de doxycycline (+++) et 

aux doses adaptées de doxycycline (+). Pour suivre le processus de différenciation 

dans le temps, j’ai analysé l’expression intracellulaire de l5 et l’expression 

membranaire du BCR (Igk et Igµ) après trois jours et après cinq jours de doxycycline 

(Figure RIII.4). 

Après trois jours toutes les lignées cellulaires présentent une diminution de 

l’expression intracellulaire de la chaîne légère de substitution l5 et cette diminution 

est encore plus prononcée après cinq jours. De même, les cellules qui répriment 

l’expression de l5 sont plus petites. La baisse de ces deux paramètres est le premier 

signe de la reprise de la différenciation des cellules BH1. Enfin, les cellules traitées 

avec la doxycycline présentent toutes une population co-exprimant la chaîne lourde µ 

des Ig et la chaîne légère k à la surface. Cette co-expression définit la présence du 

BCR. Le retrait de l’IL7 pendant la différenciation permet bien d’augmenter le 

pourcentage de cellules différenciées après trois et cinq jours. Ce résultat confirme 

ceux précédemment obtenus dans l’équipe (Heizmann et al., 2013). Ce qui est 

nouveau ici est que les cellules exprimant Aiolos ont une cinétique de différenciation 

accélérée par rapport aux cellules qui n’expriment qu’Ikaros. En effet, après trois jours 

de différenciation, plus de 95% des cellules de la lignée BH1-Aiolos-V1/Aiolos-V2 

expriment le BCR à leur surface même avec la dose faible de doxycycline. La lignée 

BH1-Ikaros-V1/Aiolos-V2 présentent au minimum 60% de cellules exprimant le BCR 

dans la condition IL7+/Dox+ et jusqu’à 93% dans la condition de différenciation la plus 

favorable IL7-/Dox+++. D’un autre côté, les cellules de la lignée BH1-IkarosV1/Ikaros-

V2 se différencient moins vite et en plus faible proportion. En effet après trois jours, 

dans la condition IL7-/Dox+++, seulement 24% des cellules expriment le BCR et 63% 

après cinq jours. La lignée exprimant les deux facteurs a alors une cinétique 

intermédiaire entre les deux autres lignées.  
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Figure RIII.4 L'expression d'Aiolos permet aux cellules de se différencier plus rapidement 
Les cellules sont traitées pendant 5 jours, en présence ou en absence d’IL7, avec deux doses de doxycycline (+++ = 2µg/ml ; 
+ = 50ng/ml pour la lignée BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2, 35ng/ml pour la lignée BH1-Aiolos-V1/Aiolos-V2 et 40ng/ml pour la lignée 
BH1-Ikaros-V1/Aiolos-V2). L’expression intracellulaire de l5 dans toutes les cellules et l’expression membranaire de Igk et 
Igµ, sur les cellules Venus+ pour les cellules traitées à la doxycycline et sur les cellules Venus- pour les contrôles, sont 
analysées après trois et cinq jours.   
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Ce résultat montre que la fonction d’Ikaros dans la différenciation des 

lymphocytes pré-B n’est pas une fonction unique mais qu’Aiolos est également 

capable de sauver le phénotype de blocage de la différenciation dû à l’absence 

d’Ikaros. Cependant, l’absence d’Ikaros mène bien à un blocage de la différenciation 

alors qu’Aiolos est exprimé dans les cellules. Nous avons vu dans la deuxième partie 

des résultats que cette protéine Aiolos endogène est faiblement exprimée et ne se fixe 

pas aussi efficacement à l’ADN que lorsqu’elle est présente à de plus fortes 

concentrations et particulièrement au niveau des régions régulatrices des gènes 

spécifiques des lymphocytes B. Il est possible de cette protéine faiblement exprimée 

ne parviennent pas à former efficacement des homodimères et se fixe à l’ADN sous 

forme de monomère. Mais, nous avons vu dans la première partie des résultats que la 

protéine Ikaros-Venus surexprimée est capable d’interagir avec la protéine Aiolos 

endogène pour former des hétérodimères. Dans la lignée cellulaires BH1-Ikaros-

V1/Aiolos-V2, les deux facteurs Ikaros et Aiolos sont surexprimés favorisant leur 

hétérodimérisation. Dans cette lignée, le processus de différenciation est plus rapide 

et plus efficace que dans la lignée ne surexprimant qu’Ikaros. 

Ces résultats suggèrent que la protéine Ikaros est en mesure de former des 

hétérodimères avec Aiolos dès que celui-ci commence à être exprimé et que ces 

hétérodimères pourraient être les réelles entités régulatrices de la différenciation des 

lymphocytes pré-B. 
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E. La co-expression d’Ikaros et d’Aiolos est plus efficace dans la 
régulation de l’expression des gènes spécifiques des lymphocytes 
B 

Au regard des résultats précédents, j’ai voulu savoir dans quelle mesure les 

gènes spécifiques des lymphocytes B étaient régulés dans les trois lignées cellulaires 

en fonction de la dose de doxycycline et donc de la concentration des facteurs 

exprimés dans les cellules.  

Pour cette expérience, j’ai traité les cellules des trois lignées BH1-Ikaros-

V1/Ikaros-V2, BH1-Aiolos-V1/Aiolos-V2 et BH1-Ikaros-V1/Aiolos-V2 avec des 

concentrations croissantes de doxycycline : 35, 50, 100, 500, 1000 et 2000 ng/ml 

pendant 24 heures. J’ai ensuite extrait les ARN totaux et réalisé des RT-qPCR pour 

suivre l’expression des transcrits de différents gènes spécifiques des lymphocytes B 

qui sont différemment régulés, en RNA-seq, entre les conditions Ikaros et Aiolos 

(Figure RIII.5). J’ai, dans un premier temps, vérifié que les transcrits d’Ikzf1 et Ikzf3 

étaient bien augmentés en fonction de la concentration de doxycycline et également 

si les niveaux sont comparables entre les lignées des homodimères et la lignée de 

l’hétérodimère. La lignée BH1-Ikaros-V1/Aiolos-V2 semble exprimer de plus faibles 

niveaux d’Ikzf1 que la lignée BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2 mais des niveaux équivalents 

d’Ikzf3 à ceux de la lignées BH1-Aiolos-V1/Aiolos-V2.  

 Les résultats obtenus dans cette expérience sont tout à fait concordants avec 

ceux obtenus dans l’analyse du RNA-seq. Nous pouvons voir, ici, qu’avec la 

concentration la plus élevée de doxycycline, les niveaux de transcrits de Tnfrsf13c et 

Tlr9 dans la lignée BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2 n’atteignent pas ceux de la lignée BH1-

Aiolos-V1/Aiolos-V2 avec les concentrations les plus faibles de doxycycline. Cela 

confirme le fait que ces gènes sont des cibles privilégiées d’Aiolos. Ce qui est 

surprenant dans cette expérience est la régulation de ces transcrits dans la lignée 

BH1-Ikaros-V1/Aiolos-V2. Lorsque la régulation dans la condition Ikaros et Aiolos a la 

même tendance, augmentation pour Tnfrsf13c et Tlr9 ou répression pour Igll1, alors 

l’augmentation ou la répression est plus forte dans la condition Ikaros/Aiolos. Lorsque 

la tendance est inversée entre Ikaros et Aiolos par exemple pour Slamf7 dont la  
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Figure RIII.5 La co-expression d’Ikaros et d’Aiolos permet une régulation plus forte de la 
transcription 
Représentation des DDCt/ HPRT issus des PCR quantitatives après retrotranscription des ARN extraits des lignées 
cellulaires BH1-Ikaros-V1/Ikaros-V2 (Bleu), BH1-Aiolos-V1/Aiolos-V2 (rouge) et BH1-Ikaros-V1/Aiolos-V2 (rose) 
traitées avec des doses croissantes de doxycycline : 0, 35, 50,100,500,1000 et 2000 ng/ml. Les données ont été 
normalisées sur la condition contrôle 0ng/doxycycline, la ligne pointillée représente donc le niveau d’expression 
dans la condition contrôle. Pour chaque gène testé, la représentation du heatmap issus du RNA-seq est adjoint. 
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transcription est favorisée dans la condition Ikaros et réprimée dans la condition Aiolos, 

alors le transcrit reste stable dans la condition Ikaros/Aiolos. Lorsque la transcription 

reste stable dans la condition d’Aiolos et est réprimée (Cish) ou augmentée (Psat1, 

Cxcr4) dans la condition Ikaros, alors la transcription aura tendance à rester stable 

dans la condition Ikaros/Aiolos. Ces résultats suggèrent qu’Aiolos a un effet dominant 

et que les deux facteurs peuvent agir en synergie lorsqu’ils régulent la transcription de 

la même façon.  

 

L’ensemble de ces résultats suggèrent qu’Aiolos a un rôle prépondérant dans 

la différenciation des lymphocytes pré-B. Il permettrait à Ikaros de cibler les gènes 

impliqués dans les différentes voies moléculaires de la différenciation en formant des 

hétérodimères. Bien que ces deux facteurs semblent pouvoir agir en synergie, la 

fonctionnalité d’Aiolos parait dominante. Finalement, l’hétérodimère Ikaros/Aiolos 

apparait comme pouvant être le réel régulateur de la différenciation des lymphocytes 

pré-B. 
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Dans ce travail de thèse nous nous sommes intéressés aux spécificités de 

liaison à l’ADN et à la fonctionnalité des dimères des facteurs de transcription de la 

famille d’Ikaros au cours du développement des lymphocytes B. Grâce à la 

complémentation bi-moléculaire de fluorescence importée dans les cellules BH1, nous 

avons pu étudier, dans un même système expérimental, les homodimères et 

hétérodimères formés par Ikaros et Aiolos. L’anticorps aVenus nous a, quant à lui, 

permis d’analyser les propriétés de liaison à l’ADN des différents dimères sans être 

contraints par les différences d’efficacité des anticorps spécifiques des protéines. Nous 

avons pu mettre en évidence un large répertoire de gènes préférentiellement ciblés 

par l’homodimère d’Aiolos et l’hétérodimère Ikaros/Aiolos. En effet, il apparait qu’Aiolos 

peut directement réguler l’expression des gènes spécifiques des lymphocytes B, 

lorsqu’il est exprimé à de plus forts niveaux que dans les lymphocytes pré-B. Il est 

également capable de réenclencher le programme de différenciation des lymphocytes 

déficients pour Ikaros et bloqués au stade pré-B, une fonction qui apparaissait comme 

uniquement attribuée à Ikaros. Finalement, mes données suggèrent que 

l’hétérodimère Ikaros/Aiolos pourrait jouer un rôle prépondérant dans cette 

différenciation. 

   

I. Les propriétés de liaison à l’ADN des facteurs de 

transcription de la famille d’Ikaros 

 

 Dans les résultats présentés ici, il semble qu’Ikaros et Helios partagent une 

grande similarité dans leurs propriétés de liaison à l'ADN alors qu’Aiolos se démarque 

en présentant un répertoire plus vaste. Cela a aussi été mis en évidence par l'étude 

de l’homodimère d’Aiolos qui se fixe à l'ADN de façon plus efficace que l'homodimère 

d’Ikaros. Nous avons pu aussi montrer que les propriétés de liaison de l’hétérodimère 

Ikaros/Aiolos sont plus proches de celles de l'homodimère d’Aiolos que de celui 

d’Ikaros. Nous avons donc tenté de comprendre d'où provient cette spécificité de 

liaison à l'ADN d’Aiolos.   
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 Nous avons répertorié les motifs présents aux régions spécifiquement 

liées par Aiolos ou conjointement liées par Ikaros et Aiolos et avons comparé la 

distribution des bases à proximité immédiate du motif central GGAA. Aiolos semble 

effectuer une sélection négative dans les bases composant son motif de liaison pour 

assurer sa spécificité. Ainsi, Aiolos est capable de lier des motifs ne possédant pas de 

T en position +1 du GGAA alors qu’Ikaros ne l’est pas. Les motifs ainsi composés sont 

des motifs de faible affinité pour Aiolos ; en effet le remplacement du nucléotide par 

un T accentue sa capacité de liaison. La régulation de l’expression génique passe par 

l’utilisation, par les facteurs de transcription, de sites de liaison de haute ou de faible 

affinité (Wang et al., 2015). Comme expliqué par Crocker et al., les sites de liaison de 

faible affinité sont nécessaires à la régulation de l’expression génique (Crocker et al., 

2016). En effet, ils sont essentiels à une régulation fine et précise de l’expression 

génique au cours du développement, permettant une activation de l’expression des 

gènes cibles modulée par la forte ou faible présence des facteurs de transcription 

spécifiques. C’est ce que j’observe pour Aiolos. Les faibles niveaux d’expression 

d’Aiolos dans les cellules BH1 ne permettent pas sa liaison aux sites spécifiques mis 

en évidence par la surexpression. Les motifs de liaison analysés pour la protéine 

Aiolos endogène révèlent une forte utilisation du T en +1 et donc des sites de liaison 

de haute affinité (Figure D.I.1). En se liant à ces motifs de faible affinité, Aiolos se 

présente comme un régulateur de la régulation génique plus important qu’Ikaros.  

 

 
Figure D.I.1 Comparaison des motifs de liaison à l'ADN de la protéine Aiolos endogène ou 
surexprimée 
 

 Nous avons également relevé les combinaisons de nucléotides à proximité 

immédiate du GGAA. Les motifs présents dans les régions spécifiquement ciblées par 
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Aiolos présentent des combinaisons de ces quatre nucléotides aux positions -2, -1, +1 

et +2 du GGAA très bien conservées et spécifiquement enrichies. En effet, des 

combinaisons différentes sont retrouvées dans les motifs des régions communément 

liées par Ikaros et Aiolos. Malgré leur conservation importante, ces combinaisons de 

nucléotides restent assez variables entre-elles ce qui explique l’absence de motif fiable 

pour les facteurs de transcription de la famille d’Ikaros dans les bases de données. 

Les domaines de liaison à l’ADN (DBD) des facteurs de transcription de la famille 

d’Ikaros sont composés da quatre doigts de zinc (DZ). Dans une étude de 2019, les 

auteurs ont utilisé un modèle de prédiction de la spécificité de liaison à l’ADN de 

chaque doigts de zinc qui compose le DBD d’un facteur de transcription (Dogan et al., 

2019). Dans les facteurs étudiés, il y avait Aiolos. Les auteurs ont conclu qu’Aiolos 

n’utilise que les deux DZ centraux pour une liaison à un motif GGGAA. Les DZ1 et 4 

n’auraient alors pas de rôle dans la spécificité de liaison à l’ADN. Cependant, il a été 

montré que WT1 (Wilms tumor 1) qui possède aussi quatre DZ dans son domaine de 

liaison a besoin de trois de ses DZ (DZ 2, 3 et 4) pour établir une liaison à l’ADN 

spécifique. Le DZ1 n’influence pas l’affinité de liaison mais plutôt la cinétique 

d’association/dissociation (Nurmemmedov et al., 2009). Il a été montré que les DZ1 et 

DZ4 d’Ikaros sont impliqués dans la régulation de différents groupes de gènes et donc 

dans différentes fonctions d’Ikaros (Schjerven et al., 2013). Le DZ1 permet à Ikaros 

d’assumer son rôle dans la différenciation des lymphocytes B et le DZ4 son rôle de 

suppresseur de tumeur. Il serait alors possible que suivant les gènes cibles et donc 

les motifs de liaison à l’ADN, les facteurs de transcription de la famille d’Ikaros utilise 

alternativement leur DZ1 et DZ4 pour assurer leur liaison à l’ADN. Cela rend alors 

difficile l’établissement d’un motif particulier permettant une prédiction de liaison pour 

chacun des facteurs. 

 

Après avoir analysé l’apport de la séquence nucléotidique pour la spécificité de 

liaison d’Aiolos à l’ADN, nous avons voulu savoir quel était le rôle du domaine de 

liaison à l’ADN (DBD) d’Aiolos dans la définition de cette spécificité. Ainsi, nous avons 

échangé les DBD entre Ikaros et Aiolos et nous avons confronté ces chimères à des 

motifs de liaison spécifiques d’Aiolos. Le DBD d’Aiolos ne confère pas à Ikaros une 

totale capacité de liaison sur ces motifs spécifiques. Le contexte protéique semble 

alors jouer un rôle dans la liaison à l’ADN.  Dans une récente étude, les auteurs ont 

montré que, pour certains facteurs de transcription de la levure, d’autres domaines 
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que le DBD peuvent jouer un rôle dans la spécificité de liaison à l’ADN. En effet, les 

domaines intrinsèquement désordonnés (IDR : Intrinsically Desordered Regions) des 

facteurs de transcription semblent avoir un rôle important dans la reconnaissance du 

motif de liaison à l’ADN (Brodsky et al., 2020). Les IDRs sont composés d’acides 

aminés polaires ou chargés empêchant l’établissement d’une structure 

tridimensionnelle stable. Cela permet l’adaptation du facteur de transcription à la 

structure de son ADN cible. Il est possible de visualiser les IDRs des protéines grâce 

à Iupred2a (https://iupred2a.elte.hu/). Les protéines de la famille d’Ikaros possèdent 

un domaine N-terminal désordonné. Si nous confrontons l’alignement des protéines 

Ikaros, Helios et Aiolos à la prédiction de structures désordonnées, nous observons 

une concordance entre les domaines désordonnés et les domaines non conservés 

entre les trois protéines (Figure D.I.2). L’étude de ce domaine N-terminal pourrait alors 

aider à la compréhension des spécificités de liaison à l’ADN des facteurs de 

transcription de la famille d’Ikaros. 

 
Figure D.I.2 Alignement d’Ikaros, Helios et Aiolos et analyse des domaines désordonnés  
Un domaine est considéré comme désordonné lorsque son score est supérieur à 0.5. Les domaines en vert sont 
les domaines de liaison à l’ADN et de dimérisation.  
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La modulation des spécificités de liaison à l’ADN au sein d’une même famille 

de facteurs de transcription dont les domaines de liaison à l’ADN sont très conservés 

entre eux peut également provenir de variations dans la séquence d’acides aminés. 

Par exemple dans la famille RUNX, bien que les résidus 123 et 168 ne soient pas en 

contact direct avec l’ADN, la présence d’une valine à ces sites permet à Runx3 d’établir 

une liaison de plus forte affinité avec CBFb permettant une liaison de haute affinité 

avec l’ADN. Cela permet à Runx3 et non à Runx1 de réguler l’activation des 

lymphocytes T régulateurs (Treg) (Bruno et al., 2019). Grâce à l’anticorps aVenus, 

nous pourrions étudier les partenaires protéiques des différents dimères des facteurs 

de transcription de la famille d’Ikaros par immunoprécipitation suivie de spectrométrie 

de masse.  

 

II. La fonctionnalité des facteurs de transcription de la 

famille d’Ikaros 

 

Durant ma thèse, je me suis également intéressée à la fonctionnalité des 

facteurs de transcription de la famille d’Ikaros au cours du développement B. Pour cela 

j’ai regardé deux aspects : la régulation de la transcription de leurs gènes cibles et leur 

faculté à soutenir la différenciation des lymphocytes pré-B en culture. Ainsi j’ai montré, 

in vitro, que l’expression d’Aiolos permet une différenciation plus rapide des cellules 

BH1 que l’expression d’Ikaros. De plus, l’homodimère d’Aiolos régule directement les 

gènes impliqués dans la régulation de la différenciation, de l’apoptose et de la 

migration cellulaire tandis que l’homodimère d’Ikaros ne semble pouvoir réguler que la 

voie de signalisation de l’IL7 et l’adhésion cellulaire.  

J’ai montré, par exemple qu’Aiolos cible de façon privilégiée les gènes 

spécifiques des lymphocytes B. En 2017, Nakayama et al. ont associé  la 

surexpression d’Aiolos au développement d’une forme de lupus systémique 

érythémateux dépendant de la signalisation de BAFF (Nakayama et al., 2017). Les 

auteurs ont également montré que la modulation de l’activité du complexe CRL4CRBN 

permet de réduire les niveaux d’Aiolos dans ces cellules et réprime leur différenciation 
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en plasmablastes. Cependant le mécanisme reliant l’expression d’Aiolos à la 

sensibilité des cellules pour BAFF n’avait pas été exploré. J’ai montré, dans ce travail, 

qu’Aiolos semble directement réguler la transcription de Tnfrsf13c codant pour le 

récepteur de BAFF (BAFF-R). Ainsi les cellules surexprimant Aiolos auront une 

tendance à exprimer plus de BAFF-R ce qui expliquerait leur sensibilité accrue pour 

cette voie de signalisation et l’inhibition de la différenciation en plasmablaste par la 

modulation l’expression d’Aiolos via l’activité du complexe CRL4CRBN. En 2016, deux 

études ont montré l’importance de la régulation de Sh2b3 codant pour la protéine LNK 

dans la régulation de la voie de signalisation de l’IL7 et dans le développement de 

leucémies aiguës lymphoblastiques (Cheng et al., 2016; Ge et al., 2016). En effet il 

semble que la protéine LNK puisse interagir directement avec JAK3 pour atténuer la 

voie de signalisation IL7/JAK/STAT. D’un autre côté, les faibles taux d’expression de 

Sh2b3 ont été corrélés avec une surexpression du récepteur de l’IL7. Dans mon travail 

j’ai montré que Sh2b3 est une cible privilégiée d’Aiolos et que son expression est 

augmentée seulement dans la condition Aiolos. J’ai également montré que 

l’expression d’Aiolos pousse les cellules BH1 dans la différenciation. Aiolos est 

également capable de réprimer le cycle cellulaire des cellules Nalm-6 qui sont des 

cellules issues d’une leucémie aiguë lymphoblastique (Zhuang et al., 2014). Le 

contrôle de l’expression d’Aiolos dans les B-ALL pourrait alors être un outil 

thérapeutique dans le traitement de cette pathologie.  

Bien que j’aie montré qu’Aiolos semble avoir un rôle important dans la 

différenciation des lymphocytes pré-B, les souris déficientes pour Aiolos ne présentent 

pas de blocage de la différenciation des lymphocytes B (Wang et al., 1998). 

Cependant, les lymphocytes B de ces souris produisent plus d’auto-anticorps et 

développent des lymphomes ce qui dénote d’un défaut dans la tolérance centrale. J’ai 

montré dans mon travail qu’Aiolos régule le programme de mort cellulaire. Il est donc 

possible qu’Aiolos soit le régulateur de la tolérance centrale des lymphocytes B en 

régulant les voies de l’apoptose. Il y a donc une ambivalence dans le rôle d’Aiolos où 

d’un côté il régule l’expression de BAFF-R qui prodigue un signal de survie cellulaire, 

et de l’autre il régule le programme de l’apoptose régulant ainsi la tolérance centrale. 

Ceci pourrait expliquer que son expression soit croissante à partir du moment où elle 

est induite au stade pré-B. Ces résultats ont été obtenus dans un système de 

surexpression où le niveau d’Aiolos est comparable à celui des lymphocytes B 

spléniques. J’ai ainsi pu mettre en évidence certains rôles spécifiques mais en 
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comparaison à la physiologie, il est possible que la régulation de ses gènes cibles soit 

différente suivant le stade de différenciation. 

 

Malgré la surexpression, je n’ai pas observé autant de spécificités pour 

l’homodimère d’Ikaros que pour celui d’Aiolos. Les rôles que j’ai mis en évidence dans 

mon travail avaient déjà été mentionnés par différents laboratoire dont le nôtre. 

L’homodimère d’Ikaros permet la répression de la voie de signalisation de l’IL7. Nous 

avons montré dans le laboratoire qu’Ikaros permet l’atténuation de la voie de 

signalisation de l’IL7 par compétition de la liaison à l’ADN avec STAT5 (Heizmann et 

al., 2013, 2020). La deuxième fonction principale de l’homodimère d’Ikaros, mis en 

évidence dans mon travail, est la régulation de l’adhésion cellulaire. J’ai effectivement 

pu noter dans l’analyse du RNA-seq que les gènes Itga1, Itga5 et Itgb1 codant pour 

les intégrines et les gènes codants pour d’autres composants de l’adhésion focale 

(Actn1, Rock1, Rogdi) étaient réprimés dans la condition Ikaros. Il est à noter que 

certains d’entre eux le sont aussi dans la condition Aiolos. La perte d’adhésion permet 

la migration des cellules d’une niche hématopoïétique riche en IL7 vers une niche 

pauvre en IL7 ce qui promeut la différenciation (Fistonich et al., 2018). Il a été montré 

que la perte de fonction d’Ikaros dans la lignée lymphoïde B entraine une 

surexpression de ces différents gènes et ainsi une dérégulation de l’adhésion cellulaire 

menant à une sensibilisation des cellules au développement d’une leucémie aiguë 

lymphoblastique (Joshi et al., 2014).  
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III. L’hétérodimère Ikaros/Aiolos est-il la clé du 

mystère ?  

Un aspect totalement nouveau de mon travail de thèse est la mise en évidence 

du rôle de l’hétérodimère Ikaros/Aiolos dans la différenciation des lymphocytes pré-B. 

En effet, j’ai pu montrer que d’une part l’hétérodimère a un répertoire de liaison à l’ADN 

plus vaste que celui de l’homodimère d’Ikaros et semblable à celui de l’homodimère 

d’Aiolos. Ce qui montre une dominance d’Aiolos dans le dimère. D’autre part, j’ai 

montré que la protéine Ikaros surexprimée se dimérise avec la protéine Aiolos 

endogène mettant en avant une affinité de dimérisation plus importe d’Ikaros avec 

Aiolos que d’Ikaros avec lui-même. Cependant, les propriétés de dimérisation des 

protéines restent à étudier. Idéalement, il faudrait avoir accès aux protéines purifiées 

pour utiliser une technique de Bio-Layer Interferometry (BLI) permettant de mesurer 

les constantes d’association et de dissociation de deux protéines. Au niveau de la 

fonctionnalité, il semble que la co-expression des deux facteurs Ikaros et Aiolos 

permette une différenciation des cellules BH1 plus rapide qu’avec Ikaros seulement et 

la régulation des gènes spécifiques des lymphocytes B semble montrer une synergie 

entre Ikaros et Aiolos. Ces résultats sont concordants avec ceux présentés par Morgan 

et al., dans lesquels ils montrent que la co-expression d’Ikaros et d’Aiolos augmente, 

de façon plus importante que Ikaros ou Aiolos seulement, l’activité de la CAT 

(Chloramphenicol AcetylTransferase), dont l’expression est contrôlée par un 

promoteur portant quatre répétitions du site de liaison de haute affinité pour Ikaros : 

GGGAAA (Morgan et al., 1997). Cependant, mes résultats ne prouvent pas 

l’implication directe de l’hétérodimère car les trois dimères sont présents dans les 

cellules BH1-Ikaros-V1/Aiolos-V2.  De la même façon, la lignée BH1-Ikaros-V1/Ikaros-

V2 exprime toujours la protéine Aiolos endogène et nous ne pouvons pas exclure que 

certains hétérodimères ne soient pas à l’origine des effets sur la différenciation ou la 

régulation de la transcription provoqués par la ré-expression d’Ikaros. Ainsi, pour 

étudier spécifiquement la fonctionnalité des homodimères, nous avons généré, dans 

le laboratoire, une lignée BH1 déficiente pour les trois facteurs de transcription Ikaros, 

Aiolos et Helios. Pour l’étude de l’hétérodimère nous pourrions utiliser un système de 

dimérisation inductible où nous remplacerions les domaines de dimérisation des 
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protéines par des domaines absolument complémentaires qui ne permettent la 

formation que des hétérodimères (Fernandez-Rodriguez and Marlovits, 2012).  

 

Dans la littérature, certains faisceaux d’indices suggèrent que l’hétérodimère 

pourrait avoir un rôle important. Il a été montré qu’Ikaros est capable de recruter Aiolos 

au niveau des super-enhancers permettant ainsi la régulation de l’expression des 

gènes de la différenciation des cellules pré-B (Hu et al., 2016). Il a été également 

montré qu’Ikaros et Aiolos collaborent pour la répression de l’expression de c-Myc, 

permettant la régulation du cycle cellulaire, nécessaire à la poursuite de la 

différenciation des lymphocytes pré-B (Ma et al., 2010). 

De plus, bien que la différenciation des lymphocytes B ne soit pas bloquée chez 

les souris déficientes pour Aiolos, montrant qu’Ikaros est capable à lui seul d’assumer 

cette fonction, les souris Ikzf1+/-Ikzf3-/-, présentent, elles, un blocage dans la 

différenciation au stade pré-B (Joshi et al., 2014; Wang et al., 1998). Cela suggère un 

rôle important d’Aiolos à ce stade la différenciation et donc potentiellement de 

l’hétérodimère. Les profils de liaison à l’ADN d’Helios et d’Ikaros sont très similaires. 

Cela pourrait laisser penser que ces deux facteurs forment des hétérodimères 

Ikaros/Helios. De plus, la surexpression d’Helios dans le lymphocytes B mène au 

développement d’un phénotype proche de celui des souris déficientes pour Aiolos 

(Dovat et al., 2005). La surexpression d’Helios empêcherait donc la formation de 

l’hétérodimère Ikaros/Aiolos et ainsi la régulation de la tolérance centrale des B. La 

répression d’Helios au cours de la différenciation des lymphocytes B prend alors tout 

son sens.  

Dans une récente étude, les auteurs ont décrit des mutations hétérozygotes 

non-sens et faux-sens dans IKZF1 entrainant la perte du domaine de dimérisation 

(R213*, S427*) ou seulement de sa fonction (C467R). Les patients se présentent avec 

des pathologies diverses telles que pneumonies, anémies, thrombocytopénie, 

hypogammaglobulinémie, T-ALL, production d’auto-anticorps et lymphome de Burkitt. 

Les protéines Ikaros produites se lient à l’ADN sous forme de monomère (Kuehn et 

al., 2021). Ainsi la perte de dimérisation d’Ikaros conduit au développement de 

lymphomes B et à la production d’auto-anticorps. Ces différentes hémopathies 

humaines sont retrouvées chez les souris déficientes pour Aiolos alors que dans ce 

cas précis Aiolos n’est pas affecté par les mutations. La perte de dimérisation d’Ikaros 

pourrait alors affecter la fonctionnalité d’Aiolos. Ceci tend à montrer que l’hétérodimère 
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Ikaros/Aiolos pourrait être la réelle entité assurant les fonctions d’Aiolos dans les 

lymphocytes B. 

 

Quels seraient alors les mécanismes par lesquels l’hétérodimère pourrait assurer la 

fonctionnalité d’Ikaros et d’Aiolos ? Un aspect important de la fonctionnalité des 

facteurs de transcription de la famille d’Ikaros qui n’a pas été abordé dans ce travail 

est leur capacité de recruter des partenaires protéiques. Il est alors envisageable que 

chaque partenaire du dimère soit capable de recruter des partenaires particuliers. Pour 

étudier cette possibilité nous pourrions utiliser l’anticorps aVenus dans une 

immunoprécipitation suivie d’une analyse par spectrométrie de masse.  

 

En conclusion, mon travail a permis d’une part de mettre en évidence des 

différences fonctionnelles entre les facteurs de transcription de la famille d’Ikaros. Et 

d’autre part, il pose la question de la fonctionnalité des dimères et surtout des 

hétérodimères. Ces derniers ne seraient-ils pas les réelles entités régulatrices, 

garantes des fonctions des facteurs de transcription de la famille d’Ikaros au cours de 

l’hématopoïèse ? 
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Marie-Céline DEAU 
 

 

Dissection des spécificités fonctionnelles des facteurs de transcription de 

la famille d’Ikaros au cours du développement des lymphocytes B 

 

 Beaucoup de facteurs de transcription fonctionnent comme homo- ou hétérodimères. 
Cependant il n’est pas connu quelles sont les fonctions de ces différents dimères et leur 
spécificité de liaison à l’ADN. Nous avons adressé cette question pour les facteurs de 
transcription de la famille d’Ikaros exprimés au cours de la différenciation des lymphocytes 
B : Ikaros et Aiolos. Ces facteurs ont un domaine de liaison à l’ADN composé de quatre 
doigts de zinc et un domaine de dimérisation avec deux doigts de zinc permettant la 
formation d’homo- et d’hétérodimères. Pour définir le rôle des différents dimères dans la 
différenciation des lymphocytes pré-B, nous avons utilisé une lignée de lymphocytes pré-B 
murins déficients pour Ikaros, les cellules BH1 dans lesquelles des paires de ces protéines 
ont respectivement été fusionnées aux parties N- et C-terminale de la protéine Venus. 
L’association de V1 avec V2 crée un épitope pour un anticorps permettant 
l’immunoprécipitation spécifique des dimères. Tous les dimères V1/V2 sont capables de 
mener la différenciation des cellules BH1 comme cela avait été montré pour Ikaros. Nous 
avons analysé les profils de liaison à l’ADN des différents dimères et nous avons montré que 
l’homodimère d’Ikaros se lie à peu de régions sur le génome et que ces régions sont 
également liées par l’homodimère d’Aiolos et l’hétérodimère Ikaros/Aiolos. Il est possible 
qu’Ikaros se dimérise préférentiellement avec Aiolos dès que celui-ci est exprimé et 
fonctionne plus comme un hétérodimère que comme un homodimère. Cette étude montre 
pour la première fois des différences fonctionnelles majeures entre les membres de la famille 
d’Ikaros et suggère que les hétérodimères puissent être les médiateurs clés de leurs 
fonctions 
Mots clés : Ikaros, Aiolos, dimérisation, lymphocytes B, différenciation 

Many transcription factors function as homo- or heterodimers. However, it is still unknow how 
different patterns of dimerization shape their function, particularly with respect to DNA target 
site selection. We addressed this question for the Ikaros family members Ikaros and Aiolos 
in early B cells. These two factors are expressed during B lymphopoiesis. These proteins 
share a common structure that harbors a four zinc fingers (ZF) DNA binding domain and a 
two ZF dimerization domain and bind DNA as homo- or heterodimers. To define the role of 
the homo- and heterodimers between these factors, we used the Ikaros-deficient pre-B cell 
line BH1, in which we expressed pairs of these proteins that were respectively fused to the 
N- and C-terminal halves of Venus (V1 and V2). Dimerization brings V1 and V2 together and 
reconstitutes Venus fluorescence. Furthermore, the association of V1 and V2 generates an 
epitope for an antibody that can be used to immunoprecipitate the dimeric complex. All 
V1/V2-tagged dimers remained functional and were able to drive the differentiation of BH1 
cells, as previously shown for Ikaros. We mapped the genome wide binding of each homo- 
and heterodimer, by ChIP-sequencing. Our data show differences in the binding patterns of 
the different dimers. Actually, it seems that Ikaros homodimers bind specifically a few 
numbers of regions and most of them are also bound by the homodimers of Aiolos and the 
heterodimers formed by Ikaros and Aiolos. It is believed that Ikaros preferentially dimerizes 
with Aiolos as soon as the latter is expressed and functions more efficiently as a heterodimer 
than as a homodimer. This study provides new insights into the specific and redundant 
functions of Ikaros family members.  
Key words: Ikaros, Aiolos, dimerization, B cells, differentiation 
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