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Avant propos

Le systeme hématopoiétique des mammiferes se renouvelle continuellement tant au cours de
la vie embryonnaire que de la vie adulte, ce qui en fait un modele développemental tres intéressant.
Au cours de leur maturation, les cellules hématopoiétiques doivent choisir entre la prolifération et la
différenciation. Ces deux évenements sont régulés par différentes voies de signalisation et différents
facteurs de transcription. Des perturbations de 1’équilibre entre différenciation et prolifération
peuvent €tre a I’origine de la transformation néoplastique des cellules hématopoiétiques.

Le facteur de transcription Ikaros est un des régulateurs importants du développement des
cellules hématopoiétiques, et plus particulierement des cellules du lignage lymphoide. Des
perturbations de 1’expression d’lkaros peuvent étre a 1’origine du développement de leucémies
aigués lymphoblastiques T et B.

Au cours de mon travail de these, je me suis intéressé au role d’Ikaros dans le contrdle de la
différenciation des neutrophiles. Une premiere partie de 1’introduction décrira brievement la
maturation des neutrophiles dans la moelle osseuse et les résultats obtenus sur le role d’Ikaros dans
la différenciation des neutrophiles seront uniquement présentés dans la partie résultats sous la forme
d’un article.

J’ai choisi d’axer le theme de ce manuscrit autour des roles de la voie Notch et du facteur de
transcription Ikaros dans le controle de la différenciation des lymphocytes T. Ainsi, une seconde
partie de I’introduction présentera le développement des lymphocytes T dans le thymus, la voie de
signalisation Notch et le facteur de transcription Ikaros. La deuxieme section des résultats
présentera les données obtenues sur le role d’Ikaros et de la voie Notch dans le développement de
lymphomes thymiques chez les souris Ik"".

Enfin, la discussion sera centrée sur la fonction de Notch et Ikaros et leur implication dans

Iinitiation et la progression de lymphomes thymiques chez les souris Ik"".
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I- Le systeme hématopoiétique murin.

Le systeme hématopoiétique des mammiferes se développe continuellement tant au cours de
la vie embryonnaire que de la vie adulte. A 1'origine de celui-ci se trouve une population de cellules
pluripotentes, les cellules souches hématopoiétiques (HSC) qui se développent dans les différents
organes hématopoiétiques (le foie feetal, la moelle osseuse (MO) et la rate chez 1’adulte). Elles sont
capables de se renouveler de maniere autonome ou de s'engager dans la voie de maturation d’un des
trois lignages hématopoiétiques : myéloide, lymphoide ou érythroide (Figure 1). Chacun de ces

lignages est constitué de différents types cellulaires, présentant des caractéristiques propres sur les

plans morphologiques et fonctionnels.
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lymphoide T cliwle
Moelle osseuse Tissu périphérique
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Figure 1: Le systeme hématopoiétique

Un modele de différenciation des cellules hématopoiétiques a partir des cellules souches hématopoiétiques est représenté
en relation avec les différents tissus hématopoiétiques. CLPEProgéniteurs des cellules LymphoidesClCMPEProgéniteurs

des cellules MyéloidesC1GMPE Progéniteurs des cellules Myélo-monocytairesEl MEPEI Progéniteurs des cellules Myélo-

érythroides (Figure basée sur Morrison et al., 1995).




I;- Les différentes cellules hématopoiétiques.

Les cellules hématopoiétiques regroupent au moins neuf types cellulaires, distincts par leurs
morphologies et leurs fonctions. Ainsi, les lymphocytes T et les lymphocytes B orchestrent la
réponse immunitaire spécifique. Les cellules NK participent a la réponse innée contre les virus, les
bactéries et les parasites mais également a 1’élimination des cellules tumorales. Les cellules
dendritiques sont les plus efficaces dans la fonction de cellules présentatrices d’antigenes (CPA). Les
macrophages, les granulocytes neutrophiles, éosinophiles et basophiles ont la charge d’anéantir tout
agent pathogene ayant pénétré 1’organisme. Les mastocytes sont les cellules effectrices de
I’hypersensibilité immédiate et possedent également deux propriétés physiologiques majeures
comme CPA et comme cellules impliquées dans la défense anti-infectieuse. Les plaquettes sanguines
sont essentielles dans la fonction réparatrice de 1’hémostase. Enfin, les érythrocytes assurent le

transport et la diffusion de I’oxygene dans tout I’organisme.



II- Le compartiment myéloide.

I1,- Identification du progéniteur commun au lignage myéloide.

La moelle osseuse (MO) est le principal site hématopoiétique chez 1’adulte. La MO est
colonisée juste avant la naissance par les HSC originaires du foie fcetal (site majeur de
I’hématopoiese feetale). Les HSC dans le foie feetal et la moelle osseuse peuvent se différencier en
progéniteur commun aux cellules myélo-érythroides (CMP) de phénotype Lin FcyR°CD34" (Akashi
et al., 2000). Ces CMPs peuvent ensuite se différencier en progéniteur myélo-monocytaire (GMP) de
phénotype FcyR"CD34", ou en progéniteur restreint au lignage érythro-mégacaryocytaire (MEP) de
phénotype FcyRCD34". Des expériences in vitro et in vivo ont permis de déterminer le potentiel de
différenciation de chacune de ces trois populations. Ainsi, des cellules FcyR°CD34" injectées dans
une souris irradiée de facon létale sont capables de générer des cellules myélo-monocytaires
Grl1™Macl® (marqueurs de différenciation spécifiques des cellules myeloides), mais également des
cellules érythroides exprimant le marqueur érythroide spécifique TER119. De plus, ces CMPs
peuvent se différencier in vitro en cellules B avec une fréquence de 1/2780. Les cellules
FcyR"CD34* quant i elles, donnent des cellules myéloides Gr1*Macl®. Par ailleurs, une étude de
Manz et al., (2001) suggere que les GMPs peuvent aussi se différencier en cellules myéloides
dendritiques. Enfin, les cellules FcyRCD34 ne se différencient qu’en cellules érythroides TER119*.
De facon intéressante, les descendances de chacune de ces populations ont disparu des souris
reconstituées apres environ 4 semaines, indiquant leur tres faible potentiel d’autorenouvelement.

Une population équivalente a également été isolée dans la moelle osseuse chez I’homme
(Manz et al., 2002). Les CMPs d’origine humaine sont de phénotype 1linCD34'CD38" et se

différencient en granulocytes/macrophages, et en mégacaryocytes/érythrocytes.

IL,- Différenciation des neutrophiles dans la moelle osseuse.

a- Caractéristiques morphologiques.

La différenciation des précurseurs myéloides en neutrophiles est accompagnée par des
modifications morphologiques de la cellule, en particulier du noyau, et par 1’apparition de protéines
spécifiques des granules primaires et secondaires (Borregaard, 1997). La figure 2A représente des
cellules myéloides a différents stades de maturation dans la MO. Chronologiquement, le

promyélocyte, caractérisé par un noyau volumineux, évolue en myélocyte. Cette étape du



développement est marquée par I’arrét des divisions cellulaires. Ces deux types cellulaires peuvent
eétre identifiés par la présence de constituants des granules primaires (myélopéroxidase, cathepsine
G, ¢lastase) dans le cytoplasme. Le myélocyte se différencie en métamyélocyte, dont le noyau
commence a s’invaginer, pour finalement donner les neutrophiles matures, qui présentent la
particularité d’avoir un noyau segmenté. Ces étapes finales de différenciation sont marquées par

I’apparition de composants des granules secondaires (lactoferrine, gélatinase) dans le cytoplasme des

cellules.
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Figure 200 Les différentes étapes de différenciation des cellules myéloides dans la moelle osseuse. (A) Cellules de la
moelle osseuse apres coloration au May-Grunwald Giemsa. pmE promyélocyte, myE myélocyte, mtEd métamyélocyte,
bn “band neutrophil”, sn“segmented neutrophil”. (B) Analyse par cytométrie en flux des cellules myéloides dans la

moelle osseuse a I’aide des marqueurs de différenciation Gr-1 et Mac-1.

b- Caractéristiques phénotypiques.

La différenciation des neutrophiles peut également étre suivie a 1’aide de I’expression de
marqueurs de surface tels que Mac-1 et Gr-1. Mac-1 (CD11b), associé¢ a CD18 (intégrine (32),
intervient dans différentes fonctions importantes des leukocytes comme la phagocytose, 1’adhésion
aux cellules endothéliales ou encore la chémotaxie (pour revue, Arnaout, 1990). Gr-1 est le produit
du gene Ly-6G (Fleming et al., 1993a). Bien que les protéines Ly-6 présentent des homologies avec
des neurotoxines isolées a partir de venins de serpent, leur fonction dans les neutrophiles demeure
encore inconnue (Fleming et al., 1993b). Cependant, il a é&té montré que le niveau d’expression de
Gr-1 augmente en méme temps que les progéniteurs myéloides se différencient en neutrophiles
matures (Hestdal et al., 1991). Ainsi, comme le montre la figure 2B, la population de cellules Mac-

1'Gr-1" est majoritairement constituée de myéloblastes et de myélocytes, la population Mac-1*Gr-



1™ est constituée de métamyélocytes et de quelques neutrophiles et la population Mac-1*Gr-1" est

composée principalement de neutrophiles a noyaux segmentés.

c- le role du G-CSF et de son récepteur.

Le G-CSF (“Granulocyte-Colony Stimulating Factor”) est 1’un des principaux facteurs de
croissance hématopoiétique régulant la production de neutrophiles. Il a été initialement identifié
comme ¢étant capable d’induire la différenciation d’une lignée cellulaire leucémique
myélomonocytique murine (WEHI-3B) (Burgess, 1980). Cette glycoprotéine d’un poids moléculaire
d’environ 25kD est produite par différents types cellulaires comme les macrophages, les cellules
vasculaires endothéliales et les fibroblastes. Le G-CSF a trois fonctions majeuresC(i) régulation de
la production et de la libération de neutrophiles de la moelle osseusel] (ii) mobilisation de
progéniteurs hématopoiétiques de la MO dans le sang[1(iii) modulation de certaines fonctions des
neutrophiles matures (de Haas et al., 1994; Bober et al., 1995; Welte et al., 1996; Carulli, 1997,
Hoglund et al., 1997). L’activité du G-CSF est relayée par le récepteur au G-CSF (G-CSFR),
appartenant a la superfamille des récepteurs aux cytokines (Bazan, 1989; Cosman, 1993). Le niveau
d’expression du G-CSFR augmente avec la maturation des myéloblastes en neutrophiles matures. La
liaison du G-CSF a son récepteur induit la prolifération ou la différenciation des cellules. Il a été
proposé que la réponse proliférative est controlée par la voie de signalisation Ras-MAP kinase. La
différenciation est quant a elle associée a I’activation de la voie de signalisation JAK/STAT (pour
revue, Avalos, 1996), et plus particuliecrement I’activation du facteur de transcription STATS3,
principale protéine STAT a étre activée par le G-CSF (Tian et al., 1994).

L’importance des roles joués par le G-CSF et son récepteur dans la granulopoiese a été mis
en évidence par différentes approches. En effet, des souris chez lesquelles les genes codant pour le
G-CSF et le G-CSFR ont été inactivés par recombinaison homologue développent des neutropénies
séveres (Lieschke et al., 1994; Liu et al., 1996). Par ailleurs, des souris irradiées de facon létale,
reconstituées avec des cellules de MO préalablement infectées avec un rétrovirus exprimant le G-
CSF, développent une importante neutrophilie dans le sang périphérique ainsi qu’une infiltration de

neutrophiles dans différents organes (Chang et al., 1989).



d- Le contrdle transcriptionnel de la granulopoiese.

Parmi les nombreux facteurs de transcription impliqués dans la myélopoiese, C/EBPa,
C/EBPe et PU.1 ont un rdle crucial pour la différenciation normale des précurseurs myéloides en
neutrophiles matures.

C/EBPof

C/EBPa appartient a la famille des facteurs de transcription C/EBP “CCAAT/Enhancer Binding
Protein”. Il est exprimé dans les myéloblastes immatures et son niveau d’expression diminue au
cours de la différenciation en neutrophiles matures (Scott et al., 1992). L’analyse de nouveau-nés
déficients pour C/EBPa montre une absence de neutrophiles dans le foie (Zhang et al., 1997),
probablement due a une réduction du niveau d’expression du G-CSFR. Une telle réduction est
également observée dans des cellules de foie foetal C/EBPa” (Smith ef al., 1996). Ces observations
sont en accord avec le role de C/EBPa comme transactivateur du gene du G-CSFR. De facon
intéressante, des cellules de foie feetal C/EBPa” ré-exprimant le G-CSFR sont capables de se
différencier in vitro en neutrophiles matures (Zhang et al., 1998). De plus, il a é&té montré que
C/EBPa régulait positivement 1’expression de PU.1 et C/EBPe (Wang et al., 1999; Wang et
Friedman, 2002), deux genes déterminants pour les étapes finales de différenciation. Ces données
montrent un role crucial de C/EBPa dans la myélopoiese.

PU.IOO

La protéine PU.1 est un membre de la famille des facteurs de transcription ets. Son expression est
restreinte au systeme hématopoiétique. PU.1 est fortement exprimé dans le compartiment myéloide,
ou son taux d'expression augmente parallelement a la maturation (Olson et al, 1995; Chen et al,
1995). Des lignées de souris déficientes pour le gene PU.1 ont été générées (Scott et al., 1994LC]
McKercher et al., 1996). L’une des caractéristiques communes a ces deux mutations est I’absence de
neutrophiles matures. Cependant, apres la naissance, des cellules présentant des caractéristiques de
neutrophiles se développent apres 2 a 3 jours de traitement par antibiotiques (McKercher et al.,
1996). Plusieurs études ont également révélé un role clé de PU.1 dans les étapes finales de
différenciation des neutrophiles. En effet, des neutrophiles isolés de nouveau-nés PU.1" n’expriment
pas de composants des granules secondaires comme la lactoferrine ou la neutrophile-gélatinase
(Anderson et al., 1998), dont I’apparition dans le cytoplasme est associée a la maturation terminale
normale des neutrophiles au dela du stade promyélocyte. De plus, des fonctions primordiales comme
la phagocytose, la chémotaxie sont altérées dans les neutrophiles déficients pour PU.1. Ces

observations suggerent donc que PU.1 n’est pas essentiel pour I’engagement des précurseurs dans la



voie de différenciation granulocytaire, mais pour leur différenciation normale en neutrophiles
matures.

C/EBPe:

C/EBP ¢ appartient également a la famille des C/EBPs. Comme il a ét€ mentionné plus tot, C/EBPe
opere en aval de C/EBPa. C/EBPe est exclusivement exprimé dans les cellules myéloides et
particulierement au cours des derniers stades de maturation. Des souris pour lesquelles le gene
C/EBPe a été inactivé par recombinaison homologue ont été produites (Yamanaka et al., 1997). Ces
souris présentent une augmentation du nombre de progéniteurs myéloides dans la MO ainsi qu’une
augmentation du nombre de neutrophiles hyposegmentés dans le sang périphérique. Les fonctions
effectrices (chémotaxie, production de superoxyde, phagocytose de bactérie) des neutrophiles
produits dans les souris C/EBPe” sont grandement altérées. Enfin, I’expression d’ARNm codant
pour des protéines des granules secondaires comme la lactoferrine ou la neutrophile-gélatinase est
séverement diminuée dans les neutrophiles C/EBPe” (Lekstrom-Himes et al., 1999). Ces données
montrent que C/EBPe est un acteur clé de la maturation terminale des cellules myéloides en

neutrophiles matures.



III- Le compartiment lymphoide T.

I11,- Identification du progéniteur commun au lignage lymphoide.

Un progéniteur clonal commun au lignage lymphoide (CLP) a été identifié dans la MO par
Kondo et al (1997). Les CLPs sont de phénotype LinIL-7Ro*Thy-1.1"Sca-1"cKit" et représentent
environ 0,02% des cellules totales de la MO. Des expériences de reconstitution compétitive de souris
létalement irradiées avec les CLPs montrent que ces progéniteurs peuvent se différencier en cellules
T, B et NK, mais pas en cellules du lignage myéloide. Dans des souris transplantées avec ces CLPs,
le nombre de cellules T et B dérivé du donneur diminue apres 4 a 6 semaines, suggérant que cette
population de cellules possede une capacité de renouvellement limitée. L’équivalent des CLPs a
également été isolé dans la MO chez I’homme (Galy et al., 1995). Les CLPs d’origine humaine, de
phénotype CD45RALin CD34°'CD10"Thy-1.1", se différencient en cellules B, T, NK et dendritiques
dans des essais de reconstitution de souris SCID (“Severe Combined Immunodeficiency”) ainsi
qu’en culture.

Les progéniteurs thymiques (TP) les plus immatures identifiés sont de phénotype
CD4"cKit"CD44*CD25 et sont capables de se différencier en cellules T, B, NK et dendritiques (Wu
et al., 1991). Quelle est ’origine de ces cellulesd Sont-elles directement dérivées des CLPs décrits
par Kondo et al, ou existe-t-il un stade de différenciation intermédiaire entre les CLPs et les TPs?
Jusqu’a tres récemment, aucune donnée ne permettait d’établir un lien direct entre les CLPs et les
TPs. Cependant, une étude récente a montré I’existence dans la MO de précurseurs restreints au
lignage lymphoide, qui représenteraient un stade de différenciation intermédiaire entre les CLPs
originaires de la MO et les précurseurs thymiques immatures. Ces précurseurs, de phénotype

N

B220*cKitTL-7Ra’, peuvent étre générés en culture a partir de CLPs et sont capables de se
différencier en cellules T, B, NK et dendritiques (Martin et al., 2003; Gounari et al., 2002).

Par ailleurs, une autre étude (Allman et al., 2003) suggere 1’existence dans le thymus d’un
progéniteur précoce du lignage T (ETP), de phénotype CD44'CD25 cKit"Il-7Ra™#". Ces ETPs,
capables de produire des cellules T et B, seraient dérivés d’une population de progéniteurs

lymphoides distincte des CLPs.

IIL,- Développement des cellules T.
Le thymus est le site majeur de développement et de maturation des cellules T ou

thymocytes. Les précurseurs des cellules T gagnent le thymus par la circulation sanguine et



pénetrent le thymus au niveau de la jonction cortico-médullaire (Figure 3). La différenciation des
thymocytes peut €tre divisée en plusieurs étapes, en fonction de 1’expression des marqueurs CD4 et
CDS8. Les cellules immatures CD4'CD8 (double-négative, DN) se différencient en thymocytes
CD4"CDS8* (double-positive, DP), puis évoluent vers les stades CD4'CD8 ou CD4 CD8" (simple-
positive, SP). Les cellules DN peuvent étre subdivisées en 4 populations selon I’expression des
marqueurs CD44 et CD25 (Godfrey et al., 1993). La séquence de différenciation de ces cellules estC]
CD44"CD25 (DN1), CD44"CD25" (DN2), CD44'CD25" (DN3) et CD44'CD25 (DN4). Les cellules
DNI1 entament leur programme de différenciation dans le cortex interne, migrent vers le cortex
externe et progressent vers les stades DN2 et DN3. Au cours de la transition DN2-DN3, les cellules
T réarrangent I’ADN des loci des chaines y, det § du récepteur des cellules T (TCR), et se
différencient en cellules Tyd ou en cellules Taf. Des que la chaine f§ est synthétisée, elle est
assemblée en un récepteur appelé pré-TCR (“pre-T cell receptor”). Le réarrangement réussi de la
chaine [ et son assemblage correct en un complexe pré-TCR permet la transition du stade DN3 au
stade DN4. Les cellules DN4 progressent alors vers le stade double positif (DP), ou le locus de la
chafne a du TCR est réarrangé. Une fois la chaine o produite, elle est couplée a la chaine 3 du TCR
pour former le TCRaf3. Les cellules sont alors soumises au processus de sélection positive et

négative, et achevent leur maturation en cellules simple-positives (SP) dans la medulla.
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a- La différenciation des cellules DN1 en cellules DN4.

La population DN1 représente la population de thymocytes la plus immature dans le thymus.
Les cellules DN1 ne sont pas encore restreintes au lignage T et peuvent se différencier en cellules T,
B et NK. Elles progressent ensuite vers le stade DN2. Les stades DN1 et DN2 sont caractérisés par
I’expression des récepteurs du “stem cell factor” (c-Kit) et de I’IL-7, qui assurent la survie et la
croissance des thymocytes (Zlotnik et Moore, 1995C1Peschon et al., 1994C1Von Freeden-Jeffry et
al., 1995). A partir du stade DN2, les thymocytes expriment également le marqueur HSA (Godfrey
et al., 1993). La transition DN2-DN3 marque 1’engagement irréversible des cellules T dans le
lignage lymphoide T. Cette étape est caractérisée par la diminution du niveau d’expression de c-Kit
et de CD44, et par I’initiation du réarrangement de I’ADN des loci des chaines y, 6 et 3 du TCR. Les
cellules qui réussissent a réarranger les génes y et 8 du TCR et a exprimer un TCRyd fonctionnel se
développent en cellules Tyd. A I’inverse, le réarrangement productif de la chaine § du TCR conduit a
la formation du pré-TCR, composé de la chaine 3 du TCR, de la chaine invariante pTa et de
molécules CD3 associées (Saint-Ruf er al., 1994C]1 von Boehmer et Fehling, 1997). Les cellules
n’ayant pas réussi un réarrangement productif de la chaine 3 sont éliminées par apoptose. La
signalisation par le pré-TCR assure la survie, la prolifération et la progression des cellules DN3 au

stade DN4 (Figure 4).

ISP SP  cp4t
CDS§"
0., 0
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DN1 DN2 DN3 DN4 \ DP CD69*
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C@ CD24hi / cps*
O-O0-0O N * N

CD44+ CcDa4+ CD44- CD44- \ CD4J+' cDg+
CD25 D25+ CD25+ CD25- S cos cD24lo
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pré-TCR* pré-TCR+ TCR' CD69*+
D8+ CDs*
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Figure 4C1La différenciation des cellules T dans le thymus. L’expression des différents marqueurs de surface est
représentée en fonction du stade de maturation des cellules. L’analyse par cytométrie en flux des différentes populations

est également représentée.
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b- Le réarrangement de la chaine 3 du TCR.

Organisation du locus de la chaine  du TCR.

La chaine § du TCR est codee par quatre segments de genesd Cg (“constant”), Vg
(“variable”), DB (“diversity”™) et JB (“joining™). Le domaine variable du TCRf est codé par les

segments Vg, Dg et Jg. Ces segments sont assemblés les uns aux autres par un processus de

recombinaison somatique, appelé recombinaison VDJ. La figure 5 montre I’organisation du locus de

la chaine B du TCR (TCRp) chez la souris. Le locus du TCRP comprend environ 28 segments de
genes Vg fonctionnels et deux groupes de genes DglgCg. Le locus du TCRf est présent dans les

cellules DN1 et DN2 dans une configuration native. C’est au cours de la transition DN2-DN3 qu’est

initié le réarrangement des genes de la chaine B (Godfrey et al., 1993). Le réarrangement du locus du

TCRp débute par la juxtaposition d’un segment Dg a un segment Jg, puis par le réarrangement du

segment DgJa néo-formé avec un segment Vg (Tourigny et al., 1997). Les éléments situés entre les
g BB & B

segments réarrangés sont excisés. Le réarrangement productif d’un allele du locus du TCRf} entraine

I’arrét des réarrangements sur le second allele par exclusion allélique (voir plus bas).

H— . S — tocus non réamangs

VB Dp1 1Bl CBl ~__ 7 B VP4

réarrangement DJ

—HHH -

Vi DB1-132.5 VB14

réarrangement VDJ

4___ ||

VBDRLIB2.5 VB14

Figure 5CI Représentation schématique du locus de la chaine p du TCR. Le locus du TCR{ est réarrangé par

juxtaposition d’un segment DB et d’un segment Jl3’ puis par la juxtaposition d'un segment \fi au segment DBJ B Lors du
réarrangement DB—JB, le segment D|31 peut étre joint 2 un segment Jl31 ou a un segment Jﬁz’ alors que le segment DB2

n’est réarrangé qu’avec les segments J p2- Les traits horizontaux représentent les différentes possibilités de réarrangement

Dl3]|3'
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Les enzymes de la recombinaison.
Le mécanisme de recombinaison somatique est médi¢ par ’action d’enzymes spécifiques des

cellules lymphoides, codées par les génes RAG1 et RAG2 (“Recombinase Activating Gene”). Elles

assemblent les divers segments de génes Vg, Dg et Jg par recombinaison de I’ADN. Chaque segment

de génes Vg, Dy et Jo est flanqué de séquences spécifiques “Recombination Signal Sequences”
g p Up B

(RSS) conservées au cours de 1’évolution (Tonegawa, 1983; Hesse et al., 1989). Les RSSs sont des
heptameres et des nonameéres qui sont séparés par une séquence “spacer” de 12 ou 23 nucléotides.
Les recombinases RAG reconnaissent ces séquences RSSs et effectuent le réarrangement des
segments en excisant les séquences d’ADN entre les segments. Le réarrangement se fait selon la
régle “12/23”, c’est a dire entre un segment flanqué d’un “spacer” de 12 nucléotides qui recombine
en cis avec un segment flanqué d’un “spacer ” de 23 nucléotides. Le produit du géne codant pour la
“Terminal deoxynucleotidyl Transferase” (TdT) est aussi impliqué dans le processus de

réarrangement du locus du TCRP. TdT est responsable de I’addition de nucléotides (N)

supplémentaires au niveau des jonctions Dglg et VgDJg lors de la recombinaison, augmentant ainsi

la diversité de la région variable du récepteur. Des protéines impliquées dans la réparation de I’ADN
double brin (Ku 70, 80, DNA-PKcs, ligase IV) sont également nécessaires au processus de
réarrangement de la chaine p du TCR. En effet, des altérations de la fonction de ces protéines
peuvent entrainer un blocage dans le développement des cellules T (pour revue, Notarangelo et al.,
1999).

Les genes RAG sont exprimés dans les populations DN2 et DN3 lors de la recombinaison
des genes du TCRf (Wilson et al., 1994). L expression de la chaine § du TCR et la formation du
complexe pré-TCR induisent I’exclusion allélique du TCR} et la prolifération des cellules (Uematsu
et al, 1988C1Fehling et al., 1995). La diminution de 1’expression des genes RAG coincide avec ces
deux évenements. Les genes RAG ont un role crucial dans le développement des cellules T. En effet,
I’inactivation de RAG1 ou RAG?2 entraine un blocage de la différenciation des cellules au stade DN
(Mombaerts et al., 1992C1Shinkai et al., 1992), et plus particulierement au stade DN3 (Yannoutsos et
al., 2001). De plus, I’analyse par PCR du locus de la chaine 3 du TCR montre que celui-ci est dans
une configuration native. Contrairement aux genes RAG1 et RAG2, le gene TdT n’est pas essentiel
au développement des cellules T (Komori et al., 1993). En effet, chez des souris déficientes pour le

gene TdT, on observe le développement de cellules T CD4* et CD8" SP matures. Toutefois, le
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nombre de ces cellules SP est augmenté, suggérant un biais au moment de la sélection positive des
cellules DP en cellules SP (Gilfillan ef al., 1994).

L’exclusion allélique.

L’analyse de I’expression des genes Vg au cours du réarrangement du TCRp dans des clones

de cellules T matures montrent que les cellules contiennent un seul réarrangement productif de la

chaine , tandis que le second allele est non-réarrangé ou que le segment Vg est dans une

configuration native (Casanova et al., 1991). Par ailleurs, I’introduction d’un transgene réarrangé du

TCRp permet de bloquer les réarrangements endogenes des genes Vg (Uematsu e al., 1988). Ainsi,

I’expression d’une chaine {3 (au sein du complexe pré-TCR) exerce un controle négatif qui empéche
le réarrangement du second allele de la chaine . Ce mécanisme d’exclusion allélique assure qu’une

cellule T individuelle n’exprime qu’une seule chaine £.

c- La signalisation par le pré-TCR.

Le pré-TCR est exprimé a la surface des cellules DN3 et DN4. La formation du pré-TCR par
I’association de la chaine B du TCR avec la chaine invariante pTa et différentes molécules de
signalisation CD3 (9, €, vy, C) (Saint-Ruf ez al., 1994; von Boechmer et al., 1997) (Figure 6) représente
un point de controle critique lors de la différenciation des cellules T appelé la sélection . La
signalisation par le pré-TCR assure la prolifération et la survie des cellules DN, 1’arrét des
réarrangements des genes du TCRf, la transition du stade DN au stade DP et I’initiation du

réarrangement du locus de la chaine o du TCR.

Pré-TCR

Figure 6CI Représentation schématique du complexe pré-TCR. La chaine pTa est
couplée a la chaine B du TCR. Les molécules de signalisation associées sont assemblées

en dimeres CD3ey, CD3¢d et CD3CL.

L’analyse de souris déficientes pour CD3y et € a montré que 1’absence de ces molécules

provoque un arrét de la différenciation des cellules T au stade DN3 (Malissen et al., 1995; Haks et
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al., 1998). Un blocage similaire, mais moins sévere, est observé dans le thymus de souris CD3C7,
indiquant que 1’assemblage et/ou la fonction du pré-TCR sont compromis mais pas abolis en absence
de la sous-unité T (Love et al., 1993; Liu et al., 1993). La sous-unité CD30, quant a elle, ne semble
pas etre essentielle pour la fonction du pré-TCR (Berger et al., 1997). D’autre part, le
développement de thymocytes TCRB” ou pTa”" est bloqué au stade DN, bien que quelques cellules
DP parviennent a se différencier (Mombaerts et al., 1992; Fehling et al., 1995). La chaine pTa
intervient également dans le processus d’exclusion allélique (Aifantis et al., 1997). En effet,
I’analyse des réarrangements du TCRP dans les cellules DN3 pTa” par PCR sur cellule unique
montre qu’il n’y a pas d’inhibition du réarrangement du second allele, alors qu’un seul
réarrangement productif est observé en présence de la chaine pTa. Par ailleurs, I’expression de
formes mutées de la chaine pTa dans des thymocytes DN affecte la prolifération et la survie de ces
cellules. Ces données suggerent un controle par pTa de la prolifération et de la survie des cellules
DN (Aifantis et al., 2002).

L’expression du complexe pré-TCR a la surface des cellules est essentielle pour 1’activation
du pré-TCR, bien que cette derniére ne requiert pas d’interaction spécifique avec un ligand. En effet,
des thymocytes TCRB™ exprimant une chaine p du TCR couplée 4 un signal de rétention dans le
reticulum endoplasmique, sont bloqués au stade DN3 (O’Shea et al., 1997). De plus, des cellules
DN3 exprimant un pré-TCR amputé des domaines extracellulaires peuvent franchir le cap de la
sélection B (Irving et al., 1998). Il a donc été proposé que le complexe pré-TCR est spontanément
intégré a la membrane cellulaire, au niveau de domaines membranaires appelés “lipid rafts” (Saint-
Ruf et al., 2000). La colocalisation du pré-TCR et de molécules de signalisation au sein des “lipid
rafts” crée alors un environnement propice a I’induction de la signalisation par le pré-TCR (Dustin et
al., 2000). Cependant, la capacité d’induire un signal d’activation, indépendamment d’une
interaction avec un ligand, serait plus une propriété inhérente des cellules DN, plutét qu’une
caractéristique unique du complexe pré-TCR (Haks et al., 2003).

Les molécules impliquées dans la voie de signalisation du pré-TCR ont été découvertes par
I’étude de souris déficientes pour des molécules de signalisation affectant la transition du stade DN
au stade DP. Ainsi, des cellules T déficientes pour la protéine kinase p56'* sont bloquées au stade
DN3 (Wallace et al., 1995). De plus, I’expression dans des thymocytes d’une forme dominante
négative de la protéine p56'* (sous contrdle du promoteur Ick) conduit a I’arrét de la différenciation
des cellules au stade DN (Levin et al., 1993). Les protéines tyrosine kinase ZAP-70 et syk ont

également un rdle important dans la signalisation par le pré-TCR puisque des souris déficientes pour
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ces deux genes révelent un blocage de la maturation au stade DN3 (Cheng et al., 1997). Les
principales cibles des kinases ZAP-70 sont les molécules SLP-76 et LAT. De la méme facon, des
déficiences pour SLP-76 ou LAT conduisent a un blocage au stade DN3 (Zhang et al., 1999;
Clements et al., 1998). L’activation de LAT et SLP-76 induit plusieurs évenementsClla mobilisation
du Ca® intracellulaireCl1’activation de la voie Ras, impliquée dans le contrdle de la prolifération et
de la différenciation (Swat et al., 1996)C1 ’activation de la protéine kinase C, impliquée dans la
régulation de 1’exclusion allélique (Michie ef al., 2001). D’autre part, ’augmentation de la
concentration de Ca*" intracellulaire conduit & I’activation des facteurs de transcription NFAT et NF-
kB impliqués dans le contrdle de la survie et de la différenciation des cellules DN3 (Voll et al.,

2000; Aifantis et al., 2001).

d- La différenciation des cellules DN4 en cellules DP.

Suite a I’activation par le pré-TCR, les cellules DN3 perdent le marqueur CD25, expriment
de facon transitoire le marqueur d’activation CD69 (Levelt et al., 1995), entrent dans le cycle
cellulaire et accomplissent plusieurs divisions cellulaires (Shortman et al., 1990). Les cellules DN4,
¢galement appelées cellules pré-DP vont alors progresser vers le stade DP (CD4*CD8"). Plusieurs
études ont montré 1’existence d’une population de cellules intermédiaires entre les stades DN et DP
(Paterson et Williams, 1987; MacDonald et al., 1988; Shortman et al., 1988). Ces cellules, de
phénotype CD44 CD25CD3"°CD24", ressemblent aux cellules DN4. Toutefois, elles expriment les
marqueurs CD4 ou CD8 en I’absence d’un TCR mature, et sont appelées cellules simple-positives
immatures (ISP). La transition entre cellules ISP et cellules DP est tres rapide. Au stade DP, les
cellules sortent du cycle cellulaire et diminuent de taille, expriment a leur surface les marqueurs CD4
et CD8, réarrangent le locus o de la chaine du TCR et expriment un TCRaff fonctionnel.

Organisation du locus de la chaine o du TCR.

La chafne oo du TCR (TCRa) est codée par trois segments de genesCIC, V, et J,. Le locus
de la chaine o a la particularité de partager le méme locus génétique que les genes de la chaine 6 du
TCR, les segments des genes du TCRJ étant situés entre les segments de genes V, et J, (Figure 7).

Le réarrangement du TCRa est initié sur les deux alleles au cours de la transition des cellules ISP

vers les cellules DP, en méme temps que les enzymes RAGI1 et RAG2 sont ré-éxprimées (Wilson et
al., 1994; Wilson et al., 1996). 1l est produit par juxtaposition d’un segment V a un segment J,

entralnant la délétion des genes du TCRS. Cependant, le réarrangement productif d’un allele

15



n’entraine pas 1’arrét des réarrangements sur le second allele. Ainsi, le réarrangement du TCRa ne se
fait pas dans un contexte d’exclusion allélique. C’est seulement lorsqu’une cellule est positivement
sélectionnée que les réarrangements au niveau du TCRa cessent (Brandle ef al., 1992; Kouskoff et
al., 1995). Un mécanisme de controle post-traductionnel assure que les thymocytes matures
n’expriment a leur surface qu’une chaine o unique (Alam et al., 1998), bien qu’il ait été observé que
des cellules T périphériques expriment deux chaines o (Padovan et al., 1993; Heath et al., 1995). La
recombinaison de I’ADN au niveau du locus de la chaine o du TCR est également médiée par les

enzymes RAG1, RAG2 et TdT.
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Figure 7CI Représentation schématique du locus de la chaine a du TCR. Le locus du TCRa est réarrangé par

juxtaposition d’un segment V, et d’un segment J,

e- La sélection des cellules DP et la maturation en cellules SP.

Les cellules DP expriment les marqueurs CD4 et CDS8 ainsi qu’'un TCRaf} nouvellement
formé. Elles représentent environ 85% des cellules dans le thymus. Apres un délai d’environ 3 jours,
intervalle au cours duquel les cellules sont sélectionnées ou éliminées, seul 3 a 5% des cellules
auront franchi le cap de la sélection (Shortman et al., 1991; Huesmann et al., 1991). A ce stade clé
du développement, les thymocytes DP se soumettent a deux processus développementaux distincts
pour devenir des cellules T matures fonctionnelles et compétentes. Les cellules T CD4 SP, ou
cellules T “helper” sont activées par des antigenes (Ag) exogenes. Leur fonction principale est de
stimuler d’autres cellules comme les cellules B mais aussi les macrophages qui prendront part a la
réponse immunitaire. Les cellules CD8 SP ou “cytotoxiques™ sont elles, activées par des Ag
endogenes et participent a la lyse de cellules infectées par des virus, des pathogenes intracellulaires
et des cellules tumorales.

Le premier processus correspond a la sélection du répertoire (Figure 8). Cette étape assure
que les cellules T matures reconnaissent des Ag étrangers présentés par les molécules du complexe

majeur d’histocompatibilit¢ (CMH), mais qu’elles ne soient pas activées lors d’une rencontre avec
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un Ag du soi présenté par le CMH. Il a été démontré que I’affinit¢ du TCR pour le complexe
Ag/CMH avec lequel il interagit influence 1’intensité du signal produit par le TCR, intensité dont
dépend I’issue de cette étape de sélection (Alam et al., 1996; Williams et al., 1999). Ainsi, une
interaction faible, mais suffisante, entre le TCR et le complexe Ag/CMH génere un signal faible qui
induit la sélection positive des cellules. Au contraire, une interaction trop forte entre le TCR et le
complexe Ag/CMH engendre une activation importante qui conduit a la sélection négative et a
I’élimination de la cellule potentiellement auto-réactive. Un dernier cas, ou aucune interaction TCR-
Ag/CMH ne se produit, mene a la mort de la cellule par négligence, autrement dit par défaut de

sélection positive (Suhr et al., 1994).

cellule stromale cellule stromale cellule stromale
O O O molécule Figure 8C1La sélection du répertoire. Le
du CMH
complexe Ag/CMH est exprimé a la
@® pas @) interaction @ interaction .
dinteraction modérée forte @ Antigene  surface des cellules stromales du thymus.
4’ Tcrop  L’avidité du TCR pour le complexe
collle T cellule T cellule T Ag/CMH détermine le destin de la cellule.
négligence sélection positive sélection négative
et différenciation et mort par apoptose

Le second processus correspond a 1’engagement des cellules vers la voie CD4 SP ou CD8
SP. L’utilisation de souris transgéniques pour un TCR a permis de montrer que des cellules DP
exprimant un TCR restreint au CMH I se différencient en cellules CD8 SP (Teh et al., 1988; Sha et
al., 1988), alors que des cellules DP exprimant un TCR restreint au CMH II se différencient en
cellules CD4 SP (Berg et al., 1989; Kaye et al., 1989). Plusieurs modeles ont été proposés pour
expliquer le mécanisme qui gouverne le choix entre 1’acquisition du phénotype CD4 SP ou CD8 SP

(Figure 9).

Le modele instructif

Dans ce modele, la décision de s’engager dans la voie CD4 ou CDS est prise au stade DP. Un
thymocyte DP qui exprime un TCR spécifique du CMH II est capable d’engager son TCR et le
corécepteur CD4 avec le complexe Ag/CMH II exprimé a la surface des cellules stromales. Dans ce

cas, la cellule est instruite pour éteindre I’expression du corécepteur CDS8 et se différencier en
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thymocyte CD4 SP. De facon similaire, si une cellule DP exprime un TCR restreint au CMH I, alors
elle peut engager son TCR et le corécepteur CD8 avec le complexe Ag/CMH I, ce qui entraine une
diminution de ’expression du corécepteur CD4 et permet la différenciation en cellule CD8 SP. Ce
modele s’appuie sur des données provenant de systemes transgénique et non-transgénique (Ohashi et
al., 1990; Borgulya et al., 1991; Shortmann et al., 1991) dans lesquels une population de cellules
CD4"CD8*TCR" peut étre observée seulement lorsqu’un complexe Ag/CMH approprié est présent,

confirmant que la décision CD4 vs CD8 est prise au stade DP.

Le modeéle sélectif

Ce modele suggere que I’engagement dans 1’une ou 1’autre voie de différenciation se fait au
moment de la sélection positive des cellules. Ainsi, une cellule DP éteint de maniere aléatoire
I’expression du corécepteur CD4 ou du corécepteur CDS8, indépendamment de la spécificité (CMH I
vs CMH 1II) de son TCR. Si la cellule peut alors engager le complexe Ag/CMH (I ou II) avec son
TCR et le corécepteur (CD8 ou CD4) approprié, elle continue alors sa maturation en cellule SP,
sinon elle meurt par apoptose. Ce modele s’appuie sur I’observation de populations intermédiaires de
thymocytes CD4™!CD8" présentes dans des souris CMH I". Cette population de cellules
représentent un stade de transition qui, selon le modele instructif, n’est pas attendu en absence de

molécule du CMH I (Chan et al., 1993; van Meerwijk et allJ 1993).

Le concept de force du signal

Selon ce modele, I’engagement vers le lignage CD4 ou CDS8 dépend de I’intensité ou de la
durée du signal émis par le TCR. Un signal de courte durée conduit a la différenciation des
thymocytes DP en thymocytes CD8 SP, alors qu’un signal prolongé induit la différenciation vers le
lignage CD4. Par ailleurs, des cellules dont le TCR interagit faiblement avec une molécule du CMH
IT vont recevoir un signal de courte durée et s’engager de facon inappropriée dans le lignage CDS.
Dans le cas présent, lors d’une seconde interaction TCR/CMH II, I’absence du corécepteur CD4 ne
permet pas une signalisation adéquate par le TCR et conduit la cellule a la mort par apoptose
(Matechak et al., 1996). A I’inverse, une cellule dont le TCR interagit tres fortement avec une
molécule de CMH 1 est dirigée vers le lignage CD4. L’inadéquation entre molécule CMH I et
corécepteur CD4 entraine 1’élimination de la cellule par apoptose. Ce modele émergea d’expériences
ou il a été observé que des thymocytes exprimant un TCR restreint au CMH II peuvent se

différencier en cellule CD8 SP, en absence de CD4, reflétant la possibilité qu’un faible signal soit
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généré lorsque CD4 est absent. Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que CD4 recrute p56'*

plus efficacement que CDS lors de I’engagement du TCR (Campbell et al., 1995; Wiest et al., 1993).
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Figure[@1Représentation des différents modeles de sélection. (A) le modele instructifC1(B) le modele sélectifC1(C) le

concept de force du signal. T représente la mort par apoptose.

Le processus de sélection est accompagné par des modifications phénotypiques des cellules
positivement sélectionnées. L.’augmentation du niveau d’expression du TCRaf3, suivie d’une
réduction du niveau d’expression du marqueur CD24 (Lucas et al.,1993) représentent deux
évenements précoces. Suite a 1’activation des cellules, le marqueur d’activation CD69 est exprimé de
facon transitoire par les cellules SP (Swat et al., 1993). D’autre part, I’activation par le TCR induit
I’expression de CD5, un marqueur des cellules T matures. Le niveau d’expression de CDS5 est relatif
a D’intensité du signal transmis par le TCR (Azzam et al., 1998). CD5 fonctionnerait comme un

régulateur négatif de la signalisation par le TCR (Azzam et al., 2001).

19



f- La signalisation par le TCRof3 dans le thymus.

Le complexe TCRaf est exprimé par les cellules DP et SP. Il est formé par 1’association
d’une chaine 3, d’une chaine o et des molécules de signalisation CD3 (g, vy, 9, T )(Figure 10).
L’interaction avec le ligand (complexe Ag/CMH) est attribuée a 1’hétérodimere af3, alors que la
signalisation incombe aux molécules CD3 associées. La formation d’un complexe TCRaf3 complet
et fonctionnel est essentielle pour la maturation des cellules DP en cellules SP et joue un rdle

primordial dans le processus de sélection des cellules DP.

TCRofB

44
ey e

ruﬁ | HW Figure 10CIReprésentation schématique du complexe TCRaf. La chaine a est couplée a

W
-

la chaine B du TCR. Les molécules de signalisation associées sont assemblées en dimeres

CD3egy, CD3ed et CD3CC.

La plupart des études qui se sont intéressées au(x) role(s) des différentes sous-unités
nécessaires a 1’assemblage d’un TCRa3 complet ont été conduites in vitro dans des modeles de
lignées cellulaires ou d’hybridomes de cellule T (pour revue, Klausner et al., 1990). La génération et
la caractérisation de lignées cellulaires déficientes pour les chaines CD3 ont démontré la nécessité de
chacune de ces sous-unités pour 1’assemblage et 1’expression normale du TCRaf} a la surface des
cellules.

L’étude du role des différentes sous-unités in vivo a parfois été rendue difficile puisque leur
inactivation conduit a des arréts précoces du développement des thymocytes (cf § c). Cependant,
plusieurs informations intéressantes ont pu etre dégagées. Des cellules DP sont présentes dans le
thymus de souris déficientes pour CD3C, bien que cette mutation affecte la signalisation par le pré-
TCR. De plus, un nombre faible de cellules SP CD4"'TCR" et CD8*TCR" est détecté dans ces souris
(Love et al., 1993; Liu et al., 1993). Ces données indiquent donc que des cellules T peuvent se
développer, bien qu’assez inefficacement, en 1’absence de la sous-unit¢ CD3C. D’autre part,
I’inactivation par recombinaison homologue de la sous-unité CD30 entraine un arrét de la maturation
des thymocytes au stade DP CD3"° (Dave et al., 1997), stade auquel les thymocytes sont
positivement ou négativement sélectionnés. Le nombre de cellules DP est normal mais le nombre de
cellules CD4" et CD8" SP est réduit, suggérant une fonction de CD30 dans I’assemblage correct

et/ou la signalisation normale par le complexe TCRaf3. La chaine oo du TCR est également un
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élément critique du complexe TCR. En effet, des cellules n’exprimant pas la chaine o du TCR sont
bloquées au stade DP (Mombaerts ef al., 1992). Plus particulierement, un motif spécifique (a-CPM)
a été identifié dans la chaine o du TCR. Ce motif est nécessaire pour la sélection positive des
cellules et pour I’interaction avec la sous-unité CD30 (Backstrom et al., 1998).

L’engagement du complexe TCR active une cascade de signalisation dont 1’issue est la
sélection positive ou négative des cellules DP (pour revue, Starr et al., 2003). Les acteurs les plus en
amont de cette cascade regroupent en autre les protéines tyrosine-kinases p56'*, ZAP70, Itk.
L’inactivation de ces différentes protéines in vivo a montré qu’elles régulent les mécanismes de
sélection positive et/ou négative des cellules DP (Hashimoto et al., 1996; Negishi et al., 1995; Liao
et al., 1995; Schaeffer et al., 1999). Ces kinases vont relayer le signal du TCR en activant différentes
protéines adaptatrices comme LAT, SLP-76, Gads. Cette signalisation aboutit a I’activation de
différentes familles de facteurs de transcriptionCINFAT, important pour la sélection positivelOukka
et al., 1998); NF-kB, essentiel a la sélection positive (Esslinger et al., 1997; Hettmann et al., 2000)
mais aussi négative (Hettmann et al., 1999). D’autre part, I’induction de la sélection positive ou
négative semble refléter des fonctions différentielles des cascades MAPK dans le mécanisme de
sélection. Ainsi, 1’activation de la voie de signalisation ERK/MAPK est requise pour la sélection
positive (Alberola-Ila ef al., 1996; O’Shea et al., 1996) tandis que I’engagement des voies de
signalisation JNK et p38 MAPK controle la sélection négative (Sugawara et al., 1998; Rincon et al.,

1998).
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IV- La voie de signalisation Notch dans le lignage lymphoide.

Les protéines Notch appartiennent a une famille de récepteurs transmembranaires tres
conservée. La voie Notch régule le choix du destin cellulaire au cours du développement de divers
types cellulaires chez les invertébrés comme chez les vertébrés (Artavanis-Tsakonas et al., 1995).
Elle contrdle aussi plusieurs aspects du développement normal des cellules T et est impliquée dans

I’émergence de leucémies aigués lymphoblastiques T (LAL-T).

IV,- La voie Notch

Les homologues de Notch identifiés chez les mammiferes sont au nombre de 4, Notch (1-4)
(Artanavis-Tsakonas, 1995; 1999). Les récepteurs Notch sont des protéines transmembranaires qui
sont clivées au cours de leur transit dans 1’appareil de Golgi par une sérine-protéase (furine). Ceci
conduit a I’expression d’un récepteur hétérodimérique a la surface des cellules, composé d’un
domaine extracellulaire (ECN) et d’un domaine intracellulaire (NIC) (Figure 11). La portion
extracellulaire est constituée de 29 a 36 répétitions de motifs EGF (“epidermal growth factor”) qui
assurent la liaison du récepteur a son ligand, et de 3 répétitions LIN qui inhibent toute signalisation
en absence de ligand. La partie intracellulaire, responsable de la transduction du signal par Notch
contient plusieurs domainesClles répétitions RAM et ankyrin qui interagissent avec le facteur de
transcription CSL (CBFI1(RBP-Jx), Suppressor of Hairless, Lag-1)E12 séquences de localisation
nucléaireCl une séquence NCR (“Notch cytokine response”)Cl un domaine TAD (domaine de
transactivation) nécessaire pour 1’activation de la transcription des genes cibles de Notch et une
séquence PEST C-terminale, qui régule la stabilité de la protéine. Les protéines Notch 1-2 possedent
un domaine de transactivation, absent de Notch 3-4. Enfin, Notch 4 est le seul membre des
récepteurs Notch dépourvu de la région NCR.

L’activation de la voie Notch est induite par 1’interaction du récepteur avec un ligand de la
famille Delta ou Jagged. Il existe 5 ligands de Notch connus chez les mammiferes, Jagged (1, 2) et
Delta-like (1, 3 et 4). De facon similaire aux protéines Notch, ces ligands sont des protéines
transmembranaires dont le domaine extracellulaire est composé de répétitions EGF et d’un domaine
N-terminal DSL (Delta, Serrate, Lag2) unique. Dans le thymus, les genes codant pour les ligands de
Notch (Jaggedl-2, Delta-like 1-4) sont principalement exprimés par les cellules épithéliales

(Anderson et al., 2001C1Schmitt et al., 2002).
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Figure 11. Représentation schématique de la structure des récepteurs Notch chez la drosophile et chez I’homme.
ECNO domaine extracellulaireGl NICE domaine intracellulaireGl EGFRIO répétitions “epidermal growth facto”C1 LINCI
répétitions “Lin12 Notch”; RAM : domaine RAM23; ANK : répétitions ankyrin; NCR : “Notch cytokine response”;

TAD : domaine d’activation de la transcription. DTM: domaine transmembranaire.

L’interaction d’un récepteur Notch a son ligand induit la protéolyse, en deux étapes, du
récepteur (pour revue, Fortini, 2001) (Figure 12). Le premier évenement correspond au clivage du
récepteur dans sa partie extracellulaire par des protéases de la famille ADAM (“a disintegrin and
metalloprotease™). La seconde étape implique la protéolyse du récepteur dans sa partie
cytoplasmique par des protéines y-sécrétase (préseniline, nicastrine), qui libere le domaine
intracellulaire de Notch (NIC). Apres translocation nucléaire, NIC interagit avec le facteur de
transcription CSL, principal effecteur de la voie Notch. En absence de signalisation par la voie
Notch, CSL est incorporé dans un complexe multiprotéique en présence des corépresseurs SMRT
(“silencing mediator for retinoic acid receptor and thyroid hormone receptor”), N-CoR (“nuclear
receptor corepressor”’) (Lai, 2002). Ces différentes protéines recrutent alors d’autres facteurs comme
Sin3A et/ou des histones déacétylases (HDAC), conférant ainsi une activité de répresseur
transcriptionnel au complexe. La translocation de NIC dans le noyau induit un changement d’activité
du complexe CSL, qui passe d’un état de répresseur a un état d’activateur de la transcription. NIC
déplace les corépresseurs et recrute des coactivateurs de la famille mastermind (MAM). MAM
stabilise le complexe CSL/NIC/MAM et assure le recrutement de coactivateurs comme p300/CBP
(Oswald et al., 2001; Fryer et al., 2002). Plusieurs genes cibles de la voie Notch ont été identifiésd
pTa, Hesl, Deltex1, Meltrinf, Ifi204 ou encore Cycline D1 (Deftoset al., 2000; Ronchini et

Capobianco, 2001). La fonction de pTa a été définie dans le chapitre précédent. Hes1 est un facteur
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de transcription de la famille “basic Helix-Loop-Helix” exprimé dans les populations DN. Des souris
Hes1” présentent un blocage du développement des thymocytes au stade DN (Tomita et al., 1999). 1l
a également été proposé que Hesl soit un régulateur négatif de I’expression de CD4 (Kim et Siu,
1998). Deltex1 est une protéine “doigts de zinc”, capable d’interagir avec NIC (Matsuno et al.,
1995). Sa fonction dans les thymocytes n’est cependant pas connue. Meltrinf3 est une
métalloprotéase de la famille ADAM (a disintegrin and metalloprotease) qui est exprimée dans
divers tissus (Inoue et al., 1998C1Kurisaki et al., 1998). De facon intéressante, une autre protéine de
la méme famille, ADAM10 (orthologue murin de Kuzbanian) est impliquée dans la signalisation par
Notch (Sotillos et al., 1997; Lieber et al., 2002). Ifi204 appartient a une famille de protéines
nucléaires impliquées dans la régulation du cycle cellulaire et de la transcription (Johnstone et
Trapani, 1999). La Cycline D1 est un régulateur du cycle cellulaire impliqué dans le controle de la
transition entre les phases G1 et S (Stacey, 2003). Toutefois, une régulation directe de 1’expression
de certains de ces genes par Notch in vivo reste a démontrer. Par ailleurs, il est probable que la
signalisation par Notch s’effectue de facon indépendante du facteur de transcription CSL (Zecchini
et al., 1999; Bush et al., 2001). La voie Notch peut etre régulée par des protéines comme Fringe, qui
modifient les récepteurs Notch et modulent la signalisation par Notch. D’autres protéines comme
Numb et Deltex1 régulent également la signalisation par Notch. Une caractéristique importante de la
voie de signalisation Notch réside dans le fait que 1’activation de la voie Notch conduit a une

autorégulation positive et a une expression de Notch1 (Deftos et al., 1998).
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Figure 121La voie de signalisation Notch. Le récepteur Notch est clivé par une sérine-protéase (furine) lors du transit
dans I’appareil de Golgi, puis est exprimé a la surface des cellules. La liaison de Notch avec son ligand (DII-1E Delta
like-1E1J-1E0agged- 10 conduit a la translocation du domaine intracellulaire de Notch (NIC) dans le noyau. L’interaction
entre NIC et CSL déplace les corépresseurs (CoR), permet le recrutement de coactivateur (CoA) et entraine 1’activation

des genes cibles de Notch.

a- Notch et I’engagement vers la lignée T.

Les cellules T se développent dans le thymus a partir d’un progéniteur lymphoide commun
(CLP) aux cellules T et B. L’étude de la voie de signalisation Notch a montré que Notchl exerce un
role primordial dans la décision d’un CLP a adopter un phénotype T ou B.

L’inactivation du gene Notchl dans les cellules précurseurs de MO, par une cre-recombinase
inductible par I’interféron o, conduit a I’arrét du développement des cellules T dans le thymus au
stade DN1 et au développement ectopique de cellules B dans le thymus (Radtke et al., 1999). Des
résultats similaires ont été obtenus chez des souris pour lesquelles le facteur de transcription CSL est
inactivé dans des cellules de MO (Han et al., 2002). La voie Notch peut étre régulée par différents
mécanismes. Ainsi, les protéines Fringe, qui sont des glycosyltransférases, peuvent modifier les
récepteurs Notch et moduler la signalisation par Notch. Des thymocytes exprimant Lunatic fringe
sous le contrdole du promoteur du gene Ick montrent un blocage du développement des cellules T et
une apparition de cellules B dans le thymus (Koch et al., 2001). De la méme maniere, la protéine
Deltex1 est un antagoniste de Notch dans les cellules de MO. Ainsi, des souris reconstituées avec
des cellules de MO exprimant Deltex1 développent des cellules B dans le thymus aux dépends des

cellules T (Izon et al., 2002). Des expériences de surexpression de Notch1 ont également montré son
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implication dans 1’engagement des CLPs vers le lignage T. En effet, I’expression d’une forme
constitutivement active de Notch1 dans des cellules de MO aboutit au développement ectopique de
cellules T DP dans la MO des animaux transplantés (Pui et al., 1999).

D’autres arguments en faveur d’un rdole de Notch dans ’engagement des CLPs vers le
lignage T proviennent de 1’étude de ligands de Notch comme Delta-likel (DII-1). DII-1 est exprimé
par les cellules stromales du thymus mais pas par les cellules de la MO, suggérant un role décisif de
DII-1 dans I’engagement des précurseurs lymphoides dans le lignage T (Schmitt et al., 2002). Jaleco
et al., (2001) et Schmitt et al., (2002) ont ainsi montré que la culture de progéniteurs lymphoides, en
présence de cellules stromales exprimant DII-1, favorise le développement de cellules T et induit un
blocage de la différenciation des cellules B. D’autre part, I’entrée des progéniteurs des cellules T
dans le thymus correspond a I’activation de la voie Notch dans ces cellules, visualisée par
I’expression des genes Hes1 et Deltex1 (Harman et al., 2003). L’ensemble de ces études établit donc
clairement une fonction de la voie de signalisation Notch dans 1’engagement des CLPs vers le

lignage T.

b- Notch et le développement des thymocytes.

L’expression des genes Notchl et Notch3 est régulée de fagcon dynamique dans les
différentes sous-populations de thymocytes. Plus précisément, Notchl est fortement exprimé dans
les cellules DN, faiblement dans les cellules DP et de facon intermédiaire dans les cellules SP
(Hasserjian et al., 1996; Izon et al., 2002). En comparaison avec Notchl, Notch3 est tres fortement
exprimé dans les thymocytes DN et DP, mais est quasiment indétectable dans les thymocytes SP
(Felli et al., 1999; Bellavia et al., 2002). Les différences observées dans le patron d’expression des
genes Notchl et Notch3 refletent probablement des propriétés différentes de ces deux genes dans la
régulation du développement des cellules T.

La fonction de Notchl a été étudiée par différentes approches. Des souris 1étalement irradiées
et reconstituées avec des cellules de MO Notch1** et Notch1™ montrent que la contribution au
lignage Top est moindre pour les cellules Notch1*” que pour les cellules Notch1** (Washburn et al.,
1997). De plus, les auteurs de cette étude ont montré que I’expression du domaine intracellulaire de
Notchl (NICI), sous le controle du promoteur Ick, favorise le développement de cellules DP dans
des souris déficientes pour la chaine p du TCR, mais pas dans des souris RAG1™". Ces résultats
suggerent que Notchl influence la différenciation du précurseur vers le lignage af. De fagon

similaire, Allman et al., (2001) ont montré que I’expression de NIC1 dans des cellules de MO
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RAG2" ne permet pas le développement de cellules DP dans les souris récipients. Toutefois,
I’introduction d’un TCRp transgénique autorise la différenciation de cellules DP. Ces données sous-
entendent qu’il existe une étroite collaboration entre la voie Notch et la signalisation par le pré-TCR
dans le développement normal des cellules DN.

Dans une étude complémentaire, I’inactivation conditionnelle de Notchl, juste avant 1’étape
de la sélection f3, affecte le développement des cellules Taf3, bien que le nombre des cellules Ty ne

soit pas altéré (Wolfer et al., 2002). Cette étude a par ailleurs permis de mettre en évidence une

fonction de Notchl dans le mécanisme de réarrangement VDJg.

La régulation précise de I’expression de Notchl au cours du développement des thymocytes
suppose une fonction de Notchl dans le contrdle de la transition DP-SP. Afin d’élucider le role de
Notchl dans la transition DP-SP, des expériences de surexpression ont été conduites. Une premiere
étude propose que Notchl confere une résistance a la mort cellulaire, induite par les
glucocorticoides, au travers de 1’activation du gene anti-apoptotique bcl-2 (Deftos et al., 1998).
Ainsi, Notchl1 favoriserait la survie des cellules sélectionnées au cours de leur maturation en cellules
SP. L’expression de NIC1 (sous le controle du promoteur Ick) dans les thymocytes entraine une
augmentation de la population de cellules CD8 SP par rapport aux cellules CD4 SP (Robey et al.,
1996). Une autre étude a cependant montré que 1’expression de NIC1 (également sous le controle du
promoteur Ick) entrainait une augmentation des populations CD4 et CD8 SP (Deftos et al., 2000).
Toutefois, ces dernieres souris développent rapidement des lymphomes T (4 semaines), ce qui
pourrait masquer I’effet de Notchl dans le développement des cellules CD4 et CD8 SP. Les
différences observées dans ces deux études proviennent peut-etre des modeles transgéniques utilisés.
En effet, le transgene NIC1 utilisé par Deftos et al contient un domaine de transactivation entier, qui
est partiellement délété dans le transgene NIC1 de Robey et al. Pour clarifier la fonction de Notchl
dans le développement des cellules CD4 et CD8 SP, Fowlkes et Robey (2002) ont ré-analysé les
modeles transgéniques NIC1 avant I’émergence de lymphomes T. Les auteurs de cette étude sont
arrivés a la conclusion que ’expression de NIC1 dans les thymocytes conduit au développement
d’une population plus importante de cellules CD8 SP au détriment des cellules CD4 SP. Il a par
ailleurs été observé que des souris reconstituées avec des cellules de MO préalablement infectées
avec un rétrovirus exprimant NIC1 développent des thymocytes jusqu’au stade DP et que la
maturation en cellules SP dans le thymus est bloquée (Izon et al., 2001). De plus, les auteurs
proposent que Notchl régule le développement des cellules T en modulant la signalisation par le

TCR. En effet, I’expression forcée de NIC1 dans les thymocytes conduit a un faible niveau
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d’expression des marqueurs CD5 et CD69, ainsi qu’a une inhibition de la signalisation en aval du
TCR (voie NFAT). Ces résultats sont en apparente contradiction avec le phénotype décrit par
Fowlkes et Robey. Il est possible que les différences observées soient dues aux différents systemes
utilisés pour surexprimer NIC1 dans les thymocytes. La fonction de Notchl dans la transition DP-SP
a également été abordée a 1’aide de systeme de perte de fonction. Ainsi, I’expression d’un ARN
antisens pour Notchl dans des cellules de foie foetal, placées dans un systeme de culture d'organe de
lobes de thymus foetaux, montre un blocage du développement des cellules CD8 SP, alors que les
cellules CD4 SP se différencient normalement (Yasutomo et al., 2000). Par contre, une autre étude
ou Notchl est inactivé dans les thymocytes immatures ne révele aucune anomalie de développement
des cellules CD4 SP et CD8 SP (Wolfer et al., 2001). Une fois encore, deux études livrent deux
résultats différents. Ceci peut étre en partie expliqué par des différences du développement des
cellules T adultes et foetales ainsi que par les différents systemes expérimentaux utilisés.

La fonction de Notch3 n’a pour le moment été étudiée que par des expériences de
surexpression du domaine intracellulaire (NIC3) de ce gene. Bellavia et al., 2000 ont remarqué que
la surexpression de Notch3 (sous contrdle du promoteur Ick) affecte le stade de sélection par le pré-
TCR. En effet, des souris transgéniques exprimant NIC3 présentent une augmentation du nombre de
cellules DN2 et DN3 (CD25%), ainsi qu’une augmentation du niveau d’expression de la chaine
invariante pTa et CD25 dans les cellules post-DN et périphériques. De facon intéressante, la
surexpression de NIC3 n’entrave pas le réarrangement du locus de la chaine o du TCR, ni la
différenciation normale des populations CD4 et CD8 SP.

Les phénotypes obtenus a partir de la surexpression de NIC1 et NIC3 sont clairement
différents, et suggerent ainsi que ces deux récepteurs ont des fonctions distinctes dans le controle de
la différenciation des cellules DN vers les stades ultérieurs.

L’influence de la voie Notch sur le développement des thymocytes a également été mise en
évidence par ’analyse des dérégulations de genes cibles de la voie Notch (Hesl, pTa), ou par
I’analyse des effets de I’inhibition des présenilines sur le développement des thymocytes. pTa a été
identifié comme un gene cible de Notchl (Deftos et al., 2000C] Reizis et Leder 2002), et son
expression coincide avec celle des genes Notch dans les cellules DN. Or, comme il a été décrit dans
le chapitre précédent, les thymocytes pTa”™ sont bloqués au stade DN3. Par ailleurs, Hesl,
également caractérisé comme une cible de Notchl (Deftos et al., 2000), est aussi un régulateur
important du développement des cellules DN. En effet, la reconstitution de souris RAG2" avec des

cellules de foie foetal Hes1” montre un arrét de la différenciation des cellules T au stade DN2.
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Les présenilines sont responsables de la protéolyse des protéines Notch au niveau du
domaine cytoplasmique, autorisant la translocation du domaine intracellulaire dans le noyau.
L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des y-sécrétases entraine un blocage dose-dépendant du
développement de cellules CD8 SP (Hadland et al., 2001; Doerfler et al., 2001). Bien que certaines
différences existent entre les études décrites ci-dessus, I’ensemble des résultats laisse apparaitre une
fonction probable des genes Notch dans le contrdle du développement des thymocytes (Figure 13).
Plus précisément, il semble que Notch intervienne au niveau de différents points de controle, comme
la sélection B et la sélection positive et négative. Aussi, une dérégulation de cette propriété pourrait

etre liée a I’émergence de lymphomes des cellules T.

CLP précurseur des
cellules T

@ CD8
_ Dp
T
K .
| o \

@ CD4
précurseur des @

cellules B 18

Figure 13C1Le role de Notch dans la différenciation des cellules T.

c- Notch et le développement de lymphomes T.

Des altérations de la voie de signalisation Notch ont été impliquées dans 1’étiologie des
leucémies lymphoblastiques aigués (LAL-T) chez I’homme. En effet, une fraction des LAL-T
possede une translocation chromosomique fusionnant le locus Notchl au locus de la chaine 3 du
TCR (Ellisen et al., 1991). La fusion de ces deux loci, t(7;9)(q34;q34.3), place les séquences du gene
Notchl codant pour le domaine intracellulaire (NIC) sous le contrdle du promoteur du TCRf. Ceci a
pour conséquence I’expression d’une forme constitutivement active de Notch. Différentes approches
chez la souris ont permis de confirmer le potentiel oncogénique des genes Notch.

L’expression du gene c-myc dans des souris transgéniques montre que les animaux
développent des lymphomes T avec 100% de pénétrance (Paquette et al., 1992). Par ailleurs,
I’expression d’un transgene codant pour une protéine de fusion E2A-PBX1 conduit aussi a

I’apparition de LAL-T (Dedera et al., 1993). Le temps de latence relativement long d’apparition des
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tumeurs (100 jours pour c-myc, 150 jours pour E2A-PBX1), suggere que la dérégulation de
I’expression de ces oncogenes seule n’est pas suffisante pour induire la formation des tumeurs, et
que des évenements génétiques additionnels sont nécessaires a la transformation complete de la
cellule. L’utilisation de la technique de mutagenese par insertion rétrovirale a permis d’identifier
Notchl comme un collaborateur de c-myc et de la protéine chimérique E2A-PBX1 dans I’induction
de lymphomes T (Girard et al., 1996; Feldman et al., 2000). En effet, les auteurs de ces études ont
montré que le locus du gene Notch est une cible fréquente d’insertion du virus (MMuLV).
L’insertion du virus au niveau du locus Notchl conduit a la production de formes aberrantes de
Notchl, majoritairement NIC1, ce qui contribue a I’accélération du développement des tumeurs dans
les souris transgéniques.

Il est aussi intéressant de noter que des souris transgéniques exprimant NIC1 sous le controle
du promoteur Ick, de méme que des souris reconstituées avec des cellules de MO exprimant NIC1
développent des lymphomes T (Robey et al., 1996C] Deftos et al., 2000C] Pear et al., 1996). Le
phénotype de ces tumeurs est associé a un profil CD4'CD8* ou CD4°CD8* et a un niveau
d’expression du TCR faible ou intermédiaire. De facon similaire, 1I’expression de NIC3 conduit
également au développement de LAL-T (Bellavia et al., 2000), caractérisées par une expression
soutenue de la chaine pTa et du marqueur CD25.

Les mécanismes précis par lesquels 1’activation de la voie Notch conduit au développement
de lymphomes T restent encore mal compris. Cependant, il a ét€ montré que I’expression de NIC1
inhibe ’expression des genes E2A (E47, E12) (Pui et al., 1999), et celle de NIC3 conduit a une
réduction de 1’activité de la protéine E2A (Talora et al., 2003). Ceci est d’un intérét particulier
puisqu’il a été reporté que des souris déficientes pour les genes E2A développent des lymphomes T
similaires (Bain et al., 1997). D’autre part, I’expression de NIC3 conduit a une activation de la voie
de signalisation NF-kB, dont le potentiel oncogénique a été préalablement établi (Rayet et Gélinas,
1999). De plus, des souris transgéniques exprimant v-Rel (un membre de la famille de facteur de
transcription NF-xkB) développent des lymphomes comparables a ceux observés dans les souris
NIC3 (Carrasco et al., 1996). Une caractéristique commune aux souris transgéniques NIC1 et NIC3
est que le développement de ces lymphomes est inhibé en 1’absence d’un complexe pré-TCR
fonctionnel. En effet, la délétion de la chaine pTa dans les souris NIC3 empéche la formation des
LAL-T (Bellavia et al., 2002). De facon analogue, I’expression de NIC1 dans des cellules de MO
RAG?2" n’est pas suffisante pour I’induction de LAL-T. En outre, I’introduction d’un transgene de la

chaine 3 du TCR dans ces cellules entraine la formation subséquente de LAL-T (Allman et al.,
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2001). Ces deux études montrent donc que la transformation des cellules T par I’expression de NIC1
et NIC3 est dépendante d’une signalisation appropriée par le complexe pré-TCR. Ceci est en
adéquation avec l’implication probable de la voie Notch dans le controle de la transition
DN[IDP[]SP, elle-méme dépendante d’une signalisation par le complexe pré-TCR ou TCR.

Par ailleurs, dans un étude récente, Weng et al., 2003 ont démontré qu’une activation
continue de la voie Notch est requise pour la prolifération de lignées tumorales murines dérivées de
lymphomes T exprimant NIC1. Dans cette étude, les auteurs ont utilisé un peptide dominant-négatif
provenant de la protéine Mastermind-like-1 (dnMAMLI). Ce peptide permet la formation d’un
complexe ternaire Notchl/CSL/MAMLI, mais empéeche 1’activation de la transcription des genes
cibles de Notch par une activité dominante négative. De cette facon, I’expression du peptide
dnMAML1 induit I’arrét de la prolifération des lignées cellulaires tumorales.

Il apparait donc clairement qu’une activation inappropriée de la voie de signalisation Notch

constitue un des évenements importants pour I’émergence de lymphomes des cellules T.

31



V- Le facteur de transcription Ikaros.

Le gene Ikaros code pour un facteur de transcription a doigts de zinc (DZ) C,H, apparenté a
caractéris€ par son interaction avec des séquences régulatrices des genes lymphoides CD3d
(Georgopoulos et al., 1992) et TdT (Lo et al., 1991; Hahm et al., 1994), et il est le membre fondateur
d’une sous-famille de protéines a doigts de zinc se liant a I’ADN. Ikaros est exclusivement exprimé
dans le systeme hématopoiétique. Sa fonction probable est de réguler 1’expression de ses genes
cibles par des mécanismes de remodelage de la chromatine. Par ailleurs, Ikaros est un régulateur clé
du développement des cellules T et se comporte comme gene suppresseur de tumeur dans ces

cellules.

V;- La structure du gene Ikaros.

Le gene Ikaros comprend sept exons et permet, par épissage alternatif de I’ARN pré-
messager, 1’expression de plusieurs isoformes protéiques différentes (Figure 14) (Molnar et
Georgopoulos, 1994C1Hahm et al., 1994C1Payne et al., 2001). Ces protéines contiennent six motifs
DZ organisés en deux domaines fonctionnels distincts. La partie N-terminale (Nt) contient de un a
quatre motifs DZ, assurant la liaison a 'ADN (Molnar et al., 1994) et reconnaissant la séquence
consensus TGGGAA. La combinaison des différents doigts de zinc dans le domaine Nt détermine la
spécificité et 1’affinité de la protéine a se lier a I’ADN. Des mutations ciblées des différents DZ du
domaine Nt d’lkaros ont permis de montrer que les DZ 2 et 3 interagissent physiquement avec
I’ADN (Cobb et al., 2000; Koipally et al., 2002). Le domaine C-terminal (Ct) contient 2 motifs DZ
et permet les interactions protéine-protéine entre les différentes isoformes d'Ikaros (Sun et al., 1996),
mais aussi avec d'autres protéines de la méme famille : Aiolos, Hélios, Eos, Pegasus (Morgan et al.,
1997; Hahm et al., 1998; Perdomo et al., 2000). Juste en amont des motifs “doigts de zinc” Ct se
trouve également un domaine d’activation (Sun et al., 1996).

Des différentes isoformes Ikaros connues, seules les isoformes Ik-1, 2, 3 et 4 possedent le
domaine Nt capable de se fixer a ' ADN. Cependant, toutes les isoformes de la protéine contiennent
le domaine de dimérisation. Ainsi, les homo- ou hétérodimeres formés avec les isoformes 1, 2, 3, 4
peuvent se fixer a 'ADN et exercer leur fonction alors que les hétérodimeres composés d’isoformes,

avec et sans domaine de liaison a I'ADN, en sont incapables. Par conséquent, les isoformes sans
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domaine de liaison a I'ADN peuvent interférer avec la fonction des autres isoformes par un

mécanisme dominant négatif.
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V,- L’expression du gene Ikaros.

L’expression d’lkaros est détectée tres tot au cours du développement embryonnaire (8,5
jpc), au niveau des sites ou se produisent 1’hématopoiese primitive (sac vitellin) et définitive (foie
foetal) (Georgopoulos et al., 1992). Chez 1’adulte, Ikaros est exprimé dans 1’ensemble des cellules
hématopoiétiques (HSC de phénotype LincKit'Scal®, cellules myéloides et érythroides,
lymphocytes T et B) (Morgan et al., 1997; Kelley et al., 1998; Klug et al., 1998; Kirstetter et al.,
2002). Cependant, la régulation de 1’expression d’Ikaros varie d’un lignage cellulaire a I’autre. En
effet, le niveau d’expression d’lkaros diminue parallelement a la différenciation des cellules
myéloides et érythroides (Klug et al., 1998; Dumortier et al., 2003). A l’inverse, le niveau
d’expression d’lkaros augmente au cours de la différenciation des cellules T (Morgan et al., 1997,
Kelley et al., 1998). Ceci reflete probablement des fonctions différentes d’lkaros dans ces divers
lignages.

Des différentes isoformes décrites jusqu’a maintenant, Ik-1 et Ik-2 sont les isoformes les plus

abondamment exprimées dans les cellules hématopoiétiques (Morgan et al., 1997; Molnar et
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Georgopoulos, 1994). Ainsi, la plupart des protéines lkaros produites dans les cellules
hématopoiétiques normales sont capables de se lier a I’ADN.

Les mécanismes de régulation de I’expression d’lkaros sont encore tres mal connus.
Toutefois, une étude récente a permis de mettre en évidence 1’existence de sites hypersensibles a la
DNase I et de cartographier plusieurs sites promoteurs dans le locus Ikaros (Kaufmann et al., 2003).
L’identification de ces éléments régulateurs est d’un intérét particulier, puisqu’elle devrait permettre
la mise en évidence de facteurs de transcription impliqués dans la régulation du gene Ikaros. C’est

d’ailleurs par cette approche qu’lkaros a été identifié.

V- Fonctions d’Ikaros in vivo.
Le rdole du facteur de transcription Ikaros au cours du développement des cellules

hématopoiétiques a été analysé par la production de différentes mutations pour ce gene.

a- La mutation nulle du géne Ikaros (Ik™).

La mutation Ik” a été réalisée par délétion de I’exon 7, codant la partie C-terminale de la
protéine, incluant le domaine d'activation et de dimérisation (Wang et al., 1996). Les souris Ik”
n’expriment pas de protéines Ikaros. L’analyse des cellules hématopoiétiques chez les souris Ik™
révele une réduction du nombre de progéniteurs hématopiétiques (Nichogiannopoulou et al., 1999).
De plus, I’analyse de I’expression de genes dans une population de précurseurs hématopoiétiques
(Lin"c-Kit") montre une dérégulation de deux types de récepteurs tyrosine-kinase, importants pour le
controle de la taille des populations de précurseurs hématopoiétiques. En effet, le récepteur Flk-2
(“Fetal liver kinase 2”) est absent, tandis que c-Kit a un niveau d’expression 5 a 10 fois inférieur a la
normale (Nichogiannopoulou et al., 1999). D’autre part, I’expression de GATA-3, un facteur de
transcription nécessaire a la différenciation précoce des cellules T (Kuo et Leiden, 1999), est
diminuée dans ces cellules précurseurs.

Les souris Ik” ne développent aucune cellule B, ni dans le foie feetal, ni dans les organes
hématopoiétiques adultes (MO, rate et péritoine). Ces résultats suggerent qu’lkaros est nécessaire
pour le développement normal des cellules B.

Les cellules T feetales sont également absentes et le thymus des souris Ik” est dépourvu de
cellules T jusqu’a la naissance. Les cellules T CD4" et CD8* SP se développent cependant dans le
thymus quelques semaines apres la naissance. Néanmoins, la population de cellules CD4" SP est

augmentée dans le thymus des souris Ik” comparée aux souris normales. De plus, la population des
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cellules Tyd est tres réduite dans les souris Ik”, suggérant un rdle d’Ikaros dans la différenciation
normale des cellules Tyd. Par ailleurs, des cellules T DN Ik”xRAG1™, n’exprimant pas de complexe
pré-TCR fonctionnel, sont capables de se différencier en cellules T DP (Winandy ef al., 1999), mais
cette différenciation n’est pas accompagnée par la prolifération normalement observée. Ces résultats
suggerent que I’absence de la protéine Ikaros permet la différenciation des cellules T immatures en
absence de pré-TCR, mais pas leur prolifération. Il a également été montré que les cellules T Ik™
proliferent plus en réponse a une stimulation par le TCR (Wang et al., 1996). Cette réponse
hyperproliférative est d’ailleurs accompagnée par une accélération de la transition entre les phases
GO/G1 et S du cycle cellulaire (Avitahl et al., 1999). Ces résultats suggerent une fonction probable
d’Ikaros dans la signalisation par le TCR. Cette hypothese est en outre appuyée par le fait que des
cellules DP Ik"xTCRa”, n’exprimant pas de TCR & leur surface, sont capables de se différencier en
cellules CD4" et CD8", un stade intermédiaire entre les stades DP et SP. Ces cellules intermédiaires
ne sont pourtant pas capables de se développer en cellules T matures (Winandy et al., 1999). De
plus, les cellules T CD4* et CD8" présentes dans les souris Ik n’expriment le marqueur d’activation
CD69 que tres faiblement, suggérant qu’elles franchissent cette étape de développement sans avoir
été positivement sélectionnées. L’ensemble de ces données suggerent que les cellules T Ik” ont un
seuil d’activation réduit par rapport aux cellules T de type sauvage.

La protéine Ikaros, indispensable au développement des cellules T et B, est également
nécessaire aux autres cellules du lignage lymphoide. En effet, les cellules NK et les cellules
dendritiques CD8a." sont absentes et les cellules dendritiques thymiques sont réduites chez les souris
Ik". La MO des souris Ik” contient un nombre réduit de précurseurs érythropoiétiques et un nombre
a peu pres normal de précurseurs myéloides. Cependant, 1’expression du marqueur Gr-1, spécifique
des granulocytes, est diminuée (Wang et al., 1996). Cette derniere observation indique une fonction
probable d’Ikaros dans la régulation de genes spécifiques des granulocytes, mais non essentiels a

leur développement.

b- La mutation dominante négative du gene Ikaros (DN™).

Historiquement, la premiere mutation du gene Ikaros décrite délete les exons 3 et 4 codant
pour le domaine de fixation a I’ADN (Georgopoulos et al., 1994). Les protéines produites par cette
mutation sont dépourvues du domaine de fixation a I’ADN, mais gardent la capacité d’interagir avec
les autres isoformes d’lkaros, ainsi qu’avec les protéines Aiolos, Hélios. Ainsi, les protéines Ik DN

peuvent interférer avec 1’activité normale de ces protéines par un mécanisme dominant négatif.
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Le phénotype des souris Ik DN est beaucoup plus sévere que celui des souris Ik”. Les
embryons Ik DN se développent normalement, puis meurent une a trois semaines apres la
naissance, a la suite d’infections opportunistes diverses. L’activité et le nombre de cellules
hématopoiétiques immatures Ik DN sont affectés. En effet, les cellules Ik DN sont dépourvues de
toute activité de reconstitution a long terme du systeme hématopoiétique (Nichogiannopoulou et al.,
1999). De la méme facon que pour les souris Ik”, les cellules Linc-Kit* des souris Ik DN™”
n’expriment pas Flk-2, GATA3 et expriment c-Kit a un niveau réduit.

Les souris Ik DN présentent un blocage précoce et complet du développement des cellules
du lignage lymphoide pendant 1’hématopoiese feetale et adulte. Le thymus de ces animaux reste
rudimentaire et les organes lymphoides périphériques secondaires sont absents.

Au contraire des effets séveres observés dans le lignage lymphoide, les lignages érythroide et
myéloide sont intacts dans les souris Ik DN Les populations de cellules érythroides et myéloides
sont réduites dans la MO, mais cette réduction est compensée par une augmentation de
I’hématopoitse extra-médullaire dans la rate des souris Ik DN” (Wu et al., 1997). 11 a été proposé
que les effets plus séveres observés dans les cellules Ik DN refletent les effets combinés de
I’absence d’activité de la protéine Ikaros, et des interférences des protéines Ik DN avec les autres

protéines de la famille Ikaros (Georgopoulos et al., 1997).

c- La mutation Ik”*“(plastic).

La mutation Ik"™ a été isolée apres utilisation de la méthode de mutagenese chimique par
I’agent éthylant N-Ethyl-N-nitroso-urée (ENU). La mutation Ik"™ résulte d’une mutation ponctuelle
(A[JG) au niveau de la séquence codant pour le DZ 3 de la protéine Ikaros (Papathanasiou et al.,
2003). Cette mutation abolie la capacité d’Ikaros a se fixer a I’ADN, mais préserve sa faculté a se

Pisic conduit A une 1étalité

dimériser avec les autres isoformes. La mutation homozygote Ik
embryonnaire entre 15,5 jpc et 17,5 jpc, due a une anémie sévere. L’analyse des cellules dans le foie
fetal des souris IkP™ révele un phénotype tres similaire a celui décrit pour les mutations
précédentesCabsence d’activité de reconstitution a long terme du systeme hématopoiétique, absence

totale de cellules T et B. D’autre part, les mutants Ik™*

ne produisent pas de cellules érythroides
matures, bien que le nombre de précurseurs érythropoietiques soit normal dans le foie feetal. De la
méme fagon, les granulocytes Gr-1* sont absents des foies feetaux Ik™“, bien que le nombre de

précurseurs myéloides soit augmenté.
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d- La mutation hypomorphe du gene Ikaros (Ik"").

Le laboratoire dans lequel j’ai effectué mon travail de these a généré sa propre mutation pour
le gene Ikaros. Cette mutation a été obtenue par I’introduction du gene rapporteur de la 3-
galactosidase dans 1’exon 2 du locus Ikaros, exon conservé dans toutes les isoformes de la protéine
Ikaros (Kirstetter et al., 2002). L'allele produit n'est pas un allele nul, car une quantité résiduelle de
protéine est présente, issue probablement de transcrits produits par épissage alternatif omettant
I'exon 2. Les protéines Ikaros produites contiennent donc le domaine de liaison a I’ADN et le
domaine de dimérisation. Le phénotype des souris Ik"" est moins sévere que pour les souris Ik”,
reflétant le caractere hypomorphe de la mutation. De fagon tres intéressante, la mutation Ik'" est
permissive au développement de cellules B chez I’adulte a partir d’un groupe de précurseurs réduits.
In vivo, les cellules B Ik"" sont bloquées au stade de différenciation pro/pré-B dans la MO et
présentent une dérégulation de I’expression des marqueurs de surface et des genes TdT, RAGI,
RAG?2 et AS5. En périphérie, les cellules B ont un seuil d’activation réduit mais forment peu de
centres germinaux en réponse a une stimulation antigénique. Ces résultats montrent donc qu’lkaros
régule de multiples aspects de la différenciation et de la fonction des cellules B.

De fagon similaire a ce qui est observé dans les souris Ik” et Ik DN, le niveau d’expression
de Gr-1 des cellules de la MO des souris Ik"" est diminué. Nous avons donc tiré partie de cette
observation pour étudier la différenciation des neutrophiles dans les souris Ik'". Les résultats de
cette étude sont présentés dans la section suivante (Dumortier et al., 2003).

Le lignage lymphoide T est aussi affecté par la mutation Ik"" et les données concernant les

cellules T seront exposées dans la section “Résultats” de ce manuscrit.

Les premieres mutations du gene Ikaros (Ik” et Ik DN™) avaient surtout permis de mettre en
évidence un rdle clé d’lkaros dans le controle de la différenciation des cellules du lignage
lymphoide. Néanmoins, les autres mutations (Ik"" et Ik"™) ont permis de confirmer le role clé
d’Ikaros dans le compartiment lymphoide, mais également de mieux définir sa fonction dans

I’ensemble des cellules du systeme hématopoiétique.
V,- Propriétés moléculaires d’Ikaros.

Les différentes mutations du gene Ikaros ont permis de comprendre le rdle de la protéine

dans les cellules lymphoides et les cellules hématopoiétiques. Les mécanismes d’action moléculaire
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d’Ikaros ont été le centre de diverses études, dont il ressort apparemment une fonction duale pour

Ikaros, a la fois activateur et répresseur de la transcription.

a- Ikaros, un activateur de la transcription.

In vitro, la protéine lkaros possede une modeste activité d’activation de gene rapporteur
(Georgopoulos et al., 1992C1 Sun et al., 1996). Le motif consensus de liaison a I’ADN d’lkaros
(TGGGAA) a été identifié dans plusieurs régions promotrices ou “enhancer” restreintes au lignage
lymphoide (Georgopoulos et al., 1994C1Molnar et Georgopoulos, 1994C1 Molnar et al., 1996). De
facon non exhaustive, on trouve parmi ces genes, CD39, ¢, y; RAG-1, RAG-2C1IL2-RcEITCRPEImb-
1, B29CINF-«BCICMH II. Cependant, une régulation directe in vivo de ces genes par Ikaros reste a
établir .

D’autre part, le profil d’expression des genes Flk2 et GATA-3 dans les précurseurs
hématopoiétiques Ik” et Ik DN” argumente en faveur d’un rdle d’Ikaros comme activateur de la
transcription (Nichogiannopoulou et al., 1999). 1l a aussi ét¢ montré qu’une fraction des protéines
Ikaros s’associe au complexe SWI/SNF (Kim et al., 1999C1 O’Neill et al., 2000). Le complexe
SWI/SNF fonctionne comme un moteur moléculaire, responsable du remodelage de la chromatine de
facon ATP-dépendante, et rend les genes accessibles a la machinerie transcriptionnelle (Figure 16
C). Une autre étude a montré qu’lkaros peut activer 1’expression de genes de facon inhabituelle, en
potentialisant 1’activité d’autres facteurs de transcription (Koipally et al., 2002). Cette
potentialisation par Ikaros nécessite la présence de domaine de liaison a I’ADN et de dimérisation
intacts, nécessaires a la localisation d’lkaros au niveau de I’hétérochromatine péricentromérique
(HC-PC). Ces résultats suggerent qu’il existe une corrélation entre la localisation d’Ikaros au niveau

de I’HC-PC et I’activation de 1’expression des genes (Figure 15).
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Figure 15CIReprésentation de deux modeles présumés pour le role d’activateur d’Ikaros (d’apres Koipally et al.,
2002). (A) En absence d’Ikaros, le complexe Mi-2/HDAC réduit le nombre d’activateurs transcriptionnels fixés sur les
sites promoteurs. En présence d’lkaros, le complexe Mi-2/HDAC est relocalisé au niveau de I’hétérochromatine
péricentromérique (HC-PC), facilitant ainsi la fixation des activateurs transcriptionnels. (B) L’association d’Ikaros avec
le complexe Mi-2/HDAC remanie 1’accessibilité des sites de liaison environnants et permet aux activateurs de se fixer

sur leur site et d’activer la transcription.

b- Ikaros, un répresseur de la transcription.

Plusieurs études ont montré que les protéines Ikaros sont localisées en abondance au niveau
de 'HC-PC de lymphocytes activés. Dans le méme temps, Ikaros colocalise au niveau des foci de
réplication de I’ADN (Brown et al., 1997C1Wang et al., 1998; Avitahl et al., 1999). D’autre part, il
existe une association étroite entre 1'état d'activité d'un locus et sa colocalisation avec les domaines
contenant Ikaros : seuls les loci non exprimés colocalisent avec Ikaros (Brown et al., 1997). 11 a ainsi
été montré que les genes TdT et RAG sont relocalisés au niveau de I’ HC-PC dans des cellules en
division, suite a I’activation de leur TCR (Brown et al., 1999). L’HC-PC est une région tres riche en
séquences y-satellites. De facon intéressante, les protéines Ikaros sont capables de se lier avec ces
séquences (Cobb et al., 2000). L’ensemble de ces résultats suggere qu’lkaros pourrait étre impliqué
dans la propagation d'un état réprimé d'expression génique au cours de la réplication et/ou dans la

transition entre états d'expression génique actifs et inactifs.
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Dans les lymphocytes, lkaros est présent dans un complexe d’environ 2MDa. La
caractérisation de ce complexe révele la présence des protéines Mi-2f3, HDACI, protéines avec
lesquelles Ikaros peut interagir (Kim et al., 1999). Ces protéines sont parties intégrantes du
complexe NURD (“Nucleosome Remodeling and Deacetylation”). Ce complexe est actif dans le
remodelage de la chromatine et la déacétylation des histones, deux mécanismes impliqués dans la
répression de 1’expression génique. Par ailleurs, Ikaros est capable d’interagir avec les protéines co-
répresseurs mSin3A et B (Koipally et al., 1999). Ces facteurs sont impliqués dans le recrutement des
HDACGs. Néanmoins, une fraction des protéines Ikaros peut interagir, avec le co-répresseur CtBP
(“C-terminal binding protein”). Cette interaction est médiée par le motif PEDLS codé par I’exon 2
du gene Ikaros. Dans ce cas, la répression de la transcription s’effectue indépendamment de 1’activité
HDAC (Koipally et Georgopoulous, 2000).

A partir de ces résultats, il a ét€ proposé que la fixation d’Ikaros sur des séquences d'ADN de
ses genes cibles (accessibles pendant la réplication) conduit, via le recrutement du complexe NURD,
a l'inactivation de ces genes par condensation en structures chromatiniennes closes (Figure 16 A, B).

Ikaros a été identifi€é comme un régulateur potentiel du gene TdT (Hahm et al., 1994). Par la
suite, il a été montré que le site de fixation d’lkaros dans le site promoteur du gene TdT est
également un site de fixation pour la protéine de la famille ets, Elf-1 (Ernst er al., 1996).
L’inactivation des sites de liaison spécifique a Ikaros révele que Elf-1 est responsable de 1’activation
de la transcription du gene TdT. Lorsque les cellules T DP sont stimulées par leur TCR, la protéine
Ikaros entre en compétition avec Elf-1 pour se fixer sur les mémes sites (Trinh et al., 2001). Quand
Ikaros se fixe sur ces séquences régulatrices, la transcription du gene TdT est réprimée. Dans ce cas

de figure, Ikaros joue un role de répresseur de la transcription.
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A. Recrutement au niveau de la chromatine accessible et remodelage en chromatine inaccessible

i
@

B. Maintenance de la chromatine inaccessible/ réprimée au travers des divisions cellulaires

C. Remodelage de la chromatine 1naccess1ble/reprimée en chromatine accessible

Figure 161 Représentation de trois modeles du role de la protéine Ikaros dans le remodelage de la chromatine
(Kim et al., 1999). (A) La liaison d’Tkaros au niveau de la chromatine accessible, en association avec le complexe Mi-
2/HDAC conduit au remodelage de la chromatine en un état inaccessible. (B) L’association d’Ikaros avec le complexe
Mi-2/HADC au niveau de la chromatine inaccessible maintient cet état réprimé au cours des divisions cellulaires. (C) La
liaison d’lkaros au niveau de la chromatine inaccessible, en association avec le complexe SWI/SNF conduit au

remodelage de la chromatine en un état accessible

V.- Ikaros, un gene suppresseur de tumeurs.

Plusieurs études ont impliqué Ikaros comme un gene suppresseur de tumeurs pour les
lymphomes T. Ainsi, les souris hétérozygotes pour des mutations dominantes négatives (Ik DN*",
Ik*?¢) développent toutes des lymphomes thymiques quelques mois apres la naissance (Winandy et
al., 1995, Papathanasiou et al., 2003). Ces lymphomes thymiques sont en général de phénotype
CD4*CD8* ou CD4"°CD8*, phénotype tres semblable a celui observé dans le thymus de souris
exprimant une forme constitutivement active du récepteur Notchl1 (cf chapitre précédent). L.’analyse
des cellules tumorales dans les souris Ik DN*" révele une perte de I’allele normal, suggérant un rdle
direct d’Ikaros dans le processus de transformation des cellules. Ce rdole majeur d’lkaros comme
gene suppresseur de tumeurs pour les lymphomes thymiques est renforcé par 1’observation de pertes
d’hétérozygocité fréquentes dans les lymphomes induits par irradiation (Okano et al., 1999; Shimada

et al., 2000) ou par I’action d’un agent mutagene chimique (Karlsson et al., 2002). Des dérégulations
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de I’expression du gene Ikaros sont également associées au développement de leucémies aigués
lymphoblastiques B et T (LAL-B/T) chez ’homme. En effet, pour 70 cas de LAL-B ou T
pédiatriques étudiés, le groupe de F. Uckun a détecté la présence systématique de formes protéiques
dominantes négatives d’Ikaros, localisées principalement dans le cytoplasme (Sun et al., 1999, a, b,
c¢). Cependant, d’autres études n’ont pas retrouvé cette fréquence élévée de formes protéiques
anormales d’lkaros, mais semblent néanmoins s’accorder sur la présence de formes dominantes
négatives chez environ 15 a 30% des patients étudiés (Nakase et al., 2000; Takanashi et al., 2002;
Nishii et al., 2002). Bien que des différences existent entre ces différentes études, des altérations
sont donc également présentes dans les tumeurs lymphoides humaines. L’ensemble des données
obtenues chez ’homme et la souris suggere fortement qu’lkaros est un gene suppresseur de tumeurs
important, impliqué dans le développement de lymphomes.

Les mécanismes moléculaires qui conduisent au développement de lymphomes, lorsque
I’expression de la protéine Ikaros est altérée, demeurent encore inconnus. Cependant, les études
conduites a 1’aide des souris k" et Ik DN*" permettent d’avancer certaines hypotheses. En effet, les
cellules Ik” et Ik DN*" présentent une réponse hyperproliférative suite & une stimulation par leur
TCR. 11 a donc été proposé que cette hyperprolifération constitue une premiere étape vers la
transformation des cellules normales en cellules tumorales. De facon intéressante, il a ét€ montré que
des cellules T Ik DN*"’xRAG1™ ne développent pas de lymphomes. Cependant, I’introduction d’un
TCR transgénique restreint au CMH I conduit a la transformation des cellules (Winandy et al.,
1999). Ces résultats suggerent donc que 1’expression d’un pré-TCR ou d’un TCR fonctionnel est
nécessaire pour 1’acquisition du phénotype tumoral. D’autre part, une fonction probable d’Ikaros
consiste a recruter ses genes cibles au niveau de I’HC-PC, via une interaction avec le complexe
NURD. Une réduction de I’activité des protéines Ikaros pourrait entratner un défaut de recrutement
des HDAC au niveau de I’'HC-PC, ce qui conduirait a I’apparition d’aberrations chromosomiques.
En accord avec cette hypothese, de telles aberrations sont observées dans des cellules T activées de
souris mutantes pour Ikaros (Avitahl er al., 1999). Des effets secondaires a cette propagation
anormale du matériel génétique pourraient alors contribuer au développement rapide des lymphomes
T chez les souris mutantes pour le gene Ikaros.

Une étude récente (Beverly et al., 2003) a mis en évidence un role pour Ikaros dans le
développement de lymphomes T chez des souris transgéniques exprimant une forme constitutive de
Notchl. En utilisant une méthode de mutagenese par insertion rétrovirale, les auteurs ont pu

identifier le locus Ikaros comme étant un site privilégié d’insertion du virus. Cet événement conduit
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a la production de formes protéiques dominantes négatives d’lkaros et a I’accélération du
développement tumoral. De plus, les auteurs ont montré qu’lkaros pouvait inhiber la transcription
Notch-dépendante lors d’expériences de transfections transitoires. Cette étude révele donc une
possible convergence fonctionnelle entre Notch et Ikaros dans le processus de transformation des

cellules T.
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Des mutations nulle ou dominante négative pour Ikaros montrent une absence de cellules
myéloides matures Gr-1"Mac-1" dans la MO. D’autre part, une diminution du niveau d’expression
du marqueur de différenciation Gr-1 est observée dans les cellules de MO des souris Ik"" et Ik DN.
Ces observations suggerent un défaut au cours de la différenciation des neutrophiles en absence
d’Ikaros. J’ai donc entrepris d’étudier la fonction d’lkaros au cours de la différenciation des

neutrophiles.

Expression d’lkaros dans les cellules myéloides.

Dans les cellules myéloides issues de MO de souris de type sauvage, j'ai montré que le
niveau d’expression d’Ikaros est plus élevé dans les cellules immatures de phénotype Gr-1°Mac-1"

(myélocytes, métamyélocytes) que dans les cellules matures de phénotype Gr-1"Mac-1*
(neutrophiles). Ces données montrent donc une régulation de l'expression d'lkaros au cours de la
différenciation des neutrophiles et suggerent un role prépondérant au cours des stades de maturation

immatures.

Populations myéloides affectées dans les souris IK"".

La mutation Ik"" affecte de facon significative les populations myéloides tant au niveau des
organes hématopoiétiques feetaux qu'adultes. En effet, j’ai pu observer une augmentation importante
du nombre de cellules Gr-1"Mac-1" dans le foie feetal de souris mutantes par rapport au foie feetal de
souris de type sauvage. Cette augmentation est probablement due a une augmentation du nombre de
précurseurs myéloides dans cet organe, puisque des essais clonogéniques in vitro ont permis de
montrer la présence d'un nombre plus grand de précurseurs myéloides dans le foie feetal des mutants.
Une augmentation de la proportion de cellules myéloides est également observée dans la moelle
osseuse et la rate des souris adultes. Paradoxalement, le nombre de neutrophiles sanguins est réduit,
montrant que les neutrophiles mutants sont incapables d'adopter une localisation géographique

correcte.

Croissance et différenciation des neutrophiles Ik"".

Les colonies granulocytaires formées en milieu semi-solide en présence de G-CSF et de SCF
sont tres clairement différentes du point de vue de leur morphologie. Contrairement aux colonies
controles formées d’un petit nombre de gros “clusters” cellulaires, les colonies mutantes sont

formées d’un nombre élevé de petits amas cellulaires. De plus, la différenciation des cellules
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mutantes semble également ralentie comme le montre 1’analyse par cytométrie en flux avec les
marqueurs Gr-1 et Mac-1 dont I’expression augmente avec la différenciation. Un phénotype
similaire de différenciation anormale a pu €tre mis en évidence in vivo, apres traitement des souris

par le G-CSF. Ces données montrent qu’Ikaros régule la différenciation des neutrophiles.

Fonction normale des neutrophiles matures.

J'ai par ailleurs analysé plusieurs types de fonctions des neutrophiles matures: migration vers
un site de stimulation inflammatoire; migration a travers une membrane poreuse en réponse a 1'IL8;
phagocytose de bactéries; “burst oxydatif” apres phagocytose. Ces diverses analyses n'ont pas

montré d'anomalies chez les neutrophiles mutants.

En conclusion, I'ensemble de mes résultats montre qu’lkaros joue un role dans le controle de
la différenciation des neutrophiles, mais pas dans le contrdle des fonctions effectrices des
neutrophiles matures. Ces résultats présentent un rdle important d’Ikaros dans une lignée

hématopoiétique non lymphoide.
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Ikaros est un régulateur important de la différenciation des lymphocytes T et un candidat
comme gene suppresseur de tumeurs pour ces cellules. Mon hypothese est qu’une réduction de
I’activité d’Ikaros rend les thymocytes succeptibles au développement tumoral. Pour élucider les
bases moléculaires de cette fonction de suppresseur de tumeur, j’ai entrepris d’étudier les
changements d'expression génique consécutifs a l'inactivation d’Ikaros dans les thymocytes pré-
tumoraux, et également dans des tumeurs établies. J'ai choisi de mener cette étude en utilisant la

technologie des microarrays, qui permet une analyse a grande échelle du transcriptome.

I- Développement d'une puce cDNA dédiée a 1'analyse des lymphocytes T.

Au cours de ma premiere année de these, j’ai participé, en collaboration avec la plate-forme
"DNA Chips" et d’autres équipes de l'institut, au développement d’une puce a ADN contenant 5000
cDNA murins (puce 5k). Ces cDNA regroupent des genes importants pour la biologie du
développement des cellules neuronales et environ 1500 genes importants pour la biologie des
lymphocytes T: oncogenes; suppresseurs de tumeurs; genes impliqués dans le cycle cellulaire,
I'apoptose; la transduction du signal; genes codant pour des cytokines et leurs récepteurs. J'ai pu
choisir, a 1'aide de différents outils bioinformatiques (bases de données, alignement de séquences...),
des clones EST (clones IMAGE), représentant chacun des 1500 genes. Des produits PCR ont été
ensuite générés a partir de ces clones, quantifiés puis déposés sur lame de verre. Ces étapes de
préparation en masse des produits PCR et leur contrdle qualité, ont nécessité de nombreuses mises
au point qui ont beaucoup retardé la disponibilité de la puce. Ainsi, le retard important pris pour la
fabrication de cette puce nous a conduit a utiliser le systeme Affymetrix, qui nous a permis de mettre
en évidence plusieurs propriétés intéressantes du transcriptome des thymocytes mutants (voir plus
bas). La puce 5k, dans laquelle j'ai investi un travail important, n’a donc pas été utilisée pour le
projet initialement prévu. Néanmoins, cette puce constitue un outil de qualité qui sera utilisée pour

d'autres applications dans le laboratoire.

II- Analyse du transcriptome de thymocytes Ik'" pré-tumoraux.
Dans le but d’€lucider les mécanismes moléculaires pouvant étre impliqués dans 1’initiation

du processus tumoral, j’ai analysé le profil d’expression génique de populations totales de

thymocytes de 4 souris controles et de 6 souris Ik"". Le stade étudié, 3 semaines, correspond & un
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stade ou les thymocytes mutants ont un phénotype d’apparence normale, bien que I’on puisse noter
une réduction de la population DP et une augmentation des populations CD4 et CD8 SP (Figure
20C). Cependant, le stade 3 semaines précede largement 1’émergence de clones de cellules
tumorales. J’ai utilisé les puces a oligonucléotides Affymetrix Mul1kB qui permettent d’analyser
I’expression d’environ 6500 genes. Les genes différentiellement exprimés entre les échantillons
controdles et Ik™" ont été sélectionnés par les criteres suivantCl AD (AD=“Average Difference”,

intensité du signal pour chaque gene) = 200, (permet d’éliminer les genes dont le niveau

d’expression est semblable a celui du bruit de fond de la puce)Clratio Ik""/contrdle > 1,7[du < 0,58;
sélection par le t-test de Student (p< 0,05). Cette analyse permet d’identifier environ 20 genes (Table

1). On pourra noter que 1’amplitude des variations entre échantillons controles et Ik"" n’est pas tres
importante (de 0,27 a 2,5). L’utilisation de la méthode de classification hiérarchique (Eisen et al.,
1998) avec la liste des 20 genes sélectionnés permet de regrouper les échantillons contrdles dans un
groupe et les échantillons Ik™" dans un second groupe (Figure 17A). Pour tester la fiabilité de ces

résultats, j’ai procédé au méme type de sélection (AD= 200C]ratio Ik"" /contrdle > 1,7 ou< 0,58C]
sélection par le t-test de Student (p< 0,05)), mais en excluant de fagon aléatoire 2 échantillons Ik""

(1 groupe de 4 contrdles et 1 groupe de 4 Ik"™). J’ai ensuite utilisé la méthode de classification
hiérarchique, pour laquelle j’ai employé les genes sélectionnés, mais avec les 10 échantillons. Ceci
permet le regroupement correct des 4 échantillons contrdles et des 6 échantillons Ik"" (4+2) dans
deux groupes distincts (Figure 17B). Plusieurs analyses de ce type ont été réalisées et des résultats
similaires ont été obtenus, quelque soit les échantillons mutants omis. Ces observations suggerent
que les thymocytes Ik non-tumoraux possedent une signature transcriptionnelle suffisamment
robuste pour prédire le génotype de populations totales de thymocytes provenant de souris Ik""
agées de 3 semaines. Pour évaluer la part de bruit dans cette analyse, j’ai effectué des comparaisons
en mélangeant les échantillons contrdles et Ik"”". Ceci m’a permis d’évaluer qu’environ 50% des
genes différentiellement exprimés provenaient du bruit de fond de I’expérience.

A B Figure 17CBignature transcriptionnelle

des thymocytes Ik“™ non- tumoraux.
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Table 1C]Liste des genes différentiellement exprimés dans les thymocytes I

kY™ non-tumoraux.

ref. Nom de la sonde Ratio Ik""/controle
w20721 s at clone 336668 2,5
x81627 s at 24p3 gene. 2,4
X67469 s at AM2 receptor. 2.4
w12941 s at clone 317869 5 similar to INTERFERON-INDUCIBLE PROTEIN 1-8U 2,3
Msa.2385.0 f at insulin like growth factor binding protein 4 2,2
Msa.2981.0 s at intracellular calcium-binding protein (MRP8) 2,1
Msa.17338.0_s_at CLEAVAGE STIMULATION FACTOR, 50 KD SUBUNIT 2,0
w48135 s at clone 355336 similar toCYTOCHROME C OXIDASE POLYPEPTIDE VIB 2,0
Msa.2704.0 at substance K receptor 2,0
Msa.2889.0 s at PNG protein 2,0
X62940 s at TSC-22 mRNA. 1,8
Msa.24305.0_f at INTERFERON-INDUCIBLE PROTEIN 1-8D. 1,8
Msa.5712.0 s at B-MYC TRANSFORMING PROTEIN 1,8
X67914 s at PD-1 mRNA. 1,8
x94353 s at cathelin-like protein. 1,8
Msa.16075.0_s_at CREATINE KINASE, B CHAIN 1,7
Msa.21649.0 s at CALTRACTIN (CENTRIN) 0,55
Msa.206.0 s _at alpha 1 type XVIII collagen (COL18A1) 0,52
Msa.5864.0 f at TUBULIN BETA CHAIN (FRAGMENT). 0,5
Msa.3176.0 s at procathepsin E 0,4
Msa.26238.0 s _at TUBULIN BETA-3 CHAIN. 0,27

III- L’activation de la voie de signalisation Notch constitue un événement précoce dans le

développement de lymphomes T chez des souris déficientes pour le géne Ikaros.

III,- Le développement de lymphomes thymiques chez les souris Ik"" nécessite un
environnement thymique.

Toutes les souris Ik"" développent des lymphomes thymiques, et succombent a ces
lymphomes entre I’age de 3 et 6 mois. Dans certains cas, les tumeurs restent confinées au thymus, et
tuent la souris par étouffement, le thymus occupant la totalité du volume de la cage thoracique
(Figure 18A). Dans d’autres cas, les animaux développent des métastases dans d’autres organes
comme la rate, les ganglions lymphatiques ou encore les reins (Table 2). Pour la majorité des
animaux étudiés, les tumeurs sont composées de populations de cellules de phénotype CD4°CD8*
(Table 2, Figure 18B), bien que des tumeurs de phénotype CD4*CD8* ou CD4°CDS8" aient été
également observées (Table 2). Dans I’ensemble, le phénotype des tumeurs k™" est tres similaire a
celui décrit pour les tumeurs développées par les souris Ik DN*" et Ik™ (Winandy et al., 1995C]

Papathanasiou et al., 2003).
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Table 2EIPhénotype de tumeurs IK™",

Phénotype des tumeurs
A niveau
(:egri) CD4"CD8*|CD4"°CD8*|CD4 CD8 |d'expression chaine du TCR détectée métastases
de CD3
T 68| 32 + int V8 (36.6%) ra
T 44| 13 + + int aucune 0
T 36| 14 + + int V8 (89%) 0
T 76| 16 + int aucune 0
T 29| 28 + + faible ND ra, gl, f, re
T 64| 20 + + int ND 0
T 33| 14 + haut ND 0
T 78| 25 + + int ND 0
T 146| 27 + + int V10 (82%) ra, f
T 126| 27 int V8 (80%)
T 90| 30 + int aucune
T 21| 23 + int/haut aucune
T 77| 30 + + int V5 (42.7%) ra, gl
T 22| 18 + + faible/int V.8 (85%) 0
T 161| 27 haut V8 (74%) ra, gl, f
T 163) 21 + + faible |V 11 (11,5%), V52 (12.55%), V¢8 (12.25%)|  ra, f

Les chiffres entre parentheses indiquent le pourcentage de cellules tumorales exprimant la chaine Vf-’) détectée. ralratel]
glfganglions lymphatiquesClfEfoieClrelreinCINDEInon déterminéCl+ phénotype observé.

Figure 18C1 Phénotype
des tumeurs IK'. (A)
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Afin de déterminer si les cellules T périphériques, sont enclines au développement de tumeur

dans les souris Ik"", nous avons procédé a la thymectomie d’un groupe de 10 souris Ik"", agées de 5

semaines (expériences réalisées par P. Kirstetter). Sur une période de 1 an, aucune souris Ik""
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thymectomisée n’a développé de tumeurs, tandis que toutes les souris Ik non-thymectomisées sont
mortes au cours des 8 premiers mois suivant la thymectomie (Figure 19A). Un an apres ’ablation du
thymus, les souris Ik"" thymectomisées maintiennent cependant une population importante de
cellules T périphériques (Figure 19B). Cette observation indique que les cellules T périphériques
Ik"" ne sont pas sujettes au développement de tumeurs, et que les tumeurs Ik"" sont peut-&tre
originaires d’un stade de différenciation immature des cellules T et/ou que leur formation nécessite
un environnement thymique. La prolifération des cellules T périphériques a été visualisée par la
dilution successive d’un marqueur fluorescent (CFSE) avec lequel les cellules ont été préalablement
marquées. De facon intéressante, les cellules T périphériques Ik™" proliferent plus en réponse & une
stimulation avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 que des cellules T périphériques contrdles
(Figure 19C). Il a été proposé que le développement des tumeurs Ik DN*" soit dii au seuil
d’activation réduit des thymocytes et des cellules T périphériques Ik DN*". Toutefois, nos résultats
montrent que cette propriété seule n’est pas suffisante pour conduire a la transformation des cellules

T périphériques.
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Figure 19: Analyse des souris Ik "~ thymectomisées. (A)

[k++

Les souris ont été thymectomisées a 1’age de 5 semaines.

Le nombre de souris vivantes a été évalué tous les mois sur

une période de 1 an. (B) Analyse par cytométrie en flux
des populations de cellules T périphériques dans les souris
IK“" thymectomisées. Les nombres représentent le

[k pourcentage de chaque population. (C) Analyse de la

et prolifération des cellules T périphériques. Les cellules T

FS

S [ B S ont été marquées avec le CFSE, stimulées in vitro avec des

anticorps anti-CD3 et anti-CD28, puis analysées aprés 3

jours par cytométrie en flux.
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IIL- Les tumeurs Ik'" se développent-elles & partir d’un stade précoce de différenciation?2

Les cellules dérivées de tumeurs Ik"" expriment un TCRop (Figure 18B). Dans ces tumeurs,
I’analyse du répertoire des chaines § du TCR (avec différents anticorps dirigés contre différents
segments V) montre que les cellules tumorales expriment une ou quelques chaines Vg (Table 2).
Cette observation suggere que les tumeurs Ik"" sont d’origine mono- ou oligoclonale.

Des cellules TCR™ ne sont pas détectables dans les tumeurs Ik“". J’ai donc cherché &
identifier des cellules tumorales immatures en analysant des tumeurs Ik"" & un stade peu avancé de
leur formation. Pour cela, j’ai analysé le phénotype de thymocytes de plusieurs (>10) souris Ik""
agées de 2 a 4 mois. Les thymus des souris Ik"" sont souvent de taille comparable a celle des thymus
de souris controles. Cependant, les 2 lobes du thymus d’une méme souris different souvent par leur

taille et aussi par leur profil CD4/CD8, biaisé vers le phénotype CD8" (Figure 20A). L analyse du

répertoire des chafnes 3 du TCR dans ces lobes montre I'usage de plusieurs chaines Vg, voire

I'usage d’une chaine Vg unique (Table 3), suggérant que les tumeurs se développent a partir de

populations mono- ou oligoclonales. De plus, la clonalité des populations de cellules T a été

analysée par I’étude des réarrangements Dg2-Jg2 de la chaine 3 du TCR dans ces cellules (Figure

20B). Sept réarrangements Dg2-Jg2 sont détectes dans les populations totales de thymocytes
contrdles et Ik non-tumoraux (Figure 20B). Ces résultats refletent la nature polyclonale normale
des populations de cellules T dans le thymus. Contrairement a ce qui est observé dans les

populations de cellules T non-tumorales, I’analyse des réarrangements Dg2-Jg2 dans les populations

de thymocytes d’un lobe du thymus de souris Ik"" agées de 2 & 4 mois révele, soit un réarrangement

Dg2-Jg2 unique (99L1, L2), soit le réarrangement prédominant de certains segments Dg2-Jg2

(104L1, L2C1 18L1). De facon intéressante, on notera que deux lobes d’un méme thymus ne

présentent pas forcément le méme patron de réarrangement Dg2-Jg2. Ceci indique que différents

clones de cellules tumorales peuvent émerger indépendamment 1’un de I’autre dans les deux lobes
d’un méme thymus. La bande observée a 1850 paires de bases correspond a la configuration native
du gene de la chaine B du TCR. La présence de cette bande dans certains échantillons Ik"" suggere
I’existence de populations de thymocytes n’ayant pas réarrangé le TCRf. Ces résultats suggerent que
la population de thymocytes d’un lobe est composée de populations mono- ou oligoclonales. Ces

populations pourraient représenter un ou plusieurs clones de cellules tumorales a un stade précoce de
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leur développement. La figure 20A montre deux lobes pour lesquels une chaine Vg unique est

exprimée (Vg8 et Vgl3, respectivement).

Table 3. L’expression des chaines f du TCR dans les populations totales de thymocytes Ik analysée par

cytométrie en flux.

Echantillon n° |Chatne Vs exprimée
62L1 Vg2 (30%); V8 (44%)
6212 V10 (15%); V11 (11%)
64L1 Vg4 (90%); Vg1 (8%)
6412 Vg5 (17%)

79L1 VBB (31%)

7912 Vg5 (85%)

80L1 Vg8 (80%)

80L.2 aucune

Pour chacun de ces deux lobes, la population CD4"°CD8* peut &tre divisée en deux
populations contenant des cellules TCR et TCR*Clles cellules TCR™ étant enrichies en cellules CD8"
et les cellules TCR* étant enrichies en cellules CD8™. L’ensemble des cellules CD4"°CD8" sont de
grande taille (selon le parametre “forward scatter”) et sont des cellules en prolifération (Figure 20A).
A contrario, les cellules DP dans ces tumeurs en cours d’expansion sont de plus petite taille et

proliferent moins que les cellules CD4"°CD8*. La détection de cellules DP qui ne proliferent pas et
qui n’expriment qu’une chaine Vg unique suggere que I’expansion de ces cellules s’est produite en

amont du stade DP. L’ensemble de ces données suggere que les tumeurs Ik pourraient émerger
d’une population de thymocytes a un stade immature de différenciation. Ces populations de cellules
immatures gardent cependant quelques caractéristiques de cellules normales. En effet, elles sont
capables de se différencier en cellules DP, stade auquel elles diminuent de taille et arrétent de
proliférer. L’expression d’un TCR au stade DP entrainerait alors la prolifération des cellules et leur
maturation partielle vers le stade CD8". Cette transition DP[JCD8"* pourrait représenter une étape

cruciale pour la transformation complete des cellules.
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Figure 201 Les tumeurs I sont originaires de populations de cellules immatures. (A) Les thymocytes de deux

lobes thymiques de deux tumeurs Ik"™ en cours d’expansion sont marqués avec les anticorps anti-CD4, anti-CD8 et anti-
TCRap, puis analysés par cytométrie en flux. Pour chaque lobe, 3 populations sont définies (CD4°CD8", CD4*CD§*,
CD4"°CD8™"*). Les histogrammes représentent les niveaux d’expression du TCRap, la taille relative des cellules

(parametre “forward scatter”) et le contenu en ADN des cellules (7AAD). Pour ’analyse du cycle cellulaire, les nombres

indiquent le pourcentage de cellules en phases S-G2/M. (B) Analyse des réarrangements DﬁZ—JBZ par PCR sur de ’ADN

génomique extrait de différents lobes thymiques de souris Ik"™ Agées de 15 semaines. Le produit de PCR & 1850 pb
correspond 2 la configuration native du gene du TCRp. (C) Les thymocytes contrdles et Ik™" non-tumoraux sont marqués
avec les anticorps anti-CD4 et anti-CD8. Les populations doubles négatives sont marquées avec les anticorps anti-CD44

et anti-CD25 et analysées par cytométrie en flux. Le pourcentage de chaque population est indiqué.

L’analyse de souris Ik"" non-tumorales révele une augmentation de la population de cellules
DN4 (Figure 20C). Ainsi, une augmentation du taux de prolifération, consécutive a la signalisation
par le pré-TCR, pourrait entrainer une augmentation de la population de cellules immatures. C’est a
partir de cette population de cellules immatures que pourraient émerger les clones de cellules

tumorales.
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II1;- La maturation des cellules DP en cellules CD8* est incomplete.

Les cellules DP positivement sélectionnées se différencient normalement en cellules CD4" ou
CDS8" SP. Cette étape de maturation est accompagnée par I’expression transitoire de CD69,
I’augmentation de 1’expression de CDS5 et par la diminution de I’expression de CD24. L analyse de
I’expression des marqueurs CD69, CD5 et CD24 a la surface des thymocytes contrdles et Ik non-
tumoraux montre une régulation normale de ces différents marqueurs au cours de la transition
DP[JCDS8" (Figure 21). De facon intéressante, les thymocytes CD8" d’une tumeur Ik"" en cours
d’expansion ne régulent pas CD69, CD5 et CD24 de la méme maniere. En effet, on peut noter que
I’expression de CD24 n’est pas diminuée sur ces cellules et que I’augmentation de 1’expression de
CD69 n’est pas aussi importante que pour les thymocytes CD8" controles. Ces données suggerent
que les thymocytes DP ont pu se différencier en cellules CD8", mais que leur maturation est
incomplete. D’autre part, I’augmentation du niveau d’expression de CDS5 est moins importante sur
les thymocytes issus de tumeurs en cours d’expansion, comparée aux thymocytes controles. Le
niveau d’expression de CD5 a la surface des cellules T est relatif a ’intensité du signal transmis par
le TCR. Il est donc possible que les thymocytes DP issus de tumeurs en cours d’expansion aient pu
se différencier en cellules CD8 SP, bien que le signal recu par leur TCR soit plus faible.

Les défauts de régulation des marqueurs CD69 et CDS5 suggerent que les cellules CD8 SP
présentent dans les tumeurs Ik™" en cours d’expansion ont franchi cette étape de maturation sans
avoir été positivement sélectionnées et/ou qu’elles présentent un seuil d’activation réduit en réponse

a ’activation par leur TCR.
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IIL,- Les thymocytes Ik"" tumoraux ont une signature transcriptionnelle spécifique.

Dans le but d’élucider les mécanismes pouvant participer au développement tumoral, j’ai
comparé les profils d’expression génique de cellules k™" tumorales et de thymocytes non-tumoraux.
Pour cette étude, dix échantillons d’ARN ont été utilisésE16 ARN de thymocytes dérivés de tumeurs
thymiques, et 4 ARN provenant de populations totales de thymocytes contrdles et Ik”", de souris
agées de 3 semaines (2 contrdles et 2 Ik"™). J’ai utilisé les puces a oligonucléotides Affymetrix MG-
U74Av2 qui permettent de couvrir I’expression d’environ 12500 genes. Pour évaluer les similarités
dans les profils d’expression génique des différents échantillons, j’ai tout d’abord utilisé la méthode
de classification hiérarchique non-supervisée, pour laquelle j’ai utilisé tous les genes présentant des
variations d’expression dans les 10 échantillons (3000 genes) (pour la sélection des genes, cf
matériels et méthodes). Cette analyse a permis de révéler un groupe distinct de 5 tumeurs. Les
échantillons contrdles et Ik"" sont également rassemblés dans un groupe distinct, et ne peuvent &tre
séparés les uns des autres. Un seul échantillon tumoral (T90), n’est cependant pas présent dans le
groupe des 5 tumeurs et semble plutot etre apparenté aux échantillons non-tumoraux (figure 22A).
Cette observation est peut-étre relative au phénotype DP de cette tumeurClen effet, les populations
totales de thymocytes controles sont majoritairement constituées de cellules DP. De facon
intéressante, certaines tumeurs arborent des profils transcriptionnels tres semblables, la distance
entre 2 tumeurs étant similaire a celle observée entre 2 échantillons contrdles ou Ik"" (comparer par
exemple les distances entre T21 et T77 a celles entre les 2 échantillons contrdles). Cette observation
montre que la plupart des tumeurs arborent des programmes d’expression tres similaires, et suggere
que des mécanismes communs peuvent etre impliqués dans leur développement. Bien que la tumeur
T90 ait un comportement différent des 5 autres tumeurs, il est cependant possible d’isoler une liste
assez importante de genes différentiellement exprimés entre les 6 échantillons tumoraux et les 4
échantillons controdles, suggérant que les tumeurs Ik”" présentent une signature transcriptionnelle
distincte (Figure 22B). L’annexe I donne une liste de genes présentant les plus grandes variations
dans les tumeurs.

Parmi les genes différentiellement exprimés dans les tumeurs, plusieurs d’entre eux
pourraient avoir un rdle direct dans 1’établissement du phénotype tumoral. Ainsi, le niveau
d’expression de c-myc est augmenté. Le récepteur nucléaire orphelin RORY, dont une perte de
fonction est associée au développement de lymphomes thymiques, voit son expression décrue dans
certaines tumeurs. L expression du géne suppresseur de tumeur p19*" est également diminuée. Pbx3,

codant pour un partenaire transcriptionnel des genes Hox est augmenté. Si 1’on considere que le gene
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Pbx1 est impliqué dans le développement de lymphomes thymiques chez la souris et que les genes
Hox sont fréquemment impliqués dans le développement de lymphomes, cette augmentation de
I’expression de Pbx3 met en exergue un role potentiel des complexes Pbx/Hox dans le
développement des tumeurs Ik"".

Les dérégulations les plus marquées concernent cependant plusieurs genes de la voie de
signalisation Notch. En effet, les récepteurs Notchl et Notch3, ainsi que les genes cibles de la voie
Notch, Deltex1, Hesl, 1fi204 et pTa ont tous des niveaux d’expression augmentés dans les tumeurs
Ik"" (Table 4). Cette surexpression a été indépendamment confirmée par RT-PCR, et a été observée
dans d’autres tumeurs n’ayant pas servies a I’analyse du transcriptome (Figure 22C). L’activation de
la voie de signalisation Notch est impliquée dans le développement de lymphomes des cellules T
chez I’homme comme chez la souris. Cette observation suggere un role de la voie Notch dans la

formation des tumeurs Ik“".

A B

Figure 220 Les tumeurs Ik'"
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transcriptionnelle spécifique.
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56



Table 4CINiveaux d’expression des genes de la voie Notch dans les tumeurs Ik"".

17 83 192 Ratio
NAME wT | Wt 57 KO KO 21T | 77T | 90T | 126T | 146T | 163T T/cont

711886 Notch gene homolog 1 | 1801 | 1428 | 1787 | 1410 | 4474 | 5349 | 4103 | 5745 | 4528 | 7675 3.3
X74760 Notch gene homolog 3 | 551 | 516 | 330 | 518 | 576 | 1153 | 1786 | 1434 | 1178 | 1183 2,5

D16464 Hesl 169 | 197 | 243 | 199 | 619 | 841 | 848 | 857 | 944 | 877 4,1
U38252 Deltex1 247 | 594 | 244 | 321 | 3120 | 2888 | 3547 | 4742 | 4362 | 6591 | 12,0
U16958 pTa 508 | 667 | 772 | 466 | 946 | 1646 | 1596 | 1284 | 1472 | 2269 2,5
M31419 Ifi204 127 | 112 | 72 | 159 | 315 | 310 | 680 | 307 | 228 | 198 2,9

IIL;- Dérégulation de la voie de signalisation Notch dans les thymocytes Ik"".

Pour déterminer si la dérégulation des genes de la voie Notch pourrait €tre la cause, plutdt
que la conséquence, du développement tumoral, j’ai analysé leurs expressions dans les populations
DP et CD4°CDS8", purifiées a partir de tumeurs Ik"" en cours d’expansion; ainsi que dans les
populations DN, DP, CD4" et CD8", isolées a partir de thymocytes contrdles et Ik"" non-tumoraux
(Figure 23). Les genes analysés sont Notchl, Notch3, Hes1, Deltex1, 1fi204, pTa ainsi que Cycline
D1 et Meltrinf3, bien que I’expression du gene Cycline D1 ne soit pas altérée sur les puces MG-

U74Av2 et que le gene Meltrinf} ne figure pas sur ces dernieres.

a- Analyse des genes Notch dans les populations DN, DP et SP contrdles et Ik"".

A DI’exception de Notchl, tous les genes analysés présentent une régulation dynamique au
cours du développement thymique normal, caractérisée par des transitions abruptes entre états actifs
et inactifs (Figure 23, col a-d). De plus, leur patron d’expression dans ces différentes sous-
populations est distinct. Par exemple, Hesl est fortement exprimé dans la population la plus
immature DN, puis s’éteint lors des stades plus maturesClalors que le gene Meltrinf} n’est exprimé
que dans les populations SP. Comme il a été précédemment reporté, Deltex1 est exprimé dans les
populations DN et SP, mais est éteint dans les cellules DP. De facon intéressante, certaines de ces
transitions sont moins nettes chez les mutants Ik"" (Figure 23, col e-h.), avec des expressions
résiduelles significatives dans des populations ou les genes sont normalement éteints ou tres
faiblement exprimés chez les souris controles. Ainsi, I’expression du gene Hesl est clairement
détectée dans la population DP et CD4 SP des mutants Ik"", et Deltex1 est exprimé dans la
population DP par rapport aux souris contrdles. D’autres genes, comme, la Meltrinf3, Notch3 ont
cependant conservé un profil d’expression normal. Ces observations suggerent qu’lkaros pourrait
étre impliqué dans la régulation des transitions entre états actifs et inactifs pour certaines cibles de

Notch lors de la différenciation des lymphocytes T. De plus, ces résultats laissent entendre qu’une
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dérégulation de certains genes de la voie Notch pourrait avoir lieu avant I’apparition du phénotype

tumoral.

b- Analyse des genes Notch dans les tumeurs Ik™" précoces.

L’analyse de I’expression des genes de la voie Notch dans les populations DP et CD8 SP,
issues de tumeurs Ik en cours d’expansion, révele un profil d’expression tres différent (Figure 23,
col i-r). Certains genes comme Deltex1, Hesl, Cycline D1, Notch3 et pTa sont tres fortement
exprimés dans toutes les sous-populations analysées. Bien que les sous-populations tumorales ne
soient pas exactement équivalentes a leurs homologues controles, 1’expression de certains genes
apparait clairement ectopique. L’exemple le plus frappant est celui du gene Hes1, dont I’expression
est normalement confinée au stade DN. La nature ectopique de 1’expression est également probante
dans la population DP pour les genes Meltrinf3, Deltex] ou Ifi204 (col i, 1), ainsi que dans la
population CD8" pour les genes pTa (col k, m) et Ifi204 (col k, m, o et r). Il est toutefois intéressant
de noter que certains genes sont régulés de facon quasi normale. C’est en effet le cas pour la
Meltrinf3 dans les cellules DP de la tumeur précoce 6L.2 (col p), et pour 1fi204 dans la population
CD8*CD3" de la tumeur précoce 11 (col k). Dans la tumeur 11, la Meltrinf est plus faiblement
exprimée dans les populations DP et CD8'CD3" que dans la population CD8*CD3’, indiquant
seulement une dérégulation partielle de ce gene. Ces observations suggerent que certains genes

cibles de Notch sont plus susceptibles d’etre dérégulés que d’autres.

WT Ik 11 ‘ 104 6L1 _ 6L.2

WT - 11 1 6Ll _61.2

abecdef gh i jk Immnoopaqr

- - Cyclin D1

__________________ B-actin
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Figure 23E Dérégulation de I’expression des genes de la voie Notch dans les tumeurs Ik en cours d’expansion.
Les cellules ont été marquées avec les anticorps anti-CD4, anti-CDS, anti-CD3 et les différentes populations ont été
purifiées par cytométrie en flux. Régions a, el CD4CD8CD3 Tl régions b, f :CD4*CD8*CD3 T régions i, 1, n, pO
CD4"CD8*CD3™"[ régions c, gl CD4*CDSCD3'Tl régions d, h, kO CD4CD8'CD3*, régions j, m, o, qO
CD4"°CD8*CD3 "Gl régions & CD4°CD8*CD3". L’expression des genes de la voie Notch a été analysée dans chaque
population par RT-PCR. Les histogrammes gris représentent le niveau d’expression de CD3 sur les cellules DP de souris

controles.

Pour déterminer si la dérégulation de 1’expression des genes Notch est spécifique aux
lymphocytes T se différenciant dans le thymus, j’ai analysé leur expression dans les cellules T CD4*
et CD8" matures, purifiées a partir des ganglions lymphatiques inguinaux. La figure 24 ne montre
pas de différence dans I’expression des genes Notch entre cellules T matures Ik** et Ik"". Il a par
ailleurs déja été reporté que Notch3 et Hesl ne sont normalement pas exprimés dans les cellules T
périphériques (Bellavia et al., 2002). Cette observation suggere que la dérégulation de 1’expression

des genes Notch est intrinseque aux lymphocytes au cours de leur maturation dans le thymus.

Ik] JL

|
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-+
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-

Notchl
Notch3
Deltex]  matures. Les cellules T CD4* et CD8* ont été purifiées par cytométrie en

Hesl
Actine-p flux et "expression des genes Notch a ét¢ analysée par RT-PCR.

Figure 241 Analyse de I’expression des genes Notch dans les cellules T

IV- Etablissement de lignées cellulaires a partir de tumeurs Ik"".

Les souris Ik"" développent des tumeurs entre 1’age de 3 et 6 mois. J’ai établi différentes
lignées cellulaires a partir de ces tumeurs. Elles constituent un outil de grand intérét pour étudier le

role et la fonction d’Ikaros dans le maintien du phénotype tumoral.

IV,- Caractérisation des lignées cellulaires.
a- Phénotype des lignées cellulaires.

Les lignées cellulaires, appelées Tik64, 29, 153 et 68, sont dérivées de tumeurs Ik""
primaires. Ces lignées poussent dans un milieu simple, sans apport extérieur de cytokines, reflétant

la transformation complete de ces cellules. Le phénotype des 4 lignées cellulaires est représenté dans
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la figure 25A. Les lignées sont composées de populations assez homogenes (selon le profil
CD4/CD8), a I’exception de la lignée Tik29, composée de plusieurs populations différentes. Ces
lignées expriment toutes un niveau intermédiaire (Tik64, 29, 153) ou élevé (Tik68) de TCRaf.
D’autre part, les 4 lignées sont CD69", suggérant qu’elles arborent un phénotype de cellules activées.
Les cellules Tik peuvent €tre entretenues en culture pendant de longue période (Figure 25B). On
notera toutefois que les lignées (Tik64, 29) ont un taux de prolifération plus important que les
lignées Tik153 et 68.
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b- Expression d’Ikaros et des genes Notch dans les lignées Tik.

Le développement de lymphomes dans les modeles animaux portant des mutations pour le
gene Ikaros est souvent associé a 1’apparition de formes dominantes négatives de la protéine Ikaros.
J’ai donc analysé par RT-PCR I’expression d’lkaros dans les lignées cellulaires Tik. Les isoformes
Ik1 et Ik2 sont majoritairement exprimées dans les thymocytes totaux controles et Ik~ (Figure 26A).
On notera cependant 1’expression plus faible de transcrits de taille réduite dans les thymocytes Ik"".
Ces isoformes Ik1* et Ik2* sont produits par épissage alternatif des ARN prémessagers omettant

I’exon 2. L’analyse de I’expression des isoformes d’Ikaros dans les lignées cellulaires montre que
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ces lignées expriment principalement Ik1* et Ik2* a un niveau plus élevé que dans les thymocytes
controles. Il a par ailleurs déja été observé que I’expression de lkaros augmente suite a 1’activation
des cellules T (Brown et al., 1999). Ceci renforce 1’'idée que les lignées cellulaires ont un phénotype
de cellules activées. Cette augmentation de 1’expression d’Ikaros a également été observée par un
marquage immunofluorescence avec un anticorps polyclonal spécifique anti-lIkaros (Figure 26B). Le
niveau d’expression des genes de la voie Notch (Notchl, 3; Deltex1, Hesl, Ifi204) est augmenté
dans les tumeurs Ik"". J’ai donc analysé 1’expression des genes Notch dans les lignées cellulaires.
Comme le montre la figure 26C, toutes les lignées Tik expriment les récepteurs Notchl et 3, ainsi
que les genes cibles Deltex1, Hesl, Ifi204 a des niveaux plus élevés que dans les thymocytes
controles. Il a été montré que I’activation de la voie Notch est nécessaire pour la prolifération de
lignées cellulaires issues de lymphomes T exprimant NCI1. Il est alors probable qu’un haut niveau
d’expression des genes Notch dans les lignées cellulaires Tik participe au maintien du phénotype
tumoral.
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Figure 26C] Expression d’Ikaros et des genes Notch dans les lignées cellulaires Tik. (A) Analyse par RT-PCR de

I’expression des différentes isoformes de Ikaros dans des thymocytes totaux contrdles, Ik™" et dans les 4 lignées
cellulaires Tik. (B) Les thymocytes totaux de souris contrdles ou Ik"" et les cellules des lignées Tik64 et Tik29 sont
marqués avec un anticorps anti-lIkaros (rouge). L’ADN du noyau des cellules est marqué au Hoechst (bleu). (C) Analyse

par RT-PCR de plusieurs genes de la voie Notch dans les 4 lignées cellulaires Tik.

V- Fonction d’Ikaros dans les lignées cellulaires Tik.

V,- Ikaros module I’expression des genes Notch in vitro.
Pour déterminer si Ikaros exerce une influence directe sur I’expression des genes cibles de
Notch, I’expression de ces genes a été analysée apres sur-expression d’lkaros dans les lignées

cellulaires Tik. Les lignées ont été transduites avec un vecteur rétroviral permettant d’exprimer un

61



messager bicistronique codant a la fois pour Ik1 ou Ik1*, et la GFP (qui permet de visualiser les
cellules exprimant le génome rétroviral), ou avec un vecteur controle MigR, ne codant que pour la
GFP (Figure 27A). Dans ces expériences, les cellules infectées peuvent étre facilement distinguées
des cellules non-infectées grace a I’expression de la GFP. Les cellules GFP™ et GFP* ont été purifiées
48h apres I’infection avec 1’un des 3 virus (MigR, Ikl et Ik1*), et I’expression des genes de la voie
Notch a été analysée dans ces populations (Figure 27B). De facon tres frappante, I’expression d’Ik1
ou Ik1* dans les lignées cellulaires conduit a une diminution importante de 1’expression des genes
cibles de Notch (pTa, Meltrinf3, Cycline D1, Hesl1, Ifi204), ainsi qu’a celle, plus modeste, des genes
Notchl, Notch3 et Deltex1. Ces observations suggerent qu’lkaros peut directement réprimer
I’expression de genes cibles de la voie Notch.
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Figure 27C1Régulation de ’expression des genes de la voie Notch par Ikaros. (A) Représentation schématique des
vecteurs rétroviraux utilisés. LTRE Long Terminal Repeatl] IRESCInternal Ribosomal Entry SiteCl GFPE Green
Fluorescent Protein. (B) Les cellules infectées avec les différents vecteurs rétroviraux ont été purifiées par cytométrie en
flux, selon le niveau d’expression de GFP. Pour Ikl et Ik1*, les cellules exprimant fortement la GFP ont été purifiées
(histogrammes a gauche). L’expression des genes de la voie Notch a été analysée par RT-PCR dans les différentes
populations purifiées. Le graphe a droite représente la quantification des produits de RT-PCR (pour la quantification, cf
matériels et méthodes).

Une possible convergence fonctionnelle entre Ikaros et Notch a récemment été proposée par

Beverly et Capobianco (2003), qui ont remarqué des similarités dans la séquence des sites de liaison
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a ’ADN d’Ikaros et de CSL. Ces auteurs ont d’ailleurs montré que CSL peut se lier a plusieurs
séquences cibles d’Ikaros, et réciproquement, qu’lkaros peut se lier a certaines séquences cibles de
CSL. Ces auteurs ont donc proposé une interaction entre Notch et Ikaros, interaction au cours de
laquelle le complexe Notch/CSL pourrait empécher la répression par Ikaros de ses genes cibles.

Ces résultats suggerent que la régulation de I’expression des genes cibles de Notch par Ikaros
observée dans les souris Ik"", pourrait s’operer par un mécanisme de compétition directe entre
Ikaros et Notch au niveau des séquences régulatrices des genes cibles de la voie Notch. I1 est
toutefois surprenant de noter que Beverly et Capobianco (2003) n’aient pas observé de liaison
d’Ikaros avec les séquences des genes Hesl et pTa, remettant alors en question la validité d’un
modele de compétition entre Ikaros et CSL au niveau des séquences cibles de Notch. J’ai cependant
remarqué que la séquence régulatrice du gene Hes1 utilisée par ces auteurs n’était pas complete,
puisqu’elle ne contenait que le motif le plus en 5’ des deux motifs TGGGAA présents dans cette
région du promoteur du gene Hes1 (Figure 28 A). Ces deux motifs sont impliqués dans la régulation
de I’expression de Hesl par Notch (Jarriault et al., 1995). J’ai donc ré-analysé par retardation
électrophorétique, la liaison d’Ikaros aux séquences régulatrices de Hes1 en utilisant un site complet
du promoteur de Hesl. De plus, j’ai utilisé trois sites mutés pour lesquels des mutations ont été
introduites dans chaque motif (Figure 28A). Ces expériences montrent qu’lk1 et Ik1* peuvent
efficacement se lier au site Hes1 intact, mais également au site ou le motif le plus en 5’ (A) est muté.
La liaison d’Ik1 ou Ik1* est abrogée lorsque le site en 3’(B), ou les deux 2 sites (A et B) sont mutés.
J’ai également testé la liaison d’Ikaros sur les séquences régulatrices du gene pTa. Pour cela, j’ai
utilisé un site contenant un motif TGGGAA, qui a été caractérisé comme étant impliqué dans la
régulation de pTa par Notch (Reizis et Leder, 2002). Contrairement a ce que j’ai pu observé pour
Hesl, ni Ik1, ni Ik1* ne se fixent au site pTa (Figure 28B), résultats en accord avec ceux de Beverly
(2003). Ces donnéess suggerent qu’Ikaros peut réguler de facon directe ou indirecte 1’expression de

genes cibles de la voie Notch.
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Figure 28C1 Analyse par retardation électrophorétique de la liaison d’Ikaros au site de fixation de CSL. (A)
Fixation d’Ikaros au promoteur de Hesl. Deux sites de liaison A et B sont représentés. AmBLIsite A mutéCIABmUIsite B
mutéCl AmBmO sites A et B mutés. Les fleches indiquent différents complexes Ikaros. (B) Fixation de Ikaros au
promoteur de pTa. Un site de liaison est représenté. IkBS4 correspond a un site de fixation optimal pour Ikaros (Molnar

et Georgopoulos, 1994). Les sites de liaison sont représentés en caracteres gras. Les nucléotides mutés sont en italiques.

V,- Ikaros induit I’expression de CD8 dans les lignées Tik.

Il a été montré qu’lkaros peut avoir une fonction d’activateur de la transcription pour le gene
CD8a (Harker et al., 2002). J’ai donc analysé par cytométrie en flux I’expression de CD8a. dans les
lignées cellulaires réexprimant Ikaros. De facon tres intéressante, on peut observer une augmentation
de I’expression de CD8a. par les cellules GFP?, c’est a dire les cellules qui expriment Ik1 ou Ik1*
(Figure 29). Ces résultats concordent avec ce qui avait été précédemment décrit, et confirme
qu’lkaros est un activateur du gene CD8a.. On peut également noter que les cellules exprimant Ik1
ou Ik1* commencent a réguler positivement I’expression de CD4Clpeut-étre est-ce une conséquence
de la diminution de I’expression du gene Hes1 dans ces cellules (Hes1 étant un régulateur négatif de

CD4 (Kim et Siu, 1998)).
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GFP- GFP+

Figure 29C1Induction de I’expression de CD8a par Ikaros. Les cellules de la lignée Tik64 ont été infectées avec les
différents virus, puis les profils CD4/CD8 des populations GFP et GFP* ont été analysés par cytométrie en flux. Les

nombres représentent le pourcentage de cellules dans chaque cadran.

V,- Ikaros réduit la prolifération des cellules tumorales in vitro.

L’infection des cellules Tik avec un virus exprimant Ik1 ou Ik1* conduit a une diminution
progressive de la proportion de cellules GFP* sur une période de 4 jours apres ’infection (Figure
30A). Ce phénotype a été observé avec les 4 lignées cellulaires. De plus les cellules GFP™ qui
subsistent expriment la GFP a un niveau plus faible, montrant la perte sélective des cellules
exprimant les niveaux d’lkaros et de GFP les plus élevés. L expression d’Ik1 ou Ik1* réduit ainsi

I’amplification des cellules tumorales in vitro.
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(parametre FS “forward scatter”) 72h apres I’infection. Les cellules ont été purifiées selon le niveau d’expression de la
GFP (Figure 27B). Les nombres indiquent les pourcentages de cellules en phase GO (rectangle bas, gauche), Gl

(rectangle haut , gauche) et G2/M (rectangle droite). Des résultats similaires sont obtenus avec les autres lignées.

La perte progressive des cellules exprimant Ikl ou Ik1* peut provenir soit d’une
augmentation de la mort cellulaire, soit d’une diminution de la prolifération de ces cellules. Le taux
de mort cellulaire peut €tre analysé en mesurant la quantité de phosphatidylsérines (PS) présente a la
surface des cellules. J’ai donc marqué les cellules infectées avec I’annexineV (qui reconnait les PS).
Cette analyse ne montre aucune différence entre les cellules GFP™ et GFP™ (Figure 30B). Il semble
peu probable que la perte des cellules GFP* soit diie a2 une augmentation de 1’apoptose de ces
cellules. Par ailleurs, 1’analyse du contenu en ADN, (marquage 7AAD) et de la taille des cellules
(selon le parametre “forward scatter”) montre une augmentation importante de la proportion de
cellules de petite taille, dont le contenu en ADN est diploide (Figure 30C). Ainsi, I’expression d’Ik1

ou Ik1* crée un handicap sélectif, corrélé a une réduction de la taille d’une fraction importante des
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cellules et un arrét de la prolifération. Ces résultats sont confortés par des analyses dans lesquelles
les cellules Tik ont été marquées 48h apres ’infection avec le pkh26. Le pkh26 est un fluorochrome
qui est dilué de facon linéaire au cours des divisions cellulaires, et qui permet de suivre la
prolifération des cellules. Comme le montre la figure 31A, apres une période de culture de 3 jours, le
niveau de pkh26 diminue plus faiblement dans les cellules exprimant 1kl ou Ik1* que dans les
cellules transduites avec le vecteur controle. La figure 31B montre également la croissance ralentie
des cellules exprimant Ikl (GFP*) ou Ik1* (GFP"). L’ensemble de ces données suggerent que
I’expression d’lkaros affecte I’amplification des cellules tumorales in vitro et que la réduction de
I’expression d’Ikaros résultant de la mutation Ik""" continue a jouer un rodle prépondérant pour

maintenir la capacité de prolifération des cellules tumorales.
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Figure 31C1 Diminution de I’amplification des cellules Tik in vitro. (A) Les cellules de la lignée Tik29 ont été
marquées avec le pkh26 48h apres 'infection avec les différents vecteurs rétroviraux. Les divisions cellulaires ont été
analysées sur une période de 3 jours. (B) Le nombre de cellules GFP™ et GFP* a été établi par rapport au pourcentage de

cellules GFP et GFP* présent dans les cultures.
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I- Anticorps et cytométrie en flux.

Les différentes populations de thymocytes analysées sont marquées avec les anticorps
suivants: anti-CD8a—-FITC, anti-CD4-PE (Caltag), anti-CD69-FITC (Pharmingen), anti-CD5-FITC
(Pharmingen), anti-CD3-Cy5 (Jackson Immunoresearch), anti-IgM-TxRd (Jackson
Immunoresearch); anti-H57 (TCRaf), anti-CD24-biotin, and streptavidin Cy5 (Jackson
Immunoresearch), streptavidin PerCP (Pharmingen) ou anti-rat IgG-Cy5 (Jackson Immunoresearch).
Le répertoire des chaines a et § du TCR est analysé avec différents anticorps anti-IgG (rat) ou anti-
IgG (souris). Pour I’analyse du cycle cellulaire, les cellules sont marquées avec le 7AAD (Sigma) a
une concentration finale de 10ul/ml. Les cellules sont fixées dans de 1’éthanol 70% pendant 1 heure,
lavées 2 fois dans du PBS puis incubées sur glace avec une solution de 7AAD contenant 25ug/ml de
RnaseA pendant 30 min. Pour I’analyse de 1’apoptose, les cellules sont marquées avec 1’ AnnexineV-
FITC (Caltag). Les cellules marquées sont analysées sur un Epics Elite (Coulter) ou un FACSCalibur
(Becton Dickinson BioSciences). Les tris cellulaires sont pratiqués sur un FACS Vantage SE option

DiVa (Becton Dickison BioSciences). La pureté des tris est supérieure a 95%.

II- RT-PCR des génes de la voie Notch.

Les ARN sont extraits avec le kit RNeasy de Qiagen, a partir de populations totales de
thymocytes ou de sous-populations purifiées par cytométrie en flux (de 250x10° a 2x10°
cellules). La réaction de transcription inverse est réalisée dans un volume final de 20 ul et 1/20°
des produits de RT sont utilisés pour les PCR. Les PCR sont réalisées dans les conditions
suivantes : 1 cycle de 5 min a 94°C, 25 cycles (Actine f3), 28 cycles (Notch1, Notch3), 30 cycles
(pTa, c-myc), 35 cycles (Deltex1, Hesl, 1fi204, Meltrinf, Cycline D1) ; composés de 1 min a
94°C, 1 min aux températures d’hybridation indiquées dans la tablel, 1 min a 72°C. Les produits
de PCR sont quantifiés avec un analyseur Typhoon 8600 (Amersham) et le logiciel ImageQuant

(Amersham).
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Tablel : amorces PCR utilisés.

TO
sens antisens d'hybridation

actine f3 GTGACGAGGCCCAGAGCAAGAG AGGGGCCGGACTCATCGTACTC 60
c-myc CTCAGTGGTCTTTCCCTACCCG TGTCCAACTTGGCCCTCTTGGC 60
Meltrinf} AGTCCCAGGGATGCCAAGTGTGG ATCACGGGACCCACACTCTTAGG 55
1fi204 AGGCAACCAAAGTTAGTGTG GTTCTCCCGACTGAGTCTGG 55
Notchl CGGTGTGAGGGTGATGTCAATG GAATGTCCGGGCCAGCGCCACC 60
Notch3 GACCACTTTGCAGATGGCCG GCGAGATGATCCAGCAGCAG 65
Deltex1 CACTGGCCCTGTCCACCCAGCCTTGGCAGG | ATGCGAATTC GGGAAGGCGG GCAACTCAGG 55
Hesl1 GCCTCTGAGCACAGAAAGTC CCACTGGAAGGTGACACTGC 60
pTa CACACTGCTGGTAGATGGAAGGC GTCAGGAGCACATCGAGCAGAAG 60
Cycline D1 GCGTGCAGAAGGAGATTGTG CCGGATAGAGTTGTCAGTGT 60
Ikaros GGAATTCTTAGCTCAGGTGGTAACGATGCT| ATGAATTCGGAGGCACAAGTCTGTTGAT 55

III- Essai de retardation électrophorétique.

Les protéines Ik1 et Ik1* ont été produites dans des cellules Cos-7. Les extraits nucléaires
sont préparés en resuspendant 107 de cellules dans 500ul de tampon de lyse (10 mM HEPES, pH
7.9C11.5 mM MgCI2E110 mM KCIE10.5 mM dithiothreitol [DTT]) 10 min sur glace. Les noyaux
sont récupérés par centrifugation et resuspendus dans 50ul du tampon suivantt120 mM HEPES,
pH 7.900125% glycerolC1420 mM NaClICl 1.5 mM MgCI2C10.2 mM EDTALCI0.5 mM DTTLCI
cocktail d’inhibiteur de protéases. Apres centrifugation, les extraits nucléaires ont été quantifiés
avec la méthode colorimétrique de Bradford. 3ug d’extraits nucléaires ont été incubés pendant 25
min a température ambiante dans du tampon HGDE (20 mM HEPES pH 7,9C10,2 mM EDTA,
20% glycérol, 100 mM KCl et I mM DTT), en présence de 2ug de polydldC, 1ug de BSA, 10
uM de ZnCl, La sonde marquée a I’ATPy** (50x10° cpm) est alors ajoutée pour une incubation

supplémentaire de 25 min sur glace. Les complexes ADN-protéines sont déposés sur un gel de
polyacrylamide a 5%.

Les sondes utilisées sont : Les sites de liaison d’lkaros sont en gras, les sites mutés sont en

italiques.
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Hesl :

AB :.TGAAAGTTACTGTGGGAAAGAAAGTTTGGGAAGTTCACACGAG
AmB :TGAAAGTTACTGTGCTGCAGAAAGTTTGGGAAGTTCACACGAG
ABm :TGAAAGTTACTGTGGGAAAGAAAGTTTGCTGCGTTCACACGAG
AmBm :TGAAAGTTACTGTGCTGCAGAAAGTTTGCTGCGTTCACACGAG
Pta :

pTa: GCAGGGCCTGGGAACACGTGGAGCCCACAG

pTam: GCAGGGCCTCTGCACACGTGGAGCCCACAG

IkBS4 : TCAGCTTTTGGGAATGTATTCCCTGTCA

IV- Analyse des réarrangements Dg2-Jg2 par PCR.

Extraction de I’ADN génomique.

107 cellules sont incubées dans 500ul de tampon de lyse (100 mM Tris.HCI, pHS,5 ; 5
mM EDTA ; 0,2% SDS ; 200 mM NaCl ; 100ug/ml Protéinase K) pendant 4-5 heures a 37°C
sous agitation. 1 volume d’ispropanol est ajouté et les échantillons sont délicatement mélangés
jusqu’a formation complete d’un précipité. L’ADN est récupéré et séché, puis resuspendu dans
200ul de TrisHC1 10 mM, EDTA 0,1 mM.

PCR Dg2-Jg2 (voir Figure 5, p11).

1ul d’ADN est utilisé pour la PCR dans les conditions suivantes : 1 cycle de 5 min a
94°C, 30 cycles, composés de 30 sec a 94°C, 45 sec a 60°C, 1 min a 72°C. Les amorces utilisées

sont :

5’-GTAGGCACCTGTGGGGAAGAAACT-3" (Dg2.1)

5’-TGAGAGCTGTCTCCTACTATCCATT-3" (Jg2.7).

V- Culture des lignées cellulaires Tik et infections des cellules avec les vecteurs rétroviraux.
Les lignées cellulaires sont dérivées de tumeurs Ik™" primaires. Les cellules poussent a

une concentration optimale de 500x10° cellules/ml dans le milieu suivant : RPMI 1640 + 10%

FCS + 2 mM L-Glutamine.
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Les vecteurs rétroviraux MigR, Ikl et Ikl* ont été produits dans les cellules
d’empaquetage Eco-Phoenix. 10° cellules Tik sont infectées avec 0,5 ml de surnageant (contenant
les virus) par centrifugation pendant 90 min a 2600 rpm. Apres infection, les cellules sont

repiquées toutes les 24h a une concentration de 500x10° cellules/ml dans du milieu frais.
VI- Marquage par immunofluorescence.

Les cellules des lignées Tik sont centrifugées sur lame pendant 5 min a 1200 rpm. Les
cellules sur lame sont ensuite fixées pendant 1 heure avec du PBS 3% paraformaldéhyde a 4°C. Les
cellules sont ensuite marquées pendant une nuit a 4°C avec un anticorps polyclonal de lapin (produit
par notre équipe), dirigé contre les parties N-terminale et C-terminale de la protéine Ikaros, dilué 500
foisClpuis 1 heure a température ambiante avec un anticorps secondaire anti-IgG de lapin couplé au
Cy3 (Jackson Immunoresearch) dilué 1000 foisClet enfin pendant 2 min a température ambiante avec
du Hoechst (Sigma) dilué 200 fois. Les lames sont analysées au microscope a fluorescence au

grossissement x40.
VII- Hybridation des puces a oligonucléotides Affymetrix.

Le profil d’expression génique des populations de thymocytes totales controles et Ik™" de
souris agées de 3 semaines a été analysé a I’aide des puces Affymetrix Mul 1kB (6500 génes). Le
profil transcriptionnel des tumeurs Ik"" a été analysé a I’aide des puces a oligonucléotides MG-
U74Av2. La synthése des ADN complémentaires, ARN complémentaires, ainsi que 1’hybridation
ont été réalisés selon les protocoles Affymetrix avec 10ug d’ARN total. Le promoteur de I’ARN
polymérase T7 est incorporé au cours de la synthése des ADNc doubles brins. L’ADN
complémentaire ainsi produit est utilisé pour la transcription in vitro des ARNc, avec le kit
ENZO BioArray High Yield IVT kit, et I’incorporation de ribonucléotides biotinylés. La qualité
des ARNc est vérifiée par spectrophotométrie et électrophorése capillaire sur un Bioanalyser
Agilent 2100 avec le kit RNA 6000 LabChip. 10ug d’ARN biotinylés et fragmentés sont
hybridés sur les puces Affymetrix pendant 16h a 45°C. Les lavages et le marquage des puces
avec la streptavidine-PE sont effectués avec la station fluidique GeneChip 400. Les puces sont

scannées avec le scanner GeneArray d’ Affymetrix.
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VIII- Analyse des données générées par les puces Affymetrix.

Les données brutes ont été analysées avec le logiciel MicroArray Suite v5.0 pour
déterminer les valeurs “d’Average Difference” de chaque gene. L’“Average Difference”
correspond au niveau d’expression des genes sur la puce.

Sélection des genes de la figure 22A.

Un parametre Absent (A) ou Présent (P) est attribué pour chaque gene présent sur la puce.
Dans un premier temps, j’ai éliminé les genes étant A, c’est a dire non exprimés, dans les 10
échantillons (2 Ik**, 2 Ik"" non-tumoraux et 6 tumeurs Ik""). J’ai ensuite calculé un coefficient
de variation cv pour chaque gene, avec cv= (écart-type des 10 échantillons) / (moyenne des 10
échantillons). J’ai ensuite sélectionné les genes en imposant les criteres suivantsClmoyenne (des
10 échantillons)>150, cv>0,3. Cette analyse permet d’isoler les 3000 genes variants le plus entre
les 10 échantillons. J’ai ensuite procédé a une classification hiérarchique non supervisée
(méthode de Eisen, 1998) avec cette liste de 3000 genes pour observer les corrélations entre les
profils transcriptionnels des différents échantillons.

Sélection des genes de la figure 22B.

Pour cette analyse, les genes ont été sélectionnés selon les criteres suivantsCD1AD>100,

ratio tumeur/controles >2 ou <0,5. Le ratio (tumeurs/controles)= (moyenne AD )/(moyenne

tumeurs
AD_ nuoles)- 1@l ensuite procédé a une classification hiérarchique non supervisée avec la liste de
genes produite. Plusieurs analyses ont été réalisées avec un groupe de 4 échantillons contrdles (2
Ik** et 2 Ik"" non tumoraux) et un groupe de 4 échantillons tumoraux, de fagon a éviter un biais

(lors des calculs de moyenne) vers le groupe des échantillons tumoraux. Ces différentes analyses,

avec différents groupes de 4 tumeurs Ik"" m’ont permis d’obtenir des résultats similaires.

IX- Activation des cellules et mesure de la prolifération.

Le fond des plaques de cultures sont recouverts avec les anticorps anti-CD3 (10ug/ml) et
anti-CD28 (25ug/ml), pendant une nuit 2 37°C. Avant d’étre mises en culture, 10° cellules sont
incubées en présence de CFSE (20ug/ml) (5,6-carboxyfluoresceine diacetate succinimidyl ester;
Molecular Probes), puis lavé deux fois. Apres trois jours de culture, les cellules sont analysées

par cytométrie en flux.
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Les souris Ik™" développent des lymphomes T entre I’dge de 3 et 6 mois. Des pathologies
lymphoides similaires sont observées dans d’autres modeles animaux ou le locus du gene Ikaros
est altéré (par exemple Ik DN et IkP*), établissant clairement une fonction de géne suppresseur
de tumeur pour Ikaros. Les mécanismes moléculaires conduisant a la formation de telles tumeurs
restent cependant mal connus. L’analyse du transcriptome des tumeurs Ik™“ montre une
augmentation de 1’expression de plusieurs geénes de la voie de signalisation Notch. Cette
expression anormale des génes de la voie Notch est également observée dans des tumeurs plus
jeunes en cours d’expansion, suggérant qu’une altération de la voie de signalisation Notch
constitue un événement précoce dans ’établissement des tumeurs Ik™". D’autre part, la ré-
expression d’une forme normale de la protéine Ikaros dans des lignées cellulaires établies a partir
de cellules tumorales conduit a une diminution du niveau d’expression de plusieurs génes cibles
de la voie Notch, suggerant également qu’lkaros régule directement 1’expression de certains
genes cibles de la voie Notch. Par ailleurs, la ré-expression d’lkaros dans ces lignées inhibe
I’amplification des cellules tumorales in vitro.

Mes résultats montrent qu’une réduction de 1’activité d’Ikaros dans les thymocytes peut €tre
favorable a I’initiation du développement tumoral, et qu’il pourrait exister une convergence

fonctionnelle entre Ikaros et Notch dans le processus de transformation des lymphocytes T.

I- Les tumeurs Ik"".

Les tumeurs Ik"" expriment un TCRaf a leur surface mais ’analyse du répertoire des
chaines 3 utilisées montrent 1’usage d’une ou de quelques chaines 3, suggérant que les populations
de cellules tumorales sont d’origine mono- ou oligoclonales. D’autre part, I’usage de différentes
chaines P dans les différentes tumeurs analysées suggerent que la transformation des cellules T est
un évenement stochastique. Contrairement & d’autres modeles animaux (Ik DN*") développant des
lymphomes T, ou les populations de cellules sont monoclonales, les tumeurs Ik"" sont, dans la
plupart des cas, composées de populations oligoclonales. Trois hypotheses pourraient expliquer cette
observation. (i) la fréquence de transformation des thymocytes pourrait €tre plus importante pour les
souris Ik"", ce qui conduirait a I’apparition de plusieurs clones distincts. Cependant, cette hypothese
semble etre difficile a réconcilier avec le caractere hypomorphe de la mutation. (ii) Une cellule T

pourrait commencer a acquérir certaines propriétés tumorales avant 1’étape de réarrangement de la
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chaine § du TCR. Cette cellule pourrait subir un nombre limité de divisions cellulaires et engendrer
plusieurs cellules filles, dont chacune réarrangerait une chaine 8 distincte. Ces cellules pourraient
alors &tre a ’origine des populations tumorales oligoclonales observées dans les tumeurs Ik"". (iii)
Le développement d’une tumeur est initié simultanément et de facon indépendante dans les deux
lobes du thymus d’une méme souris. L’observation de populations polyclonales dans les tumeurs
Ik"" serait alors le reflet des populations provenant de chaque lobe du thymus.

L’ablation du thymus empéche la formation des tumeurs dans les souris Ik, bien que des
cellules T matures sont présentes dans les organes lymphoides secondaires comme les ganglions
lymphatiques. Les cellules T périphériques Ik proliferent plus que les cellules T contrdles en
réponse a une stimulation avec un anticorps anti-CD3 (mime 1’activation par le TCR). Le groupe de
K. Georgopoulos avait également reporté une réponse hyperproliférative des cellules T Ik DN*" suite
a une stimulation par le TCR et proposé que le développement des tumeurs dans les souris Ik DN*"
résulte d’une réduction du seuil d’activation des thymocytes et des cellules T périphériques Ik DN*".,
Les données obtenues avec les cellules T Ik montrent cependant que cette propriété seule n’est pas
suffisante pour induire la formation de tumeurs. Par ailleurs, la dérégulation des genes de la voie
Notch semble &tre une caractéristique propre aux thymocytes, puisque les cellules T Ik"“
périphériques expriment plusieurs genes de la voie Notch a des niveaux similaires a ceux observés
dans les cellules T périphériques contrdles. L’ensemble de ces observations suggerent fortement
qu’un environnement thymique est nécessaire au développement des tumeurs Ik"", et que des
mécanismes moléculaires intrinseques aux thymocytes sont impliqués dans le processus de

transformation des thymocytes Ik"".

J’ai pu établir des lignées cellulaires a partir des tumeurs Ik"". Ces lignées peuvent &tre
cultivées dans un milieu simple sur de longues périodes, sans apport extérieur de cytokines. De plus,
de récentes expériences conduites au laboratoire ont montré que les cellules issues des lignées
cellulaires sont capables de former rapidement de nouvelles métastases dans des organes comme le
foie et les reins, lorsqu’elles sont injectées dans des souris irradiées avec une dose sub-1étale (6 Gy).

Ces données montrent une transformation complete des cellules Ik"".
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II- Analyse du transcriptome de thymocytes Ik"" non-tumoraux.

L’analyse du transcriptome de souris Ik""" non tumorales suggerent que les thymocytes de ces
souris possedent une signature transcriptionnelle spécifique. Il est assez surprenant de constater
qu’aucun des genes dérégulés dans les thymocytes Ik non-tumoraux ne I’est dans les tumeurs Ik"".
Cette différence peut s’expliquer par le fait que les deux expériences ont été effectuées sur des puces
Affymetrix différentes qui ne contiennent pas le méme nombre de genes. D’autre part, I’analyse des
variations d’expression génique d’une population totale de thymocytes peut masquer des
changements présents dans des sous-populations de thymocytes immatures peu représentées
(populations DN, ISP par exemple). Il pourrait donc étre intéressant d’analyser le transcriptome de
différentes sous-populations issues de souris Ik"" non-tumorales et de le comparer a celui de tumeurs
Ik"". Ce type d’analyse pourrait mettre en évidence des variations d’expression génique similaires
entre sous-populations immatures non-tumorales et tumeurs Ik"™ ce qui permettrait d’avancer
I’hypothese que des stades immatures de différenciation des cellules T constituent un terrain plus

propice au développement de tumeurs.

I1I- Les tumeurs Ik dérivent-elles d’un stade immature de différenciation?

Les LAL-T induites par I’expression de NIC3 expriment fortement les genes cibles de
NotchEHesl1 et pTa (Bellavia, 2002). De plus, dans cette méme étude, 1’expression anormale de
Notch3, Hesl et pTa a été observée dans plusieurs cas de LAL-T humaines. Ainsi, I’expression de
ces 3 genes semble etre une caractéristique des LAL-T. D’autre part, Notch3, Hes1 et pTa ne sont
normalement exprimés que dans les populations immatures du thymus (DN3-4). L’expression
soutenue de ces genes dans les LAL-T sous-entend qu’elles sont originaires d’une population de
cellules immatures. Les tumeurs Ik"" en cours d’expansion que j’ai analysé présentent également une
dérégulation de ’expression des genes Notch3, Hesl et pTa, suggérant qu’elles pourraient elles

aussi émerger d’un stade immature de différenciation.

Au cours de la transition entre les stades DN et DP, les cellules passent par un stade
intermédiaire de différenciation caractérisé par le phénotype CD8*TCR™ (cellules ISP). L analyse de
plusieurs tumeurs Ik"" en cours d’expansion (agées de 15 semaines) montre une augmentation du

nombre de cellules CDS8*TCR". 1l est probable que 1’expansion de ces cellules se produise suite a la
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signalisation par le pré-TCR (voir plus bas) et que cette population de cellules en prolifération
constitue un terrain propice a la transformation des cellules. Je n’ai cependant pas réussi a observer
cette population de cellules CD8*TCR™ dans d’autres souris Ik"" analysées par la suite. Cette
différence peut s’expliquer par le fait que pour ces dernitres souris, la mutation Ik était introduite
sur un fond génétique C57B1/6 plus pur (10° génération de croisement en retour contre 2° génération
de croisement en retour pour les premieres souris analysées). Ainsi, il est possible qu’un fond
génétique C57BI1/6 pur accélere le développement des tumeurs Ik™". Cette hypothese est renforcée
par ’observation d’une 1étalité plus précoce pour les souris C57B1/6 pures par rapport aux souris
ayant un fond génétique mixte. L’age de 15 semaines étant trop avancé pour observer I’amplification
d’une population immature CD8"TCR’, il serait important d’analyser les populations cellulaires de

thymus de souris Ik™" plus jeunes, afin de confirmer I’expansion éventuelle des cellules ISP.

IV- Le role de Notch dans la transformation des cellules Ik"".

Les tumeurs Ik"" sont caractérisées par une augmentation de 1’expression de plusieurs genes
de la voie de signalisation Notch. Cependant, les mécanismes moléculaires par lesquels la voie de

signalisation Notch pourrait conduire a la transformation des cellules demeurent encore mal connus.

IV,-Les genes Hes1 et Deltex1.

Hesl est préférentiellement exprimé dans les thymocytes DN et semble étre important pour
I’expansion de cette population (Tomita et al., 1999). Un role potentiel du gene Hesl dans le
processus de leucémogenese provient de 1’observation qu’il est surexprimé dans un modele de
lymphome T murin ou NIC1 est exprimé de fagon constitutive apres insertion provirale (Lee et al.,
1999). De plus, I’expression de Hes1 est également augmentée dans des souris transplantées avec
des cellules de MO transduites avec un rétrovirus exprimant NIC1 (Aster, 2000) et dans les souris
transgéniques NIC3 (Bellavia, 2000). La fonction de Deltex1 pendant le développement des
thymocytes reste, quant a elle, peu connue. L’expression de Deltex1 est augmentée dans les souris
transgéniques NIC1 (Deftos et al., 2000), mais également dans différents thymomes murins
(Pampeno et al., 1996). En accord avec ces différentes données, les genes Hes1 et Deltex1 sont
également surexprimés dans les lymphomes T des souris Ik”". L’ensemble de ces résultats suggere
que Hesl et Deltex]1 pourraient jouer un role important dans la transformation néoplastique des

cellules. Cependant, il a été observé que 1’expression ectopique de ces 2 genes n’est pas suffisante
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pour induire le développement de lymphomes T (Kawamata et al., 2002; 1zon et al., 2002),
suggérant qu’une dérégulation plus générale de la voie de signalisation Notch est requise pour le

développement de lymphomes T.

IV,- La voie E2A

Une autre cible de la voie de signalisation Notch est le complexe E2A. Les facteurs de
transcription codés par E2A (E12 et E47) sont importants pour les stages précoces de différenciation
des thymocytes, et 1’activité de E2A est diminuée suite a 1’activation du pré-TCR. Des souris
déficientes pour E2A développent des lymphomes des cellules T, suggérant que ce gene possede une
fonction de suppresseur de tumeurs. D’autre part, ’activité du complexe E2A est inhibée parllotchl
(Kawamata et al., 2002), mais également par Notch3 (Talora et al., 2003). Cette observation suggere
que I’activation de la voie Notch dans les tumeurs Ik"" en cours d’expansion pourrait entrainer une
inhibition de 1’activité du complexe E2A dans ces cellules. Il serait donc intéressant de tester
Pactivité du complexe E2A dans les cellules T Ik"". Une réduction de D’activité de E2A dans les

cellules Ik"" pourrait, en partie, étre impliquée dans le développement des tumeurs Ik"".

IV;- La voie NF-xB

Notchl et Notch3 sont également capables de réguler positivement 1’activité de la voie de
signalisation NF-xB, qui confere des propriétés anti-apoptotiques et prolifératives aux cellules T.
Des dérégulations de 1’expression de genes de la voie NF-kB sont associées a la transformation
néoplastique des cellules. Ainsi, des souris transgéniques exprimant v-rel développent des
lymphomes T. L’augmentation de I’expression des genes Notchl et Notch3 dans les tumeurs Ik"" en
cours d’expansion suggere que la voie NF-kB est également activée dans ces cellules. Il serait donc
intéressant d’étudier la voie NF-xB dans les tumeurs Ik"". Il est cependant important de noter qu’une
activation de la voie NF-kB n’a pas été reportée dans les souris exprimant NIC1, contrairement aux
souris transgéniques NIC3. Cette derniere observation suggere que les récepteurs Notch1 et Notch3
peuvent avoir des fonctions différentes dans le processus de différenciation normale des cellules T.
A cet égard, il est intéressant de noter que Notchl est capable de réguler positivement 1’expression
de Notch3 (Luo et al., 1997). 1l est donc possible qu’une dérégulation dans la séquence d’activité des
récepteurs Notch et/ou qu’un déséquilibre dans la coopération des récepteurs Notch au cours de la

différenciation des cellules T soient impliqués dans la transformation de ces cellules.

77



IV,- Notch, un facteur anti-apoptotique.

Une fonction probable de Notch dans la résistance a I’apoptose est médiée, en partie, par
I’activation de la voie NF-kB. Il a par ailleurs ét¢ montré que Notchl pouvait induire une résistance
a I’apoptose dans des lignées cellulaires T, ainsi que dans des thymocytes DP (Deftos et al., 1998),
en régulant positivement 1’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl2.

Le récepteur nucléaire orphelin Nur77 induit 1’apoptose des cellules T suite a la signalisation
par le TCR (Liu et al., 1994). Notchl est capable d’interagir avec Nur77 et d’inhiber sa fonction,
mais peut également réguler négativement I’expression de Nur77 (Jehn et al., 1999). Nur77 est
exprimé dans les cellules DN et dans les cellules DP. Les cellules DP étant soumises a la sélection
négative, la réduction de ’expression de Notchl au stade DP pourrait donc rendre les cellules
sensibles a I’apoptose induite par le TCR. Ainsi, I’expression anormale de Notchl au stade DP
pourrait rendre ces cellules résistantes a 1’apopotose, en inhibant la fonction pro-apoptotique de
Nur77.

Ces observations suggerent que 1I’expression anormale de Notchl dans les thymocytes Ik""
pourrait avoir une fonction anti-apoptotique dans les tumeurs IK"". Cette résistance des cellules Ik""

a I’apoptose pourrait participer a leur transformation.

V- Role de la voie Notch dans le maintien du phénotype tumoral dans les lignées Ik"".

De facon tres intéressante, plusieurs genes impliqués dans la voie de signalisation Notch
voient leur niveau d’expression augmenté dans les tumeurs Ik"". Mes résultats montrent que
I’expression d’lkaros dans les lignées cellulaires entraine une réduction de la prolifération des
cellules tumorales, concomitante a une réduction du niveau d’expression des genes de la voie Notch.
Ces données suggerent que 1’activation de la voie Notch joue un role central dans le maintien du
phénotype tumoral. Il serait donc intéressant d’inhiber directement la voie Notch dans les lignées
cellulaires Tik. L’expression d’une forme dominante négative de la protéine Mastermind 1
(dnMAML1) permet d’inhiber la prolifération de lignées cellulaires issues de lymphomes T
exprimant NIC1 (Weng et al., 2003). 11 sera intéressant de déterminer si I’inhibition de Notch par
dnMAMLI dans ces cellules conduit également a une réduction de la prolifération. Cependant, de
tels résultats ne permettraient pas de conclure que 1’inhibition de la prolifération induite par
I’expression de dnMAMLI1 ou Ikl met en jeu les mémes mécanismes moléculaires. C’est pourquoi,

dans le cas ot dnMAMLI inhibe au moins partiellement la prolifération des lignées Tik, il sera
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important d’analyser les effets combinés de I’expression de dnMAML1 et d’Ikaros dans les cellules
Tik. Ces expériences permettront peut-ctre de mettre en évidence une synergie entre lkaros et
dnMAMLI, ce qui renforcerait I’hypothese que le controle de la prolifération cellulaire par Ikaros

implique la voie Notch.

VI- Fonction de la protéine Ik*

Pour comprendre le role du gene lkaros dans le développement de lymphomes T dans les
souris Ik'"", il est important de savoir si la fonction de la protéine Ik* est normale, ou si celle-ci

possede une fonction altérée qui pourrait éventuellement €tre a 1’origine des défauts observés.

VI,- Propriétés moléculaires d’Ikaros*.

Les protéines Ikaros (Ik*) produites en faible quantité dans les souris Ik"" sont dépourvues du
domaine codé par 1’exon 2 du gene lkaros (Kirstetter et al., 2002). L’absence de ce domaine
protéique entrave-t-elle la fonction de la protéine 1k*[@A Les expériences de surexpression des
protéines Ik1 ou Ik1* dans les lignées cellulaires Tik montrent qu’lk1*, a I’instar d’Ik1, est capable
de corriger, au moins partiellement, le phénotype tumoral des lignées Tik. D’autre part, les tests de
liaison d’Ikaros a un site de fixation optimal (IkBS4) montrent qu’Ik1* se lie tout aussi efficacement
qu’lkl a ses séquences cibles. Ces données suggerent fortement que les protéines Ik* ont une
fonction normale, et qu’une réduction de 1’activité d’Ikaros rend les thymocytes susceptibles au
développement de lymphomes.

Il a été montré que 1’exon 2 du gene Ikaros code pour un motif PEDLS, responsable de
I’interaction d’lkaros avec le corépresseur CtBP (Koipally et Georgopoulos, 2000). Le mécanisme
de répression du complexe Ikaros-CtBP s’opere indépendamment d’une activité histone déacétylase.
D’autre part, Ikaros peut réprimer 1’expression de ses genes cibles par un mécanisme histone
déacétylase dépendant. J’ai montré que la surexpression d’Ik1 et Ik1* dans les lignées cellulaires Tik
entraine une régulation négative de I’expression des genes de la voie Notch. Ces données suggerent
que I’inhibition de 1’expression des genes cibles de Notch par Ikaros ne nécessite pas le recrutement
de CtBP. L’analyse de I’expression des genes Notch dans les lignées cellulaires infectées avec Ikl
ou Ik1*, et traitées avec la trichostatine A (un inhibiteur des histones déacétylases) permettrait
d’appréhender si la régulation négative de ’expression des genes Notch par Ikaros est dépendante

d’une activit¢ HDAC. Ceci n’exclurait pas que I’interaction lkaros-CtBP est importante pour la
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régulation de I’expression d’autres genes cibles d’Ikaros, mais suggererait que le mode de répression

par Ikaros (CtBP vs HDAC) soit spécifique du promoteur du gene cible et/ou du contexte cellulaire.

VIL,- Ikaros, un régulateur de I’expression des genes Notch.

L’expression d’Ik1 dans les lignées cellulaires Tik montre une réduction plus ou moins
importante de 1’expression des genes de la voie Notch. Cette observation suggere une régulation
directe des genes de la voie Notch par Ikaros. Des expériences in vitro ont montré qu’lkl peut
efficacement se lier aux séquences cibles de Notch présentes dans le promoteur du gene Hesl,
contrairement a ce qui avait été reporté par Beverly et Capobianco (2003). Cependant, la liaison
d’Ik1 aux séquences cibles de Notch présentes dans 1I’enhancer du gene pTow n’a pas été observée. 1l
est possible que la séquence utilisée pour le gene pTa ne corresponde pas aux sites d’action
d’Ikaros. En accord avec cette hypothese, 2 sites de liaison potentiel TGGGAA, situés
respectivement a 79 et 27 paires de bases en amont du codon d’initiation de la transcription, sont
présents dans une région promotrice potentielle du gene pTa. De facon alternative, il est possible
que la régulation négative de I’expression de pTa par Ikaros s’opere de fagon indirecte, et qu’elle
soit une conséquence de la réduction de I’expression d’autres genes de la voie Notch. Il serait
néanmoins intéressant de tester la liaison d’Ikaros au niveau du promoteur de pTa (décrit plus haut),
ainsi qu’aux séquences régulatrices des genes Notchl et Deltex1, dans la mesure ou ces dernieres
peuvent etre identifiées.

Il a été reporté qu’lkaros peut avoir une activité transcriptionnelle duale, a la fois comme
activateur ou répresseur de la transcription. Mes données montrent que dans les thymocytes, Ikaros
agit comme un répresseur transcriptionnel pour les genes de la voie Notch étudiés. Une fonction
probable d’lkaros est de réguler la transition entre états actifs et inactifs de ses genes cibles, en
localisant les loci de ces genes au niveau de 1’hétérochromatine péri-centromérique. L’analyse de
I’expression des genes Notch dans la population DP Ik"" non-tumorale montre une expression
persistante de Hes1 et Deltex1, alors qu’ils ne sont pas détectés dans la population DP controle. Ces
résultats suggerent que (i) la transition entre état actif et inactif ne s’effectue pas de facon normale
dans les thymocytes Ik"" suite a la signalisation par le pré-TCR (ii) la dérégulation de certains genes
de la voie Notch (Deltex1 par exemple) lors de stades précédents 1’émergence des tumeurs est une
conséquence directe de la mutation Ik"". De plus, les données obtenues in vitro suggerent qu’Ikaros
peut se fixer sur aux séquences régulatrices de certains genes de la voie Notch. Il serait donc

important de confirmer cette interaction in vivo, et d’analyser spécifiquement dans les cellules T si

80



(1) Ikaros est associé aux loci de certains genes de la voie Notch, (ii) I’extinction de plusieurs genes,
comme Hesl et Deltex] par exemple, au cours de la transition entre les cellules DN et DP est
associée a un changement dans la conformation chromatinienne de ces genes.

Les genes Hes1 et Deltex1 sont dérégulés de fagon tres précoce dans les thymocytes k™"
non-tumoraux, mais sont modestement réprimés suite a la ré-expression d’Ikaros dans les lignées
cellulaires Tik. A I’inverse, des genes comme Ifi204 et Meltrinf3 ne sont pas dérégulés dans les
thymocytes Ik"" non-tumoraux, mais sont tres fortement réprimés par Ikaros dans les lignées Tik.
Ces observations suggerent qu’lkaros pourrait avoir, relativement a CSL, des affinités différentes
pour plusieurs genes de la voie Notch (Figure 31). En effet, dans le cas ou Ikaros a une forte affinité
pour les séquences régulatrices d’un gene, le niveau résiduel de protéines Ikaros exprimées dans les
thymocytes Ik™" pourrait &tre suffisant pour assurer sa fonction de répresseur. Par contre, en situation
de surexpression dans les lignées Tik, la répression par Ikaros serait d’autant plus efficace (cas de
Ifi204, Meltrinf} par exemple). Au contraire, si Ikaros possede une faible affinité, alors, la quantité
de protéines produites dans les thymocytes Ik™" ne suffirait plus 2 maintenir sa fonction de
répresseur et conduirait a une activation transcriptionnelle basale (cas de Deltex1, Hesl par
exemple). La surexpression d’lkaros dans les lignées n’entrainerait alors qu’une réduction partielle

de I’expression de ces genes.

Thymus Lignées cellulaires
DN DP Tik Tik + Ik1
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VII- Un modele de régulation de I’expression des genes de la voie Notch par Ikaros et CSLEC]

implication dans la transformation des cellules Ik""*?

Comment une réduction de 1’activité d’lkaros peut-elle conduire a la transformation des
cellules T D’apres les données obtenues in vitro pour le gene Hesl, il est possible d’avancer une
hypothese selon laquelle une compétition entre Ikaros et CSL régule I’activité transcriptionnelle de
certains genes de la voie Notch (Figure 32). Dans des conditions biologiques normales, il existe
probablement un équilibre fragile, entre I’occupation des séquences cibles de Notch par Ikaros et
CSL. Ainsi, I’occupation de ces sites par Ikaros inhibe la transcription de ses genes cibles. Au cours
de la différenciation des cellules T, 1’équilibre peut etre déplacé en faveur de CSL. Cependant, en
absence de signalisation par Notch, le complexe CSL agit également comme un répresseur de la
transcription. Suite a I’activation de la voie de signalisation Notch, le complexe CSL est converti en
activateur de la transcription.

Quels évenements régulent I’occupation des séquences régulatrices par Ikaros ou par CSL
Beverly et Capobianco (2003) ont émis I’hypothese suivanteCl’expression de formes DN (Ik6 par
exemple) pendant le développement des thymocytes pourrait entrainer le déplacement d’lkaros des
séquences régulatrices des genes cibles de Notch, autorisant ainsi la liaison de CSL. Cependant, s’il
a été reporté que les isoformes Ikl et Ik2 sont majoritairement exprimées tout au long du
développement des thymocytes, peu d’informations sont disponibles concernant 1’expression des
différentes isoformes dominante-négatives d’lkaros dans les différentes sous-populations de
thymocytes. 1l serait donc important de caractériser de fagon précise 1’expression des isoformes
d’Ikaros dans les thymocytes.

La réduction de I’activité de la protéine Ikaros dans les cellules T Ik"" pourrait conduire a
une transcription basale de certains genes de la voie Notch. Or, il a été reporté dans plusieurs types
cellulaires que 1’activation de la voie de signalisation Notch entraine une sur-activation de Notch par
une boucle de rétroaction positive (Wilkinson et al., 1994; Weinmaster et al., 1997). Par un
mécanisme similaire, il est possible que 1’activité transcriptionnelle basale des genes Notch conduise
a une augmentation de I’expression des genes Notch dans les thymocytes. L’activation constitutive

de la voie de signalisation Notch induirait alors en partie la transformation des cellules T Ik"".
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différenciation/ prolifération transformation des cellules Ik
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Figure 32: La réduction de ’activité d’Ikaros entraine une activation constitutive de la voie de signalisation Notch
et le développement de lymphome T. (cf texte). CSL: CBF1(RBP-Jk), Suppressor of Hairless, Lag-1; CoR:

corépresseur; CoA: coactivateurCINIC: domaine intracellulaire de Notch.

VIII- Des évenements génétiques additionnels participent-ils a la transformation des cellules
IK'"?

La transformation progressive d'une cellule normale en une cellule tumorale maligne est un
processus complexe qui nécessite de multiples changements dans I’expression de différents genes
(oncogenes, suppresseurs de tumeurs). L’activation constitutive de la voie de signalisation Notch,
dlie a une réduction de I’activité de Ikaros, semble étre un événement clé du développement des
tumeurs Ik"". Il est cependant vraisemblable que la transformation complete des cellules Ik""
implique la dérégulation d’autres facteurs importants dans le contrdle de la prolifération cellulaire ou
de I’apoptose. A cet égard, il est intéressant de noter que différents genes comme RORY, p19* ou c-
myc sont dérégulés dans les tumeurs Ik"". RORy est un récepteur nucléaire de la famille des
récepteurs orphelins et une perte de fonction de RORY est associée au développement de lymphomes
T chez la souris (Ueda et al., 2002). p19*" est un inhibiteur du cycle cellulaire, et il a ét¢ montré que
le gene codant pour p19™" pouvait étre délété dans plusieurs cas de LAL-T humaine (Gardie et al.,
1998). c-myc est un proto-oncogene dont la surexpression conduit au développement de lymphomes

thymiques chez la souris (Stewart et al., 1993; Rajan et al., 2000). Les dérégulations de ces genes
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constituent-elles des évenements secondaires dans 1’acquisition du phénotype tumoral, ou sont-elles
nécessaires pour I'initiation de celui-ci Il est intéressant de noter que la délétion du gene codant
pour p19™" dans les LAL-T est produite a la suite de réarrangements chromosomiques. D’autre part,
un gain du chromosome 15, contenant le locus du gene c-myc, peut-etre observé dans des souris
déficientes pour le facteur de transcription E2A (Bain et al., 1997) ou pour la DNA
méthyltransférase Dnmtl (Gaudet er al., 2003). Le gain du chromosome 15 pourrait en partie
contribuer a I’augmentation du niveau d’expression de c-myc et conférer un avantage sélectif aux
cellules exprimant un niveau plus élevé de c-myc. Une étude a montré qu’une réduction de I’activité
d’Ikaros pouvait entrainer I’apparition d’aberrations chromosomiques dans des cellules T en
prolifération (Avitahl et al., 1999), suggérant un mécanisme par lequel la transformation des cellules
T se produit. A ce titre, il pourrait étre intéressant de déterminer si des évenements similaires se

produisent dans les tumeurs Ik en cours d’expansion.

IX- Ikaros et Notch au cours de la différenciation des thymocytes.

IX,- La signalisation par le pré-TCR.

L’une des étapes clé du développement des thymocytes correspond a la transition entre les
stades DN et DP, dépendante d’une signalisation appropriée par le complexe pré-TCR. La
signalisation par le pré-TCR entraine la prolifération des cellules et leur maturation en cellules DP.

Plusieurs études ont montré que la formation de lymphomes dans les souris transgéniques
NIC1 et NIC3 nécessite la présence d’un complexe de signalisation par le pré-TCR intact. En effet,
I’expression de NIC1 sur un fond génétique RAG2" (ou SLP76™) et de NIC3 sur un fond génétique
pTa” (n’exprimant pas de pré-TCR) abrogent le développement des lymphomes T dans ces souris.
Ces données montrent clairement 1’importance du complexe pré-TCR dans 1’établissement des
tumeurs et suggerent que des évenements génétiques additionnels médiés par le pré-TCR sont requis
pour la transformation des cellules T par Notch.

De facon similaire 4 ce qui est observé pour Notch, la transformation des cellules Ik DN*"
requitre une signalisation appropriée par le pré-TCR. En effet, des cellules T Ik DN""XRAG1™ sont
capables de se différencier du stade DN au stade DP, mais cette étape de différenciation n’est pas
associée a la prolifération des cellules (Winandy et al., 1999). Ces données suggerent que les
signaux transmis par le pré-TCR controlent la prolifération des cellules et que la signalisation par le

pré-TCR est un événement important pour la transformation des cellules Ik DN*". De plus, Winandy
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et al (1999) ont montré que des souris Ik DN*"’XTCRa” (n’exprimant pas de TCRa.f) développent
des lymphomes T deux fois plus rapidement que des souris IKDN""xTCRa*", renforgant I’hypothese
que les tumeurs Ik pourraient émerger d’un stade de différenciation immature.

Dans les cellules T matures, Ikaros est un régulateur négatif de la réponse proliférative
médiée par le TCR (Avitahl et al., 1999). Une réduction de 1’activité d’Ikaros dans les cellules T
périphériques 1Ik”, comme dans les cellules T périphériques Ik"" conduit 4 une réponse
hyperproliférative de ces cellules. De facon similaire, il est probable qu’lkaros régule négativement
la signalisation médiée par le pré-TCR. Ainsi, une réduction de I’activité d’Ikaros pendant cette
étape de différenciation des cellules T pourrait entrainer une prolifération accrue de ces cellules. En
accord avec cette hypothese, il est intéressant de noter une augmentation de la population DN4 dans

le thymus des souris Ik"".

Dans I’ensemble, ces observations suggerent une coopération entre Ikaros et la voie Notch
dans le controle de la différenciation des cellules DN en cellules DP, une étape dépendante de la
signalisation par le complexe pré-TCR. Ainsi, une réduction de 1’activité d’Ikaros dans les cellules T
Ik"" pourrait conduire 4 une augmentation de 1’activité de la voie de signalisation Notch, qui agirait
alors a différents niveauxO (i) I’augmentation de I’activité de la voie Notch entrainerait une
résistance a 1’apoptose et une réponse proliférative, contribuée en partie par 1’activation de NF-kB, et
par I’inhibition concomitante du complexe E2A. (ii) L’activation de Notch conduit a une
augmentation de I’expression de la chaine pTa du pré-TCR, et probablement a une augmentation du
nombre de complexe pré-TCR formé. Cet événement pourrait induire une signalisation par le pré-
TCR accrue, qui, combinée a un seuil d’activation réduit (en raison de la réduction de 1’activité

d’Ikaros), provoquerait une réponse hyperproliférative des cellules T. Cette série d’évenements

pourrait alors constituer une premicre étape vers la transformation des cellules Ik"".

IX,- Le stade DP et la signalisation par le TCRa.

Le stade DP est caractérisé par 1’étape de sélection positive ou négative des cellules T
exprimant un TCRoB. J’ai pu observé que les cellules CD8 SP Ik"" ne régulent pas I’expression du
marqueur CD69 aussi efficacement que des cellules CD8 SP controles. De facon intéressante, ce
défaut de régulation de CD69 par les cellules CD8 SP est également observé pour les souris Ik™
(Winandy et al., 1999), ainsi que pour les souris exprimant NIC1 (Izon et al., 2001). Mes résultats

suggerent que les cellules Ik™" progressent vers le stade CD8 SP, sans avoir été pour autant
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positivement sélectionnées. Plusieurs études ont analysé le role de Notchl dans I’engagement des
cellules DP vers les lignages CD4 SP et CD8 SP (Robey et al., 1996, Deftos et al., 2000, Izon et al.,
2001), mais elles apportent des conclusions contradictoires. Les tumeurs Ik en cours d’expansion
(15 sem), dans lesquelles la voie de signalisation Notch est activée, sont caractérisées par une
augmentation de la population CD8 SP. Ainsi, I’expression de Notchl dans les cellules DP Ik""
semble favoriser ’engagement de ces cellules vers le lignage CD8 SP, ce qui serait en accord avec
les études de Robey (1996) et Deftos (2000). On ne peut toutefois pas exclure la possibilité que
I’augmentation de la population CD8 SP dans le thymus des souris Ik"" soit également une
conséquence de la réduction de I’activité d’Ikaros. En accord avec cette hypothese, des données du
laboratoire montrent le développement de cellules CD8 SP dans les thymus de souris Ik"*xCMH I~
Comme je 1’ai mentionné un peu plus tot, Ikaros est un régulateur négatif de la prolifération
induite par le TCR et établi un seuil d’activation pour les cellules T. Ainsi, lors de la signalisation
par le TCR, une réduction de ’activité d’Ikaros dans les cellules T Ik™" pourrait faciliter I’activation
des cellules T et constituer un deuxieme évenement (apres la signalisation par le pré-TCR) qui

pourrait conduire a la transformation complete des cellules.
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Mes résultats montrent que le facteur de transcription Ikaros exerce différentes fonctions dans
les cellules myéloides et lymphoides. Ces différences sont probablement diies aux contextes
cellulaires différents ainsi qu’a la présence d’autres facteurs spécifiques des lignages myéloides et
lymphoides. Il est intéressant de noter que seuls les lymphocytes T sont susceptibles de développer
des lymphomes dans les souris Ik"", démontrant ainsi que la fonction de gene suppresseur de
tumeurs pour Ikaros est spécifique aux cellules T.

Les cellules T sont sensibles aux variations de la quantité de protéines Ikaros exprimée. Ceci
suggere qu’une balance tres fine des différents facteurs de transcription est nécessaire pour la
différenciation des cellules T. Le déplacement de cet équilibre fragile entraine I’apparition de
transformations néoplastiques.

Des dérégulations de I’expression d’Ikaros et de la voie de signalisation Notch sont associées
au développement de LAL-T humaines, mais les mécanismes moléculaires impliqués dans ce
processus sont mal connus. Mes résultats suggerent qu’il existe une coopération entre Ikaros et
Notch dans le développement de lymphomes T chez les souris Ik, et qu’lkaros pourrait &tre un
modulateur de la voie Notch dans les thymocytes. La compréhension des mécanismes moléculaires
par lesquels des dérégulations d’lkaros et de la voie Notch participent au développement de
lymphomes des cellules T pourrait permettre de définir des cibles thérapeutiques précises pour le

traitement de ces pathologies.
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