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Résumé en francais

L’étude de la régulation transcriptionnelle du lIscadles chaines lourdes des
immunoglobulines (IgH) est rendue particulieremearnplexe par I'existence d’élémermis-
régulateurs multiples situés non seulement en 55 ldgalement en 3’ du locus. Chez la
souris, la région 3’ comporte quatre activateumagcriptionnels (hs3a, hs1,2, hs3b, hs4) dont
I'association constitue une "Région de Contréld.dcus” (LCR).In vitro, ils se comportent
comme de puissants co-activateurs de I'élémerdnidue Hi, situé en 5’ du locus.

Dans une premiere étude, nous avons montig giro la région 3'IgH se comporte
comme une LCR "patrtielle” ne permettant pas unauwd'expression d'un transgene associé
dépendant du nombre de copies intégrées dansgtéedi cellulaires B de souris. Nous avons
alors testé la possibilité de recourir a des isola, éléments régulateurs de la transcription
ayant pour propriété de protéger un géne de sigmaappropriés émanant des séquences
alentours, ainsi que des effets répressifs derlanudtine adjacente. Ainsi, nous avons flanqué
nos vecteurs d'expression d'un isolateur du loeuks i-globine de poulet : I'expression des
différents vecteurs étudiés devient alors déperddmtnombre de copies intégrées permettant
alors a la région 3' IgH de se comporter commel@i totale. Les isolateurs semblent ainsi
étre des outils intéressants pour |'étude de tesresyintégrés de facon aléatoire dans le
génome.

Parallelement, nous avons développé des modelesodds transgéniques afin
d'étudierin vivo la contribution des régions régulatrices 5' etd&s la modulation de
I'expression du locus IgH au cours de la lymphogg®iB. Les transgenes associent le gene
rapporteurGFP soit a El, soit a la LCR, ou bien a l'associatiten ces deux régions
régulatrices. Nos résultats montrent que, seulsL,d&® ou Ep ne permettent pas une
expression du géne rapportésiFP. En revanche, leur association entraine une dictivde
la transcription, confirmant ainsi que les régidsiset 3' IgH agissent en synergie afin
d'obtenir une activité transcriptionnelle maximédles souris Eu-GFP-LCR présentent une
expression du transgene spécifique dans la ligmmapHocytaire B. Cette expression débute a
un stade trés précoce de la différenciation B pastes cellules fluorescentes (GFpro-B
sont détectées, et elle se poursuit tout au londésreloppement jusqu’au stade de cellules B
matures. Pour éviter le phénomene d'inactivatienydcteur GFP-LCR a été flanqué de
I'isolateur de poulet. L'expression du transgeaes pu étre observée au sein de la lignée B,

ne débutant qu'au stade pré-B et se prolongeastada B mature.



Abstract

In vivo models of transcriptional regulation by the IgH lacus

activators

Four transcriptional enhancers (namely hs3a, hss3) and hs4) lie downstream the
murin immunoglobulin heavy chain (IgH) locus. Itshaeen suggested that they altogether act
as a Locus Control Region (LCR vitro, they are powerful co-activators of the Ep intooni
enhancer, located at the 5' regulatory region @idlbus.

We generated transgenic mice in order to studycthribution of the 5 and 3'
regulatory regions in modulating the IgH locus egsion. Transgenes habor a VH promoter-
GFP reporter gene linked either to all four 3' IgH anbers, or to the Ep element, or to the
association of these two regions. We show that @R or Ep used alone, do not per@iEP
expression. However, their association activatassgription, confirming their synergy. Eu-
GFP-LCR transgenic mice show a B cell lineage $igeekpression starting in pro-B cells
and continuing all along differentiation until meguB cells. To avoid silencing, the GFP-
LCR vector was flanked by insulators. Its exprassi@s then detected within the B lineage,

beginning only at the pre-B cell stage and prologdo the mature B cell stage.

Keywords : B lymphocytes, gene expression, transcriptiono@ators, GFP
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INTRODUCTION

La réponse immunitaire des vertébrés supérieurspamd un ensemble complexe
d’événements cellulaires et moléculaires destinéseatraliser spécifiguement I'agent
infectieux (bactérie, virus, parasite), la grefieampatible ou la cellule tumorale. La plupart
des cellules du systeme immunitaire sont d’oridigenatopoiétique et dérivent d’'une méme
cellule souche. Seuls les lymphocytes T et B, dbgmées cellulaires bien distinctes,
expriment a leur surface des récepteurs capablegabmnaitre les antigenes cibles : les
récepteurs de cellules T (TCR) et les immunoglatadi(lg) respectivement. Chaque cellule T

ou B exprime un récepteur unique.

Les Ig sont des tétrameres protéiques composékeuabe chaines lourdes (H
pour Heavy) identiques et deux chaines légereso(lr pight) identiques reliées entre elles
par des ponts disulfures (figure 1). La plupart degébrés possede deux types de chaines
|égeres, appelés et A, qui peuvent s'associer a chacune des cing clakseblaines lourdes
(W, 8, v, a, €). La comparaison des séquences protéigues deeshalirdes et Iégéres a permis
de distinguer deux régions rendant compte de latésiructurale et fonctionnelle des Ig. La
partie amino-terminale est tres différente d’'un&ich a une autre et est appelée région
variable V. Elle définit le site de fixation a I'agene. La partie carboxy-terminale est, elle,
tres conservée entre les chaines légeres d’'un mgraect les chaines lourdes d’'une méme
classe. Cette région constante C confere a I'ldasegions effectrices.

Les mécanismes moléculaires conduisant a la synttiés Ig par les cellules de la
lignée lymphocytaire B sont particulierement compke La capacité des cellules & produire
un vaste répertoire de récepteurs pour l'antigésie dele, notamment, a une série de
réarrangements intra-géniques appelés recombirgalg(n)J. Ce processus se met en place
au cours des étapes precoces du développement dgyiplie et permet 'assemblage de
segments de génes V (variable), J (jonction) ediizefsité), qui s'associent de facon aléatoire
afin de générer un nouvel exon codant pour lesgsaviriables des Ig (réarrangements V

pour les chaines légeres giDJ, pour les chaines lourdes).



Les réarrangements et I'expression des genes d’ldésoulent selon une cinétique
ordonnée et sont contrdlés a trois niveaux diginct
1) la lignée cellulaireLes Ig ne sont exprimées que par les lymphodtes
2) le stade de la différenciation cellulair&u sein d’une lignée cellulaire, les recombinaso
et I'expression des genes d'lg sont précisémennnées selon le stade du développement de
la cellule. Ainsi, classiqguement, les réarrangesentl’'expression des génes du locus IgH
précedent les réarrangements et I'expression dessgeodant pour les chaines légeres. De
plus, au sein du locus IgH, les réarrangementssdgments geniques sont temporellement
régulés : les segments D gtsbnt réarrangés dans un premier temps, avantegpeoduit de
recombinaison DyJne fusionne avec un segment génique V
3) exclusion alléliquele réarrangement complet sur un des alléles,tesant a la formation

d'un produit \DJ, ou V_J. codant, entraine 'inhibition du réarrangementlgwtre alléle.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes igéfrea la régulation
transcriptionnelle du locus IgH au cours du déve@pent des lymphocytes B. Pour cela,
nous avons étudi@ vivo I'implication des différents activateurs transtapnels situés en 5'
et 3' du locus dans la spécificité cellulaire @gpression des genes de chaines lourdes d'lg.
Nous avons également analysé les stades du déeetepp B au cours desquels ces éléments

régulateurs étaient actives.

Figure 1 : Représentation tri-dimensionnelle d'une IgG2a de awis.
Les chaines lourdes sont colorées en jaune etdisejues chaines lIégéres en vert et violet.

Les glycosylations sont indiquées en rouge.



PARTIE | : La différenciation des lymphocytes B

Réarrangements des genes d'immunoglobulines

Les régions variables des anticorps sont codéelsapaociation d’'un segment V, d’'un
segment D pour les chaines lourdes, et d'un segndenpar un mécanisme appelé
"recombinaison V(D)J". Le grand nombre de segm&ht® et J disponibles, les multiples
combinaisons entre ces éléments (diversité contieatainsi que l'imprécision de leurs
jonctions (diversité jonctionnnelle) contribueninesaérablement a la diversité des anticorps.
Ces réarrangements, comme nous le verrons plusdéms ce chapitre, ont lieu aux stades
précoces de l'ontogénie B et sont essentiels audBooulement de la différenciation des

lymphocytes B.

Les recombinaisons entre les difféerents segmentsntoles régions variables des
genes de chaine lourde et Iégére s'effectuent &issspéecifiques nommés RSS (séquence
signal de recombinaison) constitués de deux motfssensuels de sept et neuf nucléotides
tres conservés (heptameére et nonamere) séparé@ag@aequence peu conservée de 12 ou 23
nucléotides (Tonegawa, 1983). La recombinaisonewt geffectuer qu'entre RSS possédant
un séparateur de taille différente (régle 12/23s IRSS sont disposées en 5' et/ou 3' des
segments a assembler de facon a ce que les recisania ne puissent se faire qu'entre
segments D et J puis V et D pour les chaines lsureiequ'entre V et J pour les chaines
légeres.

Les recombinaisons V(D)J mettent en jeu une maadkim®zymatique composée des
protéines RAG-1 et RAG-2 (pour "Recombinaison Aatiivg Gene") (Schatet al, 1989 ;
Oettinger et al, 1990). Ces deux protéines sont exprimées de emarsimultanée,
exclusivement dans les lymphocytes B et T, et figéeiment au stade du développement ou
les genes des récepteurs antigéniques sont rééstarifjles interviennent ainsi dans
l'assemblage aussi bien des régions variables @éwessgd’lg que de celles du récepteur des
cellules T. La recombinase a pour cible les RS&sthécessaire et suffisante au ciblage du
processus de recombinaison V(D)J dés lors que é&msgd’lg sont "accessibles” aux

réarrangements. Bien que les protéines RAG-1 epaR,elles seules, soient capables de
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s'associer aux RSS et de réaliser des coujungzo (van Gentet al, 1996), I'efficacité de
ces réactions est cependant largement favorisé pagésence des protéines architecturales
HMG-1 et HMG-2 (High mobility group protein) (Sawdh et al, 1997 ; van Gengt al,
1997).

Schématiquement, la réaction de recombinaison @eatsubdivisée en deux phases
(pour revue : Bogue et Roth, 1996) (figure 2). Dans premiére étape, les protéines RAG-1
et -2 reconnaissent et assemblent en un "compigmapsque” les RSS asymétriques de deux
segments de genes, puis induisent une cassureedoublde I'ADN. Chaque clivage conduit
a la production d'une extrémité franche au nivessIRISS et d'une structure intermédiaire en
"épingle a cheveu" au niveau de la séquence codBates une seconde étape, les cassures
sont identifiées, traitées et réarrangées par lehimarie ubiquitaire de réparation de I'ADN.
De maniére générale, les extrémités codantes smpitement assemblées en jonctions
codantes. Ce processus implique l'ouverture dérl@tare en épingle et des modifications
favorisant la diversité des récepteurs antigénigpas l'addition et/ou la délétion de
nucléotides. En effet, des nucléotides P (palindyaes) sont ajoutés lors du clivage
asymeétrique des épingles a cheveux. La diversit@udléotides) résulte, quant a elle, de
I'élimination puis de l'ajout de nouveaux nucléesd par la déoxynucléotidyl terminale
transférase (TdT ; pour revue : Gilfillagt al 1995). Ces insertions N se font de facon
aléatoire, sans matrice d’ADN, mais présenteniefoig un biais pour les résidus GC qui sont
préférentiellement intégrés. La TdT est expriméxpcement dans la différenciation B, au
stade pro-B, lors des réarrangements des génexdsl lgH. Ainsi, la diversité N est limitée
aux chaines lourdes des Ig. Les extrémités soritenBées pour former une jonction
codante. Cette étape de réparation de I'ADN, mbies caractérisée que la précédente, a
pour acteur central le complexe Ku/DNA-PK dont ldes réles aux sites de lésion serait le
recrutement et l'activation d'enzymes participalat @paration proprement dite (Ligase 1V, le
facteur XRCC4, TdT...).

Si un cadre de lecture ouvert est obtenu, I'exonakke V(D)J ainsi formé sera
transcrit. L’ARN sera ensuite épissé puis tradwtmppermettre la synthese d’'une chaine

lourde ou légére.
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1¢re Etape : 2¢me Brape :

Cassure double brin Reconnaissance de I'ADN
de '’ADN endommagé
RSS RSS
7-12-9 7-239 |
v P 4 - —
—1 Pp
RAG1
RAG2
HMG1
DNA RS Ku70/ 80

cassure\

L cassure —] >
N

Complexe |
synaptique

Réparation de 'ADN

L Nucléase

XCRR4
] D
_—_1 D
o structure en

DNA-Ligase IV TdT
épingle a cheveu

L = v o= < s

—] B Joint Codant Joint Signal
Extré mité Extré mité
Codante Signal

Figure 2 : La réaction de recombinaison V(D)J selpit en deux phases distinctes.
Les segments codants et les RSS sont représemtéegeectangles et des triangles respectivement.

La machinerie de recombinaison est symbolisée pawvale (adapté de Hesslein et Schatz, 2001).
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[l Les différents stades du développement B

Les étapes de différenciation qui conduisent ldukelsouche hématopoiétique au
lymphocyte B immature se déroulent dans la moeflecose en I'absence de stimulation
antigénique. Elles dépendent de processus complexeprenant les remaniements des
segments de genes codant pour le récepteur deg€amtainsi que des interactions avec les
cellules stromales de la moelle osseuse. Les stiddgférenciation suivants se déroulent en
périphérie et impliquent une migration a travers ¢eganes lymphoides secondaires (rate,
ganglions, amygdale,...). Ces étapes de maturatioh d&pendantes de I'antigene et de la
costimulation par divers facteurs et cytokinese&ltonduisent les lymphocytes B immatures
vers les stades ultimes de différenciation cares&er par l'acquisition de mutations
somatiques, la commutation isotypique, et 'émecgetie plasmocytes et de cellules dites "a

mémoire".

1 Les progéniteurs lymphoides communs (CLP)

Les cellules souches hématopoiétiques (HSC) sdiatrigine de toutes les cellules
sanguines y compris les lymphocytes (Spangmtdal, 1988). Elles sont caractérisées par
leur potentiel de différenciation en de multiplegées, ainsi que par leur grande capacité
d'auto-renouvellement. Les progéniteurs lymphoic@®muns (CLP) issus des HSC sont
produits dans le foie fcetal pendant la gestatians mlans la moelle osseuse aprés la
naissance.

De nombreuses équipes ont tenté de caractérisprdggniteurs de foie foetal et de
moelle osseuse. Sagara et cdlBP97) ont identifié, chez la souris, une popolafpurifiée par
fractionnement des cellules de foie foetal capabl@rdduire des lymphocytes T et B, mais
aussi des macrophages appartenant a la lignée iohg€elGette population exprime les
marqueurs de surface c-kit (récepteur au SCF, @pmgllement CD117), CD44, le récepteur
a I'lL-7 (IL-7R) et B220 mais n'exprime pas lesigahes Thyl, CD3, CD4 et CD8. Une

seconde étude, menée par Kondo et coll. (1997grmip d'isoler, a partir de cellules de
moelle osseuse de souris, une populatioﬁH_TrIR+Thy1'Sca-i°c-kit'° qui possede la capacité

de reconstituer de fagon restreinte la lignée |yoiigd (cellules T, B et NKin vivo. Elle est
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en revanche totalement incapable de se différerariecellules de la lignée myéloide et
érythroide aussi biefin vivo quin vitro. Ces deux études soutiennent l'existence d'un
progéniteur lymphoide commun chez la soutisez 'homme, les cellules T, B, NK ainsi que
les cellules dendritiques dérivent également diagéniteur commun de la moelle osseuse
(Galyet al, 1995).

2 Du CLP au lymphocyte B immature

Cette phase du développement dépend notamment dpodaibilité pour un
progéniteur B d'aboutir a des réarrangements ef#gales génes codant pour les chaines
légeres et les chaines lourdes. Elle conduit ddacsginthese et a I'expression a la membrane
d'une Ig fonctionnelle. La différenciation progreste la périphérie vers le centre de la moelle
osseuse et les principales étapes peuvent étresg®lon I'état de réarrangement des genes
d'lg et d'apres I'expression ou la perte a la sartellulaire de marqueurs de différenciation.

Les différents stades du développement chez lasssomt représentés dans la figure 3.

1.1 Le stade pré-pro-B

Dans la moelle osseuse, les précurseurs B lesiplmsitures constituent une sous-
population de cellules exprimant les marqueurs B22Kit et CD43 mais pas le marqueur
CD19 (Hardyet al, 1991 ; Rolinket al, 1996a), 'ensemble des cellules BX2D19 n'étant
pas totalement engagées dans la voie B. Ces celappelées pré-pro-B, ont été caractérisées
par Li et coll. (1996). Elles n'ont pas encore raagé les genes d’lg et expriment fortement
le transcrit 811 germinal (parfois appeléo). Ce transcrit, initié en amont de DQ52 let, kst
issu d’'un épissage entre le segment &t le premier exon |C et constitue I'une des
manifestations les plus précoces de I'engagemart ldavoie B (Alessandrini et Desiderio,
1991 ; Schlissekt al, 1991a). Les cellules pré-pro-B expriment trébléaent les génes
RAG-1let RAG-2 laissant ainsi supposer que I'accessibilité daweg d’lg précede l'activité
de recombinase. Enfin, I'expression du g&28 codant pour Ig, molécule importante pour
la transduction du signal via le récepteur d’amegeest détectée des ce stade. Les cellules
sont également capables de survivre et de se afiffear en cellules pro-B et pré-B

lorsqu'elles sont mises en culture en présenceltidas stromales.
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CLP pré-prog 0B Pro-B
précoce tardive
calnexine

lga lgB
Expression
du BCR - ‘ -
ASIH gL
VpreB | cadhérine
Etats des

réarrangements

Locus IgH germinale germinale DJ, V,DJ,

Locus IgL germinale germinale germinale  germinale
Marqueurs B220- B220+ B220+ B220+
de surface c-kit+ c-kit+ c-kit+ c-kit+

CD43+ CD43+ CD43+ CD43+

CD19 CD19 CD19+ CD19+

Grande Petite B

Pré-B Pré-B immature
I VpreB 9
R 7 \5
K OUA /
V,DJ, V,DJ, v, DJ,
germinale Vi M
B220+ B220+ B220+
c-kit- c-kit- CD19+
CD43+ CD43 IlgM+
CD19+ CD19+
CD25+ CD25+

Figure 3 : Les étapes précoces de la différenciatiales cellules B chez la souris.
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1.2 Le stade pro-B

C’est a ce stade que les réarrangements des géme® dnettent en place, selon une
cinétique controélée, permettant ainsi de distingleerx populations.
- Les réarrangements débutent au locus IgH pamletipn d'un segment D avec un segment
J4, et ceci généralement sur les deux alleles. Cémednents caractérisent le stade pro-B
précoce, stade auquel le marqueur CD19 apparait4@&st considéré comme un marqueur
tres spécifique des cellules de la lignée B a bg@tion des plasmocytes).
- Ces premiers réarrangements sont suivis danseleges pro-B tardives par I'assemblage,
sur un seul allele, d'un segmen} ®vec les segments Ddéarrangés. Seuls les segments
VuDJ, en phase de lecture correcte et sans codon swgnic@our une région variable

fonctionnelle et permettent la synthése d'une ehlimrdeu cytoplasmique.

Les protéines de transduction du signal intra-taghe, lga et I3, sont exprimées
faiblement a la surface des cellules pro-B en asgson avec la calnexine (Nagatd al,
1997), protéine membranaire a fonction de chapgquoraide au repliement et a I'association
de nombreuses protéines membranaires ou solubtes ldavoie sécrétoire. Normalement
exprimée dans le réticulum endoplasmique, la poesate la calnexine a la surface des
cellules B, ou des cellules T en association agemmplexe CD3 (Wiest al,, 1994, 1995,
1997), apparait comme une caractéristique des ipitegés lymphoides. Son réle dans le
développement lymphocytaire précoce reste encéteegreécisé.

Les cellules pro-B expriment également a leur sarfane "pseudo chaine légére”,
composée des polypeptides Vpré-B\Bf en association avec une glycoprotéine de 130 kDa
(p130) (Karasuyamat al, 1993). Cette glycoprotéine transmembranaireéaidentifiée et
appelée BILL-cadherin (Ohniskt al, 2000). Elle est exprimée par les cellules dgtee B,
de lintestin, du foie et par les leucocytes. Sompression est biphasique pendant le
développement B : elle est tout d'abord exprimées des cellules pro-B puis est réexprimée
dans les cellules B immatures et matures. Dans ed@eriences utilisant des extraits
cellulaires de la lignée pro-B 38B9, le complexer&/B/A5/p130 ne coprécipite pas avec
I'nétérodimeére Ig/IgB (Nagataet al, 1997 ; Meffreet al, 1996) : la vaste majorité de
I'nétérodimére ne semble donc pas associée au epenge pseudo-chaine légére a la surface

des cellules pro-B.
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1.3 Le stade pré-B

La chaine lourde: est alors exprimée a la surface des cellules, teraamt pré-B, en
association avec la pseudo chaine Iégére (pourerewelcherset al, 1993), et avec les
protéines Ig et If3. Ce complexe forme le récepteur de cellule pré-B-@C€R) (figure 4).
Seule la moitié des chaingssynthétisées peut s'associer a la pseudo chajeeeléten
Boekel et al, 1997), conséquence probable de la structurecphétie de certains CDR3
(régions déterminant la complémentarité avec t@nie) empéchant I'appariement des deux
chaines. Le stade pré-B est également caractaid@ perte des marqueurs c-kit et CD43 et
le début de I'expression du marqueur CD25 (Radindl,, 1994).

Le pré-BCR joue un rdle crucial dans le développ#rdes cellules B. Son expression
a la surface permet a la cellule de passer au si&&teeur de la différenciation et de rentrer
dans une phase d'expansion clonale ; on parle ééoggande cellule pré-B. Le réle critique
du pré-BCR a été démontré a l'aide de souris mytaesvalidation génique. En effet, un
blocage de la différenciation est observé dansteshes de sours5” (Kitamuraet al,
1992a), VpreBT VpréB2" (Mundt et al, 2001), I (Gong et Nussenzweig, 1996), et
UMT™ ol la région transmembranaire permettant & lanehifurde d'étre exprimée a la
membrane a été enlevée (Kitamwtaal, 1991). Pour chacune de ces souris, la phase de
prolifération est absente. L'expression a la serfda pré-BCR entraine également une
diminution transitoire de l'expression des gene$GRG&rawundeeet al, 1995) et un arrét de
la recombinaison des génes de chaines lourdesasirel allele, assurant ainsi I'exclusion
allelique (Kitamura et Rajewsky, 1992b ; Loffettal, 1996).

VpréB

Figure 4 : Schéma d'un
récepteur pré-B (pré-BCR)

Les protéined5 et VpréB sont
liées de facon non covalente

pour former la pseudo-chaine
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L'existence ou non d'un ligand pour le pré-BCRusssujet controversé. Récemment,
Gauthier et coll. (2002) ont identifie, chez I'homnune interaction spécifique des pré-BCR
recombinants avec la Galectine-1, une lectine pteghar les cellules stromales de la moelle
osseuse, qui entrerait principalement en interaciec la chaina-like (équivalent de\5)
afin d'induire un signal intracellulaire. Cependatiutres équipes, et principalement celle de
Rolink, présentent des arguments plaidant en faddume signalisation via le pré-BCR
indépendante de la liaison d'un ligand :

- l'expression prématurée d'une chaine légére géaigue dans les sours5” permet
I'expression d'une IgM membranaire et restauredif@ration des cellules pré-B (Pelaneia
al., 1996 ; Rolinket al, 1996b). Ainsi, une grande variété de chajnessociées a la chaine
légere forme des IgM fonctionnant chacune commepseudo pré-BCR. Il semble peu
probable qu'un nombre limité de ligands puisseragfie avec I'ensemble des CDR des
segments Y et de la pseudo-chaine légere ;

- des anticorps dirigés spécifiquement contre tesposants du pré-BCR ne perturbent pas le
développement des cellules B lorsqu'ils sont iggat vivo ou additionnés au milieu de
culture de cellules de foie faetal (Ceredtal, 2000). L'anticorps anti-chaipeest cependant
capable de bloquer le développement de cellulesrBatures IgM ;

- les cellules pro-B c-KiCD19" cultivéesex vivo dans des conditions particuliéres sont
capables de proliférer en I'absence de cellulesnsiies ou de cytokines exogénes (Robhk
al., 2000a).

Le stade petite pré-B est marqué par l'arrét deoHase de prolifération et la
réexpression des gen@aG Les réarrangements ¥ des génes des chaines légéres ont alors
lieu (Ehlichet al, 1993 ; ten Boekadt al, 1995). lls sont monoalléliques et débutent lespl
souvent au locus kg car celui-ci est plus précocement accessible.uSura réarrangement

productif sur les deux alleles ne s'est prodigtséd poursuivent au locus\lg

Le complexe Ig/IgP a la surface des précurseurs B est capable dsltrme un signal
et de permettre le recrutement des protéines twosginases via leurs motifs ITAM

(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif)esCkinases incluent des protéines
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comme Syk ou d'autres kinases de la famille Simplication de ces molécules dans la
transduction du signal via le pré-BCR est fortenmrggérée : I'utilisation d'anticorps dirigés
contre I induit la différenciation de précurseurs pro-B RXGen petites cellules pré-i
vivo, de facon comparable a celle médiée par le pré-BCRours du développement normal
des cellules B (Nagatt al, 1997). Ce méme phénotype est observé chez des sMT",

qui présentent un développement B bloqué au stadB fKitamuraet al, 1991), traitées par
un anticorps anti-Ig (Maki et al, 2000). L'analyse des cellules de la moelle cssee ces
souris montre que le signal induit par le "cros&ilig” d'Ig3 régule I'accessibilité des locus
d'lg, permettant alors un réarrangement ordonnééass d'lg (Maket al, 2000) : ainsi, la
fixation de l'anticorps anti-[§ sur son antigene entraine une suppression deamgaments
des genes de chaine lourde et une activation dedasigénes de chaine légeére. Les auteurs
montrent que ces événements sont associés a ugechant d'accéssibilité des locus qui est
observé avant méme que la différenciation des lesllne soit appréciée par un changement

du phénotype de surface.

1.4 Le stade B immature

Ce stade est caractérisé par la production d'uénehlégere classique qui va
remplacer la pseudo chaine Iégere et donner nassanne IgM de surface qui confere a la
cellule une spécificité donnée de reconnaissari@ntigene. Les lymphocytes B immatures
sont alors sujets a un processus de sélection inégadl les cellules possédant des Ig
membranaires spécifiques pour les antigenes dsoswiéliminées par apoptose. Les cellules
qui survivent quittent alors la moelle osseuse mmirendre dans les organes lymphoides
secondaires ou elles pourront subir les dernigeggesé de maturation.

Les cellules B immatures de la moelle osseuseegtellules transitionnelles ayant
récemment émigré de la moelle osseuse) reconntideanauto-antigenes peuvent aussi
réaliser des réarrangements secondaires au locushalaes légéres et ainsi changer la
spécificité de leur récepteur (Gay al, 1993 ; Radiet al, 1993 ; Tiegset al, 1993). Ce
phénomeéne est connu sous le nom "d'édition du r&eepgou de "révision" lorsqu’il survient
en périphérie) et se produit aussi bien chez I'hemgoe chez la souris (Dornetr al,, 1998).
Des phénoménes "d’anergie” peuvent enfin permé&tiurvie sans activation de certaines

cellules portant un BCR auto-réactif.
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L'ensemble des événements conduisant a la séleckiorale des lymphocytes B
entraine la perte d'une grande partie des celluésssouris produisent quotidiennement entre
10 et 20 millions de lymphocytes B immatures dansbelle osseuse. Seuls 10% atteignent
la périphérie (pour revue : Osmond, 1991) ; 90%tckeelles semblent mourir aprés quelques
jours (Allmanet al, 1993), si bien que seuls 1 a 3% des lymphodgteamatures générés
dans la moelle osseuse deviendront des cellulesaBires a durée de vie prolongée (de
quelques semaines ou mois, voire peut-étre mémsephs années chez 'nomme). Ces
données montrent I'existence d'une sélection siiega la sortie de la moelle osseuse ainsi

gu'a la périphérie.

3 Les étapes finales de la différenciation

Les lymphocytes B matures ainsi produits exprimigM et IgD, et constituent le
répertoire "primaire” ou pré-immun, qui pourra &tendu par d'autres processus au cours des
réponses immunitaires. Par la suite, une cellugetée par un antigéne exogene va pouvoir
répondre par une expansion clonale suivie d'uriérdiiciation vers les deux voies : soit celle

des cellules mémoires soit celle des cellules s#mé d'anticorps (plasmocytes).

1.1 Lacommutation isotypique

La spécificité antigénique des Ig est déterminéelgmrégions variables des chaines
lourdes et des chaines Iégeres. Les fonctionsteties, quant a elles, dépendent des régions
constantes des chaines lourdes et varient selasdgpes. Au cours de l'immunisation, les
anticorps synthétisés par les lymphocytes B matereséponse a un antigéne T-dépendant
sont tout d'abord de type IgM, puis sont bientdapkcés par des Ig d'autres isotypes (IgG
dans la majorité des cas). Ce changement d'isaigppelle "commutation de classe” et
s'opére sans changement de spécificité des clamesmés. Ce phénoméne, qui affecte les
chaines lourdes, rapproche le segmerDJ réarrangé d'un nouveau segment constant de
classe différente par un processus de recombinaisoatique. Les lymphocytes B matures

vont ainsi pouvoir exprimer et sécréter des 1g@, dg IgE.
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La commutation de classe des Ig s'accompagne dearacription germinale des
régions constantes ciblées par le processus denbitaison, et est sous la dépendance de
nombreux signaux incluant l'interaction CD40L-CDBetQ'intervention de cytokines (Mares
al., 2002). Ainsi, chez la souris, la présence ddb#aduira a la production d'lgit IgE, le
TGH3 d'lgA et IgGy, I''FNy d'lgGea et IgG et I'ILS d'IgM et IgA.

La commutation de classe nécessite égalementVartgon de la protéine AID (pour
"cytidine déaminase induite apres activation") (poevue : Kenteret al, 2003). Cette
protéine est exclusivement expriméevivo dans les centres germinatifs ietvitro aprés
stimulation des splénocytes par le LPS ou le CDd@lprésence d'IL4. La suppression a |'état
homozygote du gene codant pour cette protéine bldqtalement les réarrangements de

commutation de classe (Muramatdial, 2000).

1.2 L'hypermutation somatique

Le processus d’hypermutation somatique des geresbies des Ig est un mécanisme
majeur de diversification du répertoire des lymphes B. Il est a la base de la maturation de
I'affinité des anticorps lors de la réponse auxgamtes dépendants des lymphocytes T. Les
mécanismes moléculaires et biochimiques resporsdblgrocessus d’hypermutation restent
actuellement imparfaitement connus. Cependantrédggltats d’études réaliséas vitro ou
dans des modéles de souris exprimant un transgégmeodt permis de définir certaines
caractéristiques de ce processus. lIs survienssenégellement lors d’'une étape extrémement
breve de la différenciation des cellules B au niveleas centres germinatifs au cours des
proliférations cellulaires (McKearet al, 1984). La distribution des mutations n'est pas
fortuite : les mutations intéressent essentiellémes régions variables et leurs régions
adjacentes (Lebecque et Gearhart, 1990) et soéesilessentiellement au niveau des CDR.
Les mutations sont ponctuelles, en majorité desstgubons nucléotidiques, mais les
insertions et les délétions sont possibles (powree Bertzet al, 1993). Les séquences@n
du locus des Ig semblent indispensables au déademafit (ou la régulation) du processus
d’hypermutation (Sharpet al, 1991 ; Bertzt al, 1994 ; Goyenechest al, 1997). La mise
en évidence du rdéle du promoteur et des séquencigteaces des locus d'lg dans
I’hypermutation somatique suggére un lien diredrreea transcription et I'hypermutation
(Peters et Storb, 1996 ; Tumas-Brundagal, 1997a ; Fukitat al, 1998 ; Chaudhuet al,
2003). Tout comme la commutation de classe, le ggses d'hypermutation nécessite la

transcription des genes ciblés, l'interaction delCBt 'intervention de la protéine AID.
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11 Réqgulation de la différenciation lymphocytaire B

1 ROle des cytokines et des récepteurs de cytokines

Les premieres étapes du développement sont steatendépendantes du
microenvironnement particulier apporté par lesutedl stromales de la moelle osseuse.
L'interaction des précurseurs B avec les celluiesrmles est cruciale pour un développement
normal des lymphocytes, et la sécrétion de facteahsbles par les cellules stromales (IL7,

SCF, SDF-1) régule la croissance, la maturatida stirvie des précurseurs (figure 5).

Cellules B
immatures

Cellules
Pré-B

Cellule Pro-B Récepteur T/
6

allL-z,

cellule stromale
de moelle osseuse

Figure 5: Les cellules stromales de la moelle osseusont nécessaires pour la maturation des
cellules pro-B en cellules pré-B.

Les premieres étapes de différenciation compordastsérie d’interactions des précurseurs avec les
cellules stromales impliqguant diverses moléculesdidérence (CAM). Ainsi, l'intégrine VLA-4,
exprimée a la surface des précurseurs B, inteaagit VCAM-1 des cellules stromales conduisant a
I'apparition de cellules pro-B précoces. Ces deesi@xpriment le récepteur c-kit qui fixe le SCE de
cellules stromales, avec pour résultat une amatibo du compartiment pro-B. Les cellules pro-B
tardives sont alors stimulées par I'lL-7, une cytekproduite par les cellules stromales, qui askure

prolifération des cellules maintenant pré-B.
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De facon surprenante, et ce malgré un réle démamtwitro, un grand nombre de
cytokines et de récepteurs de cytokines pris iddieflement, ne semblent pas avoir une
action déterminante sur le développement lymphaeytda grande majorité des souris
déficientes pour une cytokine ou un récepteur np@ast montré d'altérations phénotypiques
évidentes. Ces étudasvivo soulignent les actions redondantes qui peuveatedtercées par
les différentes cytokines.

Une exception a cette situation est I'lL7, quiirdispensable durant la lymphopoiese,
au développement des cellules T et B (Grabsttial, 1993 ; Peschoet al, 1994). La
liaison de I'lL7 sur son récepteur induit I'assbora de la chaine IL7® a la chainey (yc)
commune aux récepteurs de cytokines, et entraicivhtion des Janus kinases Jakl et Jak3.
Les souris déficientes pour I'lL7, I'lL7R, {&, Jakl ou Jak3 présentent un blocage sévere
dans la différenciation des lymphocytes T et B atades précoces, le développement des
cellules B étant bloqué au stade pro-B tardif (pmavue : Hofmeisteet al, 1999). Ces
résultats suggérent également que d'autres cymkilépendantes dge (dont IL2, I1L4, IL9 et
IL15) n'interviennent pas en complément a ce gtaéeoce du développement lymphoide.

L'IL7R transmet deux types de signaux aux précussduet B (Candéiast al,
1997a). Un premier signal permet la survie et @ifération. Dans les cellules T, I'lL7 induit
I'expression du géne anti-apoptotiqigel-2 (von Freeden-Jeffryet al, 1997) et la
surexpression d'un transgéBel-2 restaure le développementff dans les souris IL7R
(Maraskovskyet al, 1997 ; Akashet al, 1997). En revanche, cette surexpression negyarvi
pas a restaurer la lymphopoiese B (Maraskowetkgl, 1998). De plus, par I'activation de la
PI3 kinase, I'lL7R active la prolifération des préseurs B (Venkitaraman et Cowling, 1994).
L'IL7YR transmet un autre signal impliqué dans Llicbon des recombinaisons V(D)J. La
caractérisation de ce phénomene a été rendue [gogaild'analyse de souris IL7R déficientes
ou les recombinaisons V(D)J sont differemment affes suivant le locus considéré. i
apparait que l'lL7R est absolument requis pouddation de la transcription et des
réarrangements TGRCandéiaset al, 1997b) alors que les réarrangements FGBnt peu
affectés et les réarrangements TCRe produisent normalement. Dans les cellules B, en
absence de I'IlL7R, l'efficacité des réarrangementaplets V-DJ, au locus IgH diminue
avec I'éloignement des segmentse¥ DJ, réarrangés. Le défaut de réarrangement est causé

par une diminution de l'accessibilité, appréciée lfzmalyse de la transcription germinale
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(Corcoranet al, 1998). Les mémes auteurs ont montré que l'esioresdu facteur de
transcription Pax-5 ainsi que l'expression des gérgulés par Pax-5 sont fortement

diminuées en absence du récepteur a I'lL7.

SDF-1 est une autre cytokine qui joue un role irtgpardans la lymphopoiese B. Il
s'agit d'une chémokine exprimée dans de trés namligsus, originellement décrite comme
un facteur de croissance des cellules pré-B (Nagasa al, 1994). Les souris déficientes
pour SDF-1 meurent a la naissance. Outre un délfaris la production de lymphocytes B et
dans la colonisation du foie fecetal et de la moedigseuse par les progéniteurs
hématopoiétiques, les souris SDFfirésentent également une diminution des progésiteu
myéloides dans la moelle osseuse et des pertunbadio niveau du septum ventriculaire du
coeur (Nagasawet al, 1996). Les souris rendues déficientes pour f&sgion du récepteur
du SDF-1 (CXCR4), meurem utero (Tachibanaet al, 1998 ; Zouet al, 1998). L'analyse
des embryons révéle des anomalies identiques @sceliservées chez les souris SDF-1
suggérant que CXCRA4 pourrait étre le seul récemtelDF-1. De plus, ces souris présentent
des défauts dans la migration des cellules neugsretl un déficit dans la vascularisation du
tractus intestinal. Il est devenu clair que SDF-dnapouvoir chimiotactique sur les cellules
pro-B et pré-B (D'Apuzzet al, 1997). Cette observation, faite chez 'hnommika etouris, a
permis de mieux comprendre comment les progénit@yssuvaient "migrer" dans ou entre
les foyers de cellules stromales de la moelle @gseuSDF-1 servirait a retenir dans le
microenvironnement de la moelle osseuse les préargB qui recevraient alors les signaux
de croissance et de différenciation adéquats. Qi peter que SDF-1 agit également plus
tardivement sur les cellules B matures et sur Higgcture des organes lymphoides

périphériques (Casamayor-Pallefaal, 2001).

2 Implication des facteurs de transcription

Les événements de différenciation les plus précgoese déroulent dans la moelle
osseuse conduisent a I'émergence successive désemtés lignées que constituent les
mégacaryocytes, les érythrocytes, les granulocigesmonocytes et enfin les lymphocytes.

L'ordre d'émergence a été précisé a l'aide de mmnsagui portent le plus souvent sur des
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facteurs de transcription. Un précurseur lymphoidemmun (CLP) unique est
vraisemblablement a l'origine des lignées T et Rle cellules NK. L'argument de cette
provenance commune est tiré de I'analyse du phgaatg mutants du gerlearos obtenus
par inactivation génique chez la souris.

Au cours de la différenciation lymphocytaire, lesteurs de transcription, en se fixant
sur différents promoteurs et activateurs, sontimgls dans la quiescence, la survie et la mort
des cellules B ainsi que dans les prises de désisiws de I'engagement des cellules dans une

lignée spécifique.

Engagement Différenciation

—> Q Ikaros

PU.1

c-myb \
©-©-6-6-6€

E2A Pax5
EBF

Figure 6: Schéma récapitulatif des différents facters de transcription impliqués dans
'engagement et la différenciation des lymphocyteB.
L'influence du facteur Ikaros sur I'engagement gdescurseurs lymphoides vers la lignée B et T/NK

est marquée par une fleche hachurée.
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1.1  lkaros

Le gene lkaros code pour une famille de facteursratescription & motif "doigts de
zinc" spécifiguement exprimé dans les cellules lgoiges. Son expression est détectée dans
le sac vitellin, siége de I'hématopoiese précoess k& 8™ jour du développement
embryonnaire chez la souris. Il est exprimé égatemar les thymocytes feetaux et adultes
ainsi que par les cellules NK, T et B matures.

Chez la souris, la mutation ciblée du motif deskai a I'ADN d'lkaros entraine une
absence de I'ensemble des cellules B, T et NK gimside leurs précurseurs les plus précoces
connus, alors que les autres lignées hématopodstiga sont pas affectées par la mutation
(Georgopouloset al, 1994). Ces résultats mettent en avant le rof@rtant de la protéine
Ikaros dans la différenciation et/ou la proliféoatid'un précurseur lymphoide et suggérent
une intervention précoce de la protéine au courdéleloppement lymphoide. De récentes
expeériences suggerent que les membres de la fatkdl®s sont aussi nécessaires dans
I'engagement des cellules dans la lignée T (Coeesal, 1999) ainsi que pour la
différenciation des lymphocytes T (Winanelyal., 1999).

1.2 PU.1

PU.1 est un membre de la famille des facteurs destription Ets possédant un
domaine de liaison a I'ADN "hélice-boucle-hélicd"est spécifiguement exprimé dans les
cellules hématopoiétiques. La mutation du gene bk la souris a été effectuée par deux
laboratoires qui présentent des résultats Iégerediiérents. Singh et coll. ont montré que la
mutation est |étale dés le stade embryonnairealyaa histologique suggére que la mutation
affecte les précurseurs myeéloides pluripotents guns les progéniteurs lymphoides (Sectt
al., 1994). La délétion du gene PU.1 effectuée pagréeipe de Maki s'accompagne d'une
septicémie sévere causant la mort des souris &pressance (McKerchet al, 1996). En
accord avec les résultats de la premiere étudesdeds ne présentent ni macrophages, ni
neutrophiles, ni lymphocytes T et B. Cependantzdes souris soumises a un traitement
antibiotiques, des neutrophiles et des lymphocytegpparaissent dans les jours suivant la
naissance. Ces résultats suggerent que PU.1, ahsautis adulte, puisse étre nécessaire

uniguement au développement des macrophages Biagsocytes B.
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1.3 E2AetEBF

Le géne E2A code pour deux protéines : E12 et EAtf "hélice-boucle-hélice".
Ces protéines jouent un rble essentiel au courssdeles précoces du développement des
lymphocytes B et @/B. En effet, les souris E2A présentent un blocage précoce de
l'ontogenése B, avant méme les premiers réarrangsrbey, (Zhuanget al, 1994 ; Bairet
al., 1994) et un blocage partiel du développementc& méme stade. La surexpression de la
protéine E47 dans des lignées cellulaires non Baemt I'activation d'un certain nombre de
génes spécifiques de la lignée B tels §be VpréB, Rag-1 et Pax5 (Kee et Murre, 1998 ;
Choi et al, 1996 ; Sigvardssoat al, 1997). Cette surexpression réalisée dans deédgy
cellulaires pré-T induit linitiation de la trangaion germinale ji, ainsi que les
réarrangements Dy locus IgH (Schlissett al, 1991b).

EBF (pour "Early B-cell Factor") est un facteurtdanscription qui joue également un
rble dans l'engagement dans la lignée B. Chez tesiss déficientes pour EBF, la
différenciation de la lignée B est bloquée avast iéarrangements des genes d'lg (Lin et
Grosschedl, 1995). Tout comme E2A, EBF semble @iréacteur nécessaire a la formation

des précurseurs B les plus précoces.

1.4 c-Myb

c-Myb est un facteur de transcription impliqué dalas prolifération et la
différenciation de nombreux types cellulaires. lééétlon du gene c-myb par recombinaison
homologue chez la souris est létale aux jours 13dW5développement embryonnaire
(Mucenskiet al, 1991). Des expériences de reconstitution deis@®ag™ par des cellules
souches embryonnaires (ES) c-iybnt montré que la protéine est nécessaire pour le
développement des lymphocytes B et T (Aleral, 1999). L'analyse de ces souris montre
que les cellules ES c-myine sont pas capables de se différencier en petasrsie cellules

B ou de monocytes/macrophages, alors que les egllukont elles blogquées au stade double

négative (CDACDS8).

15 Paxb

Le géne Pax5 code pour les facteurs de transan@®AP (pour "B-cell Specific
Activation Protein). L'analyse détaillée de l'exgmien du géene a montré qu'il pouvait
présenter, par le biais d’épissage alternatif, rguaitessagers différents (Pax5a, Pax5b, Pax5d
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et Pax5e). Le messager Paxba est exprimé aux gtaglesces de la différenciation B mais
pas au stade plasmocyte ; l'isotype Pax5b seraihtgal lui restreint aux cellules B matures.
Les conséquences de I'expression des différentsagess de Pax5 n’ont toutefois pas encore
ete definies (Zwollcet al, 1997). Ces facteurs s'expriment également dangres tissus
comme le systeme nerveux central et les testic(Aemms et al, 1992 ; Busslinger et
Urbanek, 1995).

Les souris déficientes pour le gene Pax5 sont atdlap de survivre au dela de trois
semaines et présentent un blocage complet du gipezizent B au stade pro-B précoce (stade
pré-Bl selon la nomenclature de Rolink) (Urbaeelal, 1994). Les cellules pré-Bl présentes
dans ces animaux ont un phénotype sauvage : elfgament les marqueurs c-kit, B220,
CD43 et IL7R, et ont effectué les réarrangements, Bur les deux alleles (Urbanek al,
1994 ; Nuttet al, 1997) ; elles expriment les génes lymphoidespmcifiques de la lignée B
tels que RAG-1, RAG-2, TdTA5, VpréB, Ign, IgB, E2A et EBF (Nuttket al, 1997 ; Nuttet
al., 1998). Seul le marqueur CD19, dont I'express&ircontrélée par Pax5, n'est pas retrouvé
a la surface de ces cellules.

Les cellules pré-Bl-Pax5 n'apparaissent pas engagées de facon irrévedabke la
lignée B. Elles sont en effet capabiewitro de se différencier en cellules NK, dendritiques et
myeéloides lorsqu'elles sont cultivées dans desitonsl de culture particuliéres (Nt al,
1999). Elles sont également capables de reconsiitugvo le compartiment pré-Bl dans la
moelle osseuse et de se différencier en thymoejtesliules T matures (Rolirdt al, 1999)
ainsi qu'en cellules NK, dendritiques, myéloidegmthroides (Schaniat al, 2002a). Ces
résultats mettent en évidence le réle importantagteur BSAP dans I'ontogenése B et dans
I'engagement irréversible vers la voie de difféiation B. Schaniel et coll. (2002b) vont plus
loin encore dans leur analyse puisquils ont mowmé les cellules pré-Bl-Pa%5sont
multipotentes, possedent une grande capacité dcaatiavellement et de reconstitution a long
terme (c'est-a-dire qu'apres transplantaitovivo, elles sont capables de migrer vers leur site
de différenciation approprié dans la moelle osseys®priétés comparables a celles des
HSC.

Les protéines BSAP semblent fonctionner soit eivaat soit en réprimant des génes :
elles régulent positivement les genes mb-1, CD18)yN et Lef-1 et répriment la protéine de
surface PD-I et la chaine J (Fitzsimmatsl, 1996 ; Rinkenbergeat al, 1996 ; Nuttet al,
1998). De nombreux genes restreints a la lignéplhpide B possédent des sites de fixation

pour BSAP dans leurs promoteurs (CDAS, Vpré-B et BIk,...) ; cependant, a I'exception de
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CD19, I'expression de ces genes semble tout adamhale dans les animaux déficients pour
BSAP (Nuttet al, 1997). De nombreux sites pour la fixation de BS#ont présents au sein
du locus IgH : en particulier dans les activatégs,2 et hs4, dans les promoteurs des régions
| et dans les régions Spy,Ssa (Liao et al, 1992 ; Xuet al, 1992 ; Busslinger et Urbanek,
1995 ; pour revue : Stavnezer, 1996 ; Michaekstoal., 1996 ; Fitzsimmonet al,1996).

16 LEF-1

LEF-1 (pour "Lymphoid Enhancer-binding Factor”) este protéine de fixation a
I'ADN, membre de la famille des HMG (High-Mobilitgroup). Elle est exprimée dans les
cellules T, et transitoirement dans les cellulesalk stades pro-B et pré-B. Son réle dans le
développement B a récemment été étudié a l'aidmuliés déficientes pour la protéine (Reya
et al, 2000). L'absence de Lef-1 ne modifie pas le kdgpement B, mais diminue le pool de
cellules pro-B et pré-B a cause d'un défaut damsdhbfération et la survie des progéniteurs
B. Les cellules proB-Lef-1 présentent une augmentation des taux d'’ARNm fasmetc qui
pourraient expliquer la réduction du nombre deutedl pro-B. Les auteurs mettent également
en avant le rle que pourrait jouer la voie de aigation Wnt dans la prolifération et la
survie des cellules pro-B, les protéines Wnt émabgéniques pour ces cellules et cet effet
est étant médié par LEF-1 (Regtaal., 2000).

28



PARTIE Il : La Régulation de I'Expression des Genesl'lg

Les genes d’lg sont regroupés en trois locus, Igklet Ig\, situés, chez la souris, sur
trois chromosomes distincts (chromosomes 12, @atedpectivement) (figure 7). Tous ces
locus sont caractérisés par la présence d'élénmemtegulateurs, aux fonctions intriquées,
qui agissent sur la régulation de la transcriptibais €galement sur le contrble des
réarrangements des genes d’lg. L'ensemble de éwements est ordonné et lié aux stades de
différenciation de la cellule B.

Cing types d’élémentsis-régulateurs interviennent dans I'expression sppef des
genes d'lg dans les cellules B (pour revue : EetsEmale, 1995) : les promoteurs, les
activateurs, les atténuateurs, les régions d'attaemt a la matrice (MAR) et les régions de
contréle du locus (LCR). Ces éléments régulateuésemtent des sites de fixation pour
différents facteurs de transcription agissantrans (figures 8, 9 et 10). Certains de ces motifs
sont communs a plusieurs €léments régulateurs lgidpk et non lymphoides. L'accessibilité
de ces différents sites, dépendante de la strudaute chromatine elle-méme, est primordiale
pour l'activation d’'un élément régulateur. Parms leombreuses protéines se fixant aux
élémentscis-régulateurs, certaines sont ubiquitaires, d'awgoed spécifiques de la lignée B.
Elles interviennent dans l'activation synergiquedaus la répression de ces éléments suivant
le stade de différenciation (pour revue : Khamlighal, 2000).

Locus lgH

PLV, PLV, @ Ca hs3a hs3b
5—0+I—GI-I//—D-DD4/—|HHHI—OOO—| |1—| H |—| |—| |—| |—| H I—O{HD—O—;

hsl,2

Locus Igk
PLV, PLV, PLY, 3'EK

S—O-I'I—GI-I—OI-I—//{I-I:I-D-I}D—OO—EI—Oo—s

e Promoteur
Locus IgA © Activateur

PLviz EZ%Z ﬁ4%4 A2-4E P LV, 3C3 J1C1 A3-1E O MAR
5’ /—QI-.—//—iI—l |—J||-| H—@— 3

Figure 7 : Organisation des genes codant les Ig chia souris
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Les promoteurs

Les promoteurs des genes de chaines lourdes eedédég se situent en amont de
chaqgue région V et assurent un niveau basal dsciigtion. Leur activité est comprise dans
une région d’environ 250 pb en amont du site datiin de la transcription. L'ensemble des
promoteurs des genes d'lg partage une caracta@gstigmmune : ils possédent une séquence
octamérique trés conservée en amont de la TATA AdGCAAAT dans les promoteurs des
genes de chaines lourdes §)\Vou la séguence inversée ATTTGCAT dans les preorst
des génes de chaines légeres_ p¥alkneret al, 1984 ; Parslovet al, 1984). Des études de
transfections stables (Masat al, 1985 ; Dreyfuset al, 1987 ; Wirthet al, 1987) et de
transgenése chez la souris (Jenuwein et Grossch@dl) ont montré que la spécificité
cellulaire de l'activité des promoteurs d'lg potieai partie étre expliquée par la présence de
ces séquences "octameres". L'extinction des gehggdns les cellules T matures dépend
notamment de I'octamére (Masehal, 1985). D'autres promoteurs de génes spécifigaes d
cellules B tels qu29 (IgB), CD20etCD21 (CR2) comportent également des sites octameres
importants pour leur fonction (Hermansetnal, 1989 ; Thevenirt al, 1993 ; Christenseet
al., 1992).

En plus de I'octamére, les promoteurs ddntiennent une séquence heptamérique qui
semble absente des promoteurs @et heptamére est nécessaire pour assurer, @risdgs
avec l'octamere, une activation spécifique et optendu promoteur (Ballardt al, 1987 ;
Eaton et al, 1987). L'octamére et I'heptamere lieim vitro les mémes facteurs de
transcription Oct et semblent avoir une interactomopérative (Poellingeet al, 1989 ;
Kemleret al, 1989). Bien que les promoteurs conferent uneifsgée lymphoide aux genes
d’lg, ils peuvent avoir une activité transcripti@lle dans des cellules non lymphoides
(Grosschedet al, 1985 ; Masoret al, 1985 ; Picarcet al, 1985). D’autres éléments ont été
localisés en amont de I'heptameére : une régiorerigh pyrimidines (Eatoat al, 1987) de
fonction inconnue, un motif reconnu par le factéetranscription Ig/EBP-1 et un motif HE3.

Des promoteurs ont également été décrits en amenthdque gene des régions
constantes des chaines lourdes d'lg, a I'excegiof. Ce sont les sites d'initiation de la

transcription germinale observée en particuliepeialable a la commutation isotypique.
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Figure 8 : les promoteurs .
Les différents motifs fixant des facteurs trangiwinels sont indiqués. La fleche coudée indique le
site d'initiation de la transcription. Les motifegtamére et octamere sont indiqués par des ellipses

grises (adapté de Ernst et Smale, 1995).

Facteurs Oct et co-facteur

Eléments essentiels des promoteurs des régionss\sites octameres sont retrouvés
€également au niveau des activateurs transcriptisrsieiés en 5' (i) et 3' (LCR) du locus
IgH. Ces séquences sont entre autres reconnutagiears Oct-1 et Oct-2 qui appartiennent a
la famille des protéines POU. La forme en hélicadbe-hélice du domaine de liaison a
I'ADN permet une forte affinité de ces protéinesipADN. Alors que Oct-1 est exprimée de
facon ubiquitaire, I'expression de Oct-2 est prédante dans les cellules B. Ces protéines
sont capables d’activer fortement la transcrip@opartir d’'un promoteur d’lg (LeBowitet
al., 1988 ; Pierangét al, 1990 ; Pfistereet al, 1994). L'importance de la séguence octamére a
clairement été démontrée au sein de l'activatqur Ansi, pour un bon contréle de la
transcription dans des cellules pré-B stimuléescdpalPS, ces sites doivent étre présents
aussi bien au niveau deuEjue du promoteur Y Des transgenes portant un site octameére
muté au niveau de|Eprésentent une forte réduction de l'effet activai@enuweinet al,
1991 ; Annweileet al, 1992).
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Le facteur coactivateur OBF-1 (nommé également (BCAu Bob-1), dont
I'expression est spécifique des cellules B, intiéragec les facteurs Oct-1 ou Oct-2 une fois
ceux-ci fixés aux sites octameres. Le rble deetastOct-2 et OBF-1 sur le développement
des cellules B a été pondéré par I'obtention d’auixmutés : les souris doubles mutantes
Oct-2"" OBF-1" montrent que ce facteur de transcription B spgwifin‘est pas indispensable
pour le développement de lymphocytes B (Schubiael, 2001). OBF-1 semble cependant
utile a la commutation de classe, a la formatiorcelgtres germinatifs et a la différenciation
terminale conduisant a la sécrétion de certaines-slasses d’lg (Schubaet al, 1996 ;
Schubartet al, 2001 ; Kimet al, 1996). La simple inactivation du ge@et-2 chez la souris
entraine un blocage de la prolifération des cedlieainsi qu'un défaut dans la sécrétion d'lg
suite a une stimulation antigénique (Corcoeamal, 1993 ; Corcoran et Karvelas, 1994). Ces
résultats suggerent que Oct-2 est important danstedes tardifs de la différenciation des
lymphocytes B alors que l'activation transcriptiele semble pouvoir étre initiée de fagon
égale par I'un ou l'autre des facteurs Oct (P8stral, 1994 ; Schubast al, 2001).

Il Le promoteur-activateur compris dans I'élément DQ52

DQ52 est I'un des douze segments de genes D amgatrteu locus IgH. Il présente
plusieurs caractéristiques qui font de lui un sagre gene particulier :
- sa location est trés conservée entre les espdtesagit du segment Dle plus distal du
locus IgH, situé en amont et juste a proximité degments J Le gene DQ52 et les
séquences avoisinantes sont hautement conseruvés lentespeces. En revanche, au sein
d'une méme espéece, DQ52 ne présente qu'une faibilelbgie avec les autres segments D
(Dirkeset al, 1994).
- le segment DQ52 est préférentiellement utiliss ldes premiers réarrangements Dad
cours de lI'ontogénie (Bangsal, 1991 ; Tsukadat al, 1990).
- DQ52 est le seul segment,[a étre transcrit bien avant la survenue des prsmie
réarrangements V(D)J (Alessandrini et Desiderio9119 Li et al, 1996). Ces transcrits
germinaux, appelés®, peuvent étre considérés comme l'un des indicaies plus précoces
de I'engagement vers la lignée B (@i al, 1996) et leur transcription pourrait étre un

préalable nécessaire a l'accessibilité de la réDidna la recombinase V(D)J (Thompsein
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al.,, 1995). lls sont initiés, aussi bien chez I'nomque chez la souris, au niveau d'une
séquence située immédiatement en amont de DQ5ZXg#ldrini et Desiderio, 1991 ;
Thompsonet al, 1995). Des expériences étudiant les complexetigues associés aux
régions situées en 5’ des genes constants du Igeluent montré que la région comprenant
I'élément DQ52 fixe préférentiellement des protginacléaires extraites de cellules pré-B et
ont ainsi permis de suspecter le role régulatewetie région (Kottmanet al, 1992). Une
analyse de la région située en 5' de DQ52, réadiggartir de précurseurs B humains, révele
de nombreux sites potentiels de fixation pour deselurs nucléaires comme E2A, Ets, R&--

et AP2 (Thompsoet al, 1995).

L’activateur situé en 5 de DQ52 a finalement édgactérisé par Kottmann et coll.
(1994). Il constitue un promoteur-activateur syrgrg de Ey, impliqué dans I'activation des
réarrangements précoces aux stades initiaux deogjénie B. La délétion de cet activateur
chez la souris ne se traduit cependant que paiais die I'utilisation des segments (dvec
I'arrét de I'utilisation des segments3kt H4, les plus éloignés de DQ52) sur l'allele muté. Le
réle proposé pour ce promoteur-activateur seraiblaréle de I'accessibilité des segments J
situé en 3' et par conséquent il jouerait un ndlpdrtant dans le contréle des réarrangements
D-J.. Une participation potentielle aux réarrangemesgsondaire du locus IgH pourrait
eégalement étre envisagée (Nitsclekal, 2001). Les segmentsiet H2 n'étant pas affectés
par la mutation, les auteurs suggérent qu'il puessster d'autres régions contrélant les

réarrangements Dy.J

1 L’activateur transcriptionnel introniqueuE

L'activateur transcriptionnel Ep fut le premier dgau sein du locus IgH. Il est
localisé dans l'intron séparant les régions J dg®ms constantes (Banegji al, 1983). Cet
élément régule positivement de nombreux événenmoizes a la lignée lymphocytaire B
comme les réarrangements V(D)J (Engleal, 1991 ; Cheret al, 1993 ; Serwe et Sablitzky,
1993) et la transcription initiée au niveau de iplds promoteurs du locus (promoteurs V
promoteurs germinaux,...). Cet élément semble aatif &u long du développement B. Sa
localisation lui permet d'étre habituellement prégear les événements de recombinaisons

survenant sur le locus (recombinaisons V(D)J oumatation de classe). De part et d’autre
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de Ep se situent des séquences d’ancrage a lacenatrcléaire MARs (Matrix Associated
Region) (figure 9).

Plusieurs équipes ont étudié la spécificite tissellale I'expression de transgenes
placés sous le contrble de I'élément régulateyr Bien que les souris transgéniques
présentent une trés forte expression dans les lyoypés B, il a généralement été observe, en
paralléle, une expression en dehors du compartiBieetplus souvent dans les cellules T. Ce
point sera analysé plus loin, dans la partie dsonsde ce manuscrit.

MAR/SAR BP

NF-uNR O O
O Bright

Ets-1 ZEB

O LR:site? Fli-1

Figure 9 : L'activateur intronique E L chez la souris.
Les sites de fixation et les facteurs nucléairet saliqués. H contient un motif octamere et cinq

motifs correspondant aux "E-box", nommaslauES.
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1 Réle de ki dans les recombinaisons V(D)J

Le role de l'activateur |Edans la régulation des réarrangements V(D)J atéidié
dans des animaux mutés poyr. Ee remplacement du complex@/EIARs par le géne de
résistance a la néomycin@e@) chez la souris entraine une inhibition trés s@vées
réarrangements, de la démeéthylation et de la trigni®ny germinale associés au locys J
(Chenet al, 1993). Alors que le remplacement de I'élémektAR ne semble avoir aucun
effet sur les réarrangements et donc sur l'acdksssithes segments, Jle remplacement de
I'élément 5'MAR entraine une diminution importandes recombinaisons DRQ-Jmais
n‘empéche pas la déméthylation du logusCés expériences vivo confirment le role de |
mais aussi des séquences situées en amont, daoss$iilité des régions permettant
'lassemblage d'un exon VDJ de chaine lourde (Gleal, 1993). Dans une autre seérie
d'expériences, Serwe et Sablitzky (1993) ont recdpBu ainsi que les MAR par une courte
séquence d'ADN. Les analyses effectuées sur dieseseB spléniques purifiées ont mis en
évidence des réarrangements, Dpéu diminués, alors que les réarrangements cosnylet
DJ, sont fortement affectés. Ces résultats ont étéfodes par des expériences
complémentaires délétant systématiquement lesreiiffé éléments |[E 5’MAR, 3'MAR et
MARs (Sakaiet al, 1999a). L'analyse de ces souris a montré queelB absence des
séquences MAR, est nécessaire et suffisant a timmludes recombinaisons, ainsi qu'a la
transcription du locus IgH dans les cellules B medu Le contréle différentiel des
réarrangements Drversus V-DJ, implique certainement d'autres élémecitsactivateurs
du locus qui pourraient agir en coopération avpclEanalyse de délétions de Ep survenues
spontanément dans des lignées pré-B a montré gidiskes jonctions WDJ, achevées, Eu

ne semble plus indispensable a la transcriptiolocius IgH (Wabl et Burrows, 1984).

L'étude menée par Bories et coll. (1996) décritalgse de souris dans lesquelles
l'activateur B, unique activateur du locus T@Rdécrit jusqu'a présent, peut étre
fonctionnellement remplacé papEpour stimuler les réarrangements endogenes. La$sso
présentent alors un taux significatif (cependanis dhible que lorsque[Eest présent) de
jonctions - dans les cellules T. Les jonctiong-I} n'ont cependant pu étre détectées dans
les cellules B de ces souris. Les auteurs ont daggéreé I'existence, au sein du locus BCR

endogene, d'un élément régulateur négatif empédbaméarrangements a ce locus dans les
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cellules B. Le remplacement pap El'une région plus longue contenant, en plus @el&
région 32 du locus TCR, a conforté cette hypothese puisque cette mutasbrsuffisante
pour induire des recombinaisons-IB dans les cellules B (Eyquemt al, 2002). Le
remplacement de [Eseul par [ permet toutefois l'activation de la transcriptigerminale
des génes du T@Rdans les cellules B. Ces résultats rappélent odignus a l'aide de

substrats de recombinaisons transgéniques (Cagi@ie1993), montrant que la transcription

n'est pas, a elle seule, suffisante pour actigerdeombinaisons V(D)J.

2 Réle des régions MAR

Le role des régions MAR flanquant I'élémenti Eeste encore controversé. Elles
agissent en coopération avec I'élément Ep et peemtett ce dernier d’agir a distance
(Forresteret al, 1994 ; Jenuweirt al, 1997). Des expériences, utilisant des substtats
recombinaison méthylés vitro, ont montré que |iE seul ne permet qu'une reconformation
locale de la chromatine alors que son associat@t ées MAR permet l'acétylation des
histones sur une plus longue distance (Forresteal, 1999). Des modéles transgéniques
montrent que les MARs n’'influenceraient pas latixa de facteurs nucléaires sur I'activateur
Eu et ne modifieraient pas I'acétylation des hisgoproximaux. Elles seraient cependant
impliguées dans [l'acétylation d’histones au nivede séquences plus éloignées et
permettraient ainsi lactivation de certains proeuwrs (comme les promoteursy)V
(Fernandezt al, 2001). Elles semblent nécessaires a une borpression du locus car une
délétion de ces MARs diminue considérablement Feggion d’'un transgéne de chaine
lourde IgM dans un hybridome (Oanaaaal, 1997).

D’autres résultats tendent a minimiser le réle MédRs sur la régulation du locus. En
effet, des hybridomes réalisés a I'aide de cellBasanimaux mutés dans la région de Ep et
des MARs flanquantes montrent qu’en I'absence derégions régulatrices, la commutation
de classe est diminuée mais n’est pas totalemefegBottaroet al, 1998) ; la délétion des
MARSs associées a cet élément montre qu’'une cdlypeut s'en dispenser pour effectuer les
commutations de classe (Sakaial, 1999b). Le contraste entre le role important MédRs
au sein de transgéenes (Forresteal, 1994 ; Jenuweist al, 1997 ; Fernandeat al, 2001) et
le peu d'impact de leur délétion ciblée dans leitofBottaroet al, 1998 ; Sakaet al, 1999a
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et b) est une indication probable de leur rOle igd mais redondant de celui d’autres

éléments régulateurs.

\Y, La région régulatrice située en 3' du locus IgH

L'activateur transcriptionnel intronique Ep a lagps été considéré comme |'élément
central de la régulation transcriptionnelle du BdégH. La description de lignées cellulaires
ayant spontanément délétées Ey, et continuanhsctiee leurs génes d'lg a un taux normal a
remis ce rble en question (Klegt al, 1984 ; Wabl et Burrows, 1984 ; Aguilezaal, 1985 ;
Zaller et Eckhardt, 1985). De méme, certaines koaatons de I'oncogenemycau locus
IgH, entrainant la disparition de I'élément, permettent une forte expression de I'oncogene
(Neuberger et Calabi, 1983). Une large délétionladeegion située au-dela du gene
associée a une diminution de la transcription,afaide cette région une candidate pour
contenir des élémentss-régulateurs (Gregor et Morrison, 1986).

Ainsi, chez le rat, un activateur spécifique dédaée B fut identifié 25 kb en 3' des
régions @ et appelé &E (Petterssomt al, 1990). Son équivalent chez la souris se troéve 1
kb en 3' de @ (Davariachet al, 1991 ; Liebersoet al, 1991) : il est orienté en sens inverseé
mais contient des séquences trés homologues aauthao I'activateur de rat ; de plus, des
séquences en orientation inversée bordent cet gtéthez les deux especes. Ultérieurement,
un activateur plus faible, appeléa®E, fut localisé seulement 2 kb en 3' de I'exon de
membranex (Matthias et Baltimore, 1993). L'exploration derémion 34 chez la souris par
la recherche de zones d'hypersensibilité a la DNlasgermis de superposer ces reégions
hypersensibles (hs) aux éléments décrits comisactivateurs. Ainsi, I'élément IgHJE a
pu étre confondu avec les sites hsl et hs2 (Giaanal, 1993 ; Madisen et Groudine, 1994 ;
Michaelsonet al, 1995). Deux autres activateurs hs3 et hs4 fudenia méme fagon
identifiés respectivement 29 kb et 33 kb en 3'de C

Le séquencage plus large des régions 3' IgH a &éweé structure globalement
palindromique contenant de longues séquences étitigp inversées qui flanquent I'élément
3'aE (hsl et 2), centre de ce palindrome, le plusdyjamais décrit chez les mammiféres
(Chauveau et Cogné, 1996). L'élément proximaB'GMathias et Baltimore, 1993) se trouve
étre I'homologue inverse de I'élément hs3. Pours plie clarté, nous adopterons la
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nomenclature suivante (Salegeteal, 1997) pour les activateurs de la régiom 3le souris
(dans l'ordre de 5' vers 3') n@E :hs3a; IgH 3' :hsl1,2; HS3 :hs3b; hs4 ne présente pas
d'ambiguité (figure 10A).
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Figure 10 : Structure des locus IgH de I'homme et@lla souris.

Les genes constants sont représentés pas desgltestanirs, les activateurs par des ellipses rquges
les régions répétées en tandem (TR) et répétéeséas (IR) sont positionnées en 3’ des ganes

A : locus de la souris ; les ellipses jaunes repréaetgs régions "switch" et les rectangles vasss |
régions d’ancrage a la matrice (MAR), les promaegarminaux sont signalés par les fleches cassées.
B : locus humain ; les régions en 3' des gemgéseta2 contiennent des activateurs, des séquences
répétées composées de segments de 20 pb (flecties)vees régions riches en G+C (hexagones

bleus).
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Chez 'hnomme, les génes constants sont dupliquéex blocs, séparés par environ
35 kb. Des éléments similaires aux activateursaleis sont présents en 3' de chacun des
deux genesx. lls sont au nombre de trois et sont nommés dardré : hs3a (Millset al,
1997 ; Pinauckt al, 1997) ; hs1,2 (Chen et Birshtein, 1997 ; Métsal, 1997 ; Pinaue@t al,
1997) ; et hs4 (Millet al, 1997). Comme chez la souris, I'élément hsl,2@sué par des
régions répétées inversées d'environ 2 kb, marssiEguence differe totalement de celle des
régions flanquant hs1,2 chez la souris. L'éléme8btest absent chez 'hnomme (figure 10B).

L'existence d'un polymorphisme dans les régioashBmaines complique leur étude.
En effet, il existe plusieurs alleles présentard différence au sein de I'élément hs1,2. Selon
l'alléle considéré, hsl,2 se trouve orienté différeent et contient un nombre variable de
répétitions directes d'une séquence de 53 pb éntldes sites potentiels de fixation de
facteurs nucléaires) (Pinaetial, 1997 ; Aupetiet al.,2000 ; Denizoet al, 2001).

Des Tlots de séquences riches en CpG, dont lei@leas encore été défini, sont situés
en aval des éléments hs4 humains (Sadlal, 1997).

Chez la souris, une origine de réplication a éghtifiée a une distance d'environ 50

kb en aval de hs4. Elle permet la réplication deskémble des génes constants en une seule

fourche de réplication progressant de 3' versmo(ét al, 2002).

1 Région de Contrble du Locus

Les régions de contréle du locus (LCR) sont dédinpar leur capacité a activer
I'expression d'un transgéne avec un taux trangmmiptl élevé, comparable a celui du géene
endogéne : i) quel que soit son site d'intégraiipde facon dépendante du nombre de copies
intégreées, iii) tout en respectant la spécificidutaire (pour revue : Let al, 2002). Les
composants d'une LCR sont généralement co-locadigés des sites d'hypersensibilité a la
DNase I. La région 3' du locus IgH chez la sousisseuvent désignée comme une LCR car
elle en présente certaines propriétés. Ce fut dtaltord suggéré par des techniques de
transfections stables de plasmocytes ayant intégréogenec-mycassocié a I'ensemble des
sites hypersensibles a la DNase | excepté hs3aigbtagt Groudine, 1994). Une seconde

étude menéen vitro utilise les genes rapporteurs CAT a&uplacés sous le contréle du
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palindrome seul (Chauveat al, 1998a). Les auteurs montrent que l'associatem tobis
activateurs hs3a, hsl,2 et hs3b permet une exprnesgiépendante du site d'intégration du
transgene mais également indépendante du nomlo@pdes. Ainsi, I'une des propriétés de la
LCR n'est pas vérifiée. L'analyge vivo de la région 3' IgH confirme ces derniers réssiltat
Des souris transgéniques portant le gene @edmbine associé aux quatre activateurs hs3a-
hs1,2-hs3b-hs4 ont été réalisées (Chauvetaal, 1999). L'expression du transgene est
restreinte aux cellules B de la rate et indéperdalnt site d'intégration, mais, la encore,
aucune corrélation stricte entre le nombre de sogide niveau d'expression du transgene n'a
pu étre observée. L'ensemble de ces résultats semdiquer que la combinaison des

éléments situés en 3' du locus IgH se comporte aoma LCR partielle.

2 Activité de la région 3' IgH au cours de I'onto@eBi

L'activité transcriptionnelle dépendante de la @agi3' IgH a été appréciée
essentiellement par des expériences de transfataios différentes lignées cellulaires établies
correspondant a des stades de différenciation Bigiéét plus récemment par des modeéles
d'animaux transgéniques. Il est bon de considéer prudence les résultats obtenus sur des
lignées cellulaires, le paralléie vivo/in vitro pouvant étre imparfait. De plus, les systemes de
vecteurs d'expression ne peuvent s'intéresser wu'aombre limité de séquencess-
régulatrices, alors qu'au sein d'une cellule I'viggtion de I'ADN fait se c6toyer un grand
nombre d'éléments régulateurs interagissant leaetsles autres.

Le profil de méthylation/déméthylation relatanic€assibilité de la région a montré
que la région 3' IgH semble se déméthyler au fér mesure de l'ontogénie B jusqu'au stade
final plasmocytaire (Giannirat al, 1993).

L'activateur hsl,2 de rat fut décrit comme actik atades B tardifs, son activité
maximale étant atteinte au stade plasmocytairdgiBebnet al, 1990). L'élément hs1,2 de
souris ne semble également actif qu'aux stadedstandis avec une activité moindre au stade
plasmocytaire (Davariackt al, 1991 ; Liebersoet al, 1991). Les résultats obtenus dans les
lignes B matures sont contrastés (Davariechl, 1991 ; Fulton et Van Ness, 1994) ; il est
ainsi préférable de relativiser les enseignemeessdifférents modeles, chaque lignée étant

un cas patrticulier.
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Les éléments hs3a et hs3b sont décrits comme destaars assez faibles en
expression transitoire (5 a 15% de l'activité gg. Eeur activité n'est détectée qu'aux stades
B mature et plasmocytaire (Matthias et Baltimo@93 ; Madisen et Groudine, 1994).

hs4 est également un élément considéré comme &sbéz mais son activité se
retrouve tout au long du développement B, depustdde pro-B jusqu'au stade plasmocytaire

(Madisen et Groudine, 1994 ; Michaelsstral, 1995).

AP T o~ v
MAR @Oé’@f\fébs? QP‘&MAR @é@éé@?&&gé@é’?g@é ‘2’/"2’/’
|
\ | | |
Py Ep BSAP BSAP | |
—l-o-l-l#l—o = 0 3 0 o
hs3a hs1,2 hs3b hs4
VDJ Cp Cd Ca | | |
| o GO | X e S & Q'“Q""‘
S WSS CRIRLIEC L & & Y
= T ] O e [ e W
MARE MARE

Figure 11 : Schéma détaillant les sites consensuels de fixatiom les facteurs nucléaires au sein des
activateurs 3’ du locus IgH de souris (comparaisouris/rat pour hsl,2). Les sites pour lesquels la
fixation a été démontrée apparaissent en noirsites potentiels sont représentés par des symboles

non colorés. (d’apres Khamlickt al, 2000).
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3 Synergies entre les éléments 3' IgH

Notre équipe a analysé limportance de la strucfpméndromique et l'activité
synergique des éléments transcriptionnels situés tha région 3' IgH par transfection de
différentes lignées B de souris caractérisant kesles pré-B, B mature et plasmocyte
(Chauveauet al, 1998b). Les vecteurs d'expression utilisés ssamt le gene rapporteur
CAT a différentes combinaisons et orientations aessateurs, en association ou non avec
El. Les résultats montrent que :

- pris séparément, les activateurs apparaissdriesaj les éléments hsl,2 et hs3 sont
actifs dans les lignées B mature et plasmocytas ajpe dans la lignée pré-B, seuls les
activateurs H et hs4 sont actifs.

- l'activité transcriptionnelle maximale est atteitorsque l'association des éléments
de la région 3' correspond a l'arrangement palimidroe endogéne, soulignant d'une part le
bénéfice de cette architecture et d'autre parétassité des quatre activateurs pour obtenir un
activateur optimal provenant de la région 3'. Ca#igociation est fortement active a tous les
stades de différenciation testés et est capabldrefeen coopération avec I'élément. E
L’ensemble de ces observations suggere que laatigulde I'expression des génes des
chaines lourdes d’lg ne se fait pas par I'actiahviiuelle ou additive de différents éléments
mais par l'action synergique et concertée d’'un ende de séquences régulatrices réparties

sur le locus.

4 Fonctions proposeées pour la région régulatricdi3'lg

Les fonctions de la région 3' IgH n'ont pas enctige clairement définies. Son role
dans les différents événements tels que la traisnr) les recombinaisons BJ,,

I'nypermutation et la commutation de classe fa@éement I'objet de nombreuses études.

1.1 Commutation de classe
Le remplacement par recombinaison homologue davkaeur hsl1,2 par la cassette
pgk-néd chez la souris n'a aucune influence sur les resmigons V(D)J. Par contre, ces

souris présentent un défaut de transcription gerimide certaines régions constantes et de
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synthése des IgG2b et Ig@38vivo, et un défaut de commutation isotypique vers ®ilge
régions constantes a I'exception dd @ vitro (Cognéet al, 1994). Un phénotype similaire
est observé pour le remplacement de I'élément pbsBgogknéd (Manis et al, 1998a).
Cependant, la suppression des marqueurs de sakegiar l'action de la recombinasee
permet la restauration d'un phénotype sauvage lensleux cas (Manigt al, 1998a),
assignant ainsi un rdle mineur et/ou redondant éléments proximaux de la LCR qui ne
semblent pas indispensables a la commutation deecl&n revanche, la délétion conjointe de
hs3b et hs4, ou leur remplacement par le g&® chez la souris, altére la transcription
germinale des régions constantes et la commutat®rclasse vers tous les isotypes a
I'exception de IgG1 et IgM (Pinawd al, 2001), montrant ainsi le r6le important que UV
jouer ces deux éléments dans le processus de catiwnuisotypique. Les souris présentent
un nombre normal de cellules B dans la moelle assei dans les organes lymphoides

secondaires.

1.2  Hypermutation somatique

L'association de |E et de I'élément hsl,2 n'induit pas dhypermutatmur un
transgene (constitué de gene de chaine lourde) glas®urs lignées cellulaires an vivo
chez la souris (Tumas-Brundageal, 1997b). L'analyse plus poussée des souris defes
pour hs3b et hs4 montre que ces éléments ne soetsares ni pour l'assemblage des
segments WDJ,, ni pour la survenue de I'hypermutation somatigueeMorvanet al, 2003).
Les auteurs suggérent ainsi que les événementna@wtation de classe et d'hypermutation,
bien que nécessitant des facteurs et des signammons, peuvent étre dissociés quant a leur
recrutement par les différentes séquertigeségulatrices. Ces résultats sont en contradiction
avec ceux observés par transgénése montrant queédance de hs3b et hs4, associés aux
élémentsEp/pVH, suffit a induire I'hypermutation d'un géne rapgpor (Terauchiet al,
2001).

1.3  Expression des chaines lourdes

Dans la lignée pré-B 70Z/3, une large délétionudfen 30 kb a éliminé une région
incluant hs3a et hs1,2 (Salegeteal, 1999). Malgré I'absence de ces deux élémentsinau
diminution de I'expression de la chajne'a pu étre constatée. La seule présenceuds Bes

éléments distaux hs3b et hs4 suffit a induire amefexpression de chaine lourde a ce stade.
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Notons que I'nybridome 70Z/3-NSO, dérivé de ladgmré-B, est capable spontanément de
commutation isotypique versyC (Salequeet al, 1999), confirmant que les deux premiers
éléments de la LCR 3' ne sont pas nécessairesoaniautation de classe vers 1gG1.

Chez les souris déficientg®ur hsl,2, la transcription des gepesl eta demeure
normale, seule la transcription germinale de guedggénes Cest affectée (Cognét al,
1994), alors que la délétion conjointe des actiuatehs3b et hs4 affecte la transcription
germinale de la plupart des génes constants, baplement I'expression du genealans les
lymphocytes B au repos (Pinaatlal, 2001). La lignée LPI-2, dont le locus IgH préseme
large délétion incluant cette fois toute la régBinprésente une trés faible expression du gene
0o en comparaison a la lignée parentale sans délé@Boegor et Morisson, 1986). On peut
donc penser que la région 3', dans sa globaliggyleda transcription des genes de chaine
lourde réarrangés par le biais de coopérations eleis éléments multiples et redondants.

1.4  Structure de la chromatine

La structure de la chromatine est un élément cléadégulation de I'expression des
géenes, permettant I'accessibilité des régiciesnodulatrices aux facteurs de transcription.
Cette notion sera détaillée plus loin dans la edltide ce manuscrit.

Les auteurs ayant décrit I'association hsl,2-3lo#nce une LCR, ont montré que
cette combinaison d'activateurs pouvait dérégaldranscription de I'oncogememycpar le
changement d'utilisation du promoteur (de P2 adeljacon similaire a ce qui est observé
dans certains lymphomes de Burkitt et dans lesnmagtomes de souris (Madisen et
Groudine, 1994). Cette méme combinaison est cepeénchpable de conférer une forte
expression de-mycen présence du seul promoteur P2 (Madeteal, 1998). Dans ce cas,
I'nypersensibilité de la région a la DNase |, lggrédede méthylation et la position des
nucléosomes demeurent inchangés, mais une immeéeppation de la chromatine montre
une augmentation de l'acétylation des histonetadiotalité du vecteur contenant hsl,2-3b-4,
et non pas simplement l'acétylation des histonegsisur les régions promotrices. La LCR
pourrait ainsi contribuer au maintien d'une régians un état transcriptionnellement actif en
recrutant des facteurs contenant des histones |di@tgférases (HAT), initiant une
acétylation des histones qui se propage par lee siains toute la région environnante
(Madisenet al, 1998).
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D'importants travaux réalisés sur le locus d@-ffobine ont permis de proposer deux
modéles d'activation d'un promoteur par une LCRd&uet Groudine, 1999) :

- le modéle "looping" suggére la formation d'uneidde permettant des interactions
directes et stables entre les facteurs transcnipgis fixés a la LCR et ceux fixés a proximité
des promoteurs (figure 12). Un tel modéle poumeapliquer le fonctionnement de la LCR 3'
du locus IgH. En effet, le remplacement de I'élémtesi,2 provoquant I'effondrement de
certaines classes d'lg (Cogatal, 1994), fait supposer qu'il peut interagir, enspte sa
capacité a stimuler les promoteursg, \Avec les promoteurs situés en amont des régions |
rendues accessibles selon les stimulus. Les éléndmtla LCR interagiraient, de facon
alternative et selon le stade de différenciationadeellule B, avec les différents promoteurs
(pVH et pl) du locus IgH (Arulampalaet al, 1997).

- le deuxiéme schéma d'activation implique une rehale complexes protéiques
ancres a la fibre chromatinienne se propageantisi€activateur jusqu'au promoteur. C'est le

modele "linking" mettant en jeu des protéines a éodomaines.

Gy (Off) 'b©f)  Ay(On) Gy (Of

Figure 12 : Modéle d’interaction entre les éléments activatd€hiS) 5’et les promoteurs du géne de la

B-globine (d’'aprés Bulger et Groudine, 1999).

Modéele "looping" : selon les stimulus, la transtidp est initiée pour le gerfé ou pour le gene A

Les protéines de la chromatine condensée sontsepges en vert. Un holocomplexe protéique
permettant linitiation de la transcription (HC) teseprésenté en gris, 'ARN polymérase est

représentée par des ellipses rouges, les actigagtysromoteurs fixant les facteurs nucléaires sont

représentés en jaune.
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PARTIE Ill : Mécanismes Moléculaires de la Régulaton de

I'Expression des Génes

Le génome des eucaryotes est organisé sous formehrenatine. En plus de
permettre a 'ADN d'étre contenu dans le noya jgdrticipe également a la régulation de
I'expression des genes. Pour permettre I'activateta transcription, la chromatine doit étre
remaniée. Sa structure, comprenant l'associatien ndeléosomes, doit étre décondensée
rendant ainsi accessibles aux facteurs de tramscrifes séquences activatrices de I'ADN.
Finalement, la structure du géne doit étre réomganiafin de permettre le passage de la
polymérase. Des combinaisons de facteurs ubigestagt spécifigues se lient sur les
séquences activatrices afin de contréler I'exppesdes genes. La fixation coopérative des
facteurstrans-activateurs et des protéines architecturales aeani des activateurs entraine
I'assemblage d'une structure nucléoprotéique appel@anceosome".

Comprendre comment les génes sont exprimés dahgercellulaire particulier et a
un stade de développement donné reste I'une detiansgefondamentales de la biologie. Les
genes sont souvent actives de maniere transiidénes ce cas, les événements qui s'en suivent
incluent l'inactivation du complexe d'initiation @etranscription et finalement I'établissement
d'une structure condensée de la chromatine au wivka géne et de ses séquences
régulatrices. Le mécanisme d'inactivation d'un gem varier, mais implique généralement

la liaison de répresseurs sur des éléments atgmrsat

Différentes hypothéses ont été proposées afin litergy les mécanismes qui
influencent la réorganisation spécifique de lacte de la chromatine au niveau des génes
du TCR ou des Ig. L'activation spécifique de las@iption de ces locus pourrait entrainer,
lors de la progression de la polymérase, un retaehe de la structure de la chromatine.
Néanmoins, d'autres processus tels que la méthylaes dinucléotides CpG, l'acétylation
des histones et l'activation de complexes multggoies dépendants de I'ATP, permettent

aussi de modifier la structure de la chromatine.
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Structure et organisation

Dans le noyau de cellules eucaryotes, 'ADN estpamt@ sous forme de chromatine.
L'unité de base est le nucléosome, composé d'ARIN (ib) enroulé autour d'un octamere
d'histones (formé de deux paires d'hétérodimeresHZB et H3/H4) et lié a I'histone H1 ou
H5. D'autres protéines non histones, telles queptegeines HMG, participent aussi a la
compaction de la chromatine.

De nombreuses études ont révélé le réle critiqua daromatine dans la régulation de
la transcription. Une structure trés compacte ddN est généralement associée a
I'inactivation des genes. Les genes silencieux g@meralement localisés au niveau des
télomeres ou du centromere du chromosome et aifghgée du noyau. La cellule dispose de
deux classes prépondérantes de complexes enzyemfigur moduler la conformation de la
chromatine. La premiére regroupe les histones htrétysférases et les déacétylases qui
respectivement ajoutent ou enlevent un groupenmtylaa I'extrémité amino-terminale des
histones. La seconde, comprend des complexes ddicatidn de la chromatine dépendante
de I'ATP qui altérent la structure de la chroma@nechangeant la position ou la conformation

des nucléosomes.

1 Le systeme d'acétylation/déacétylation de la chtimma

1 Acétylation et transcription

Les parties basiques des histones H3 et H4 sontises a une acétylation réversible
par des histones acétyl-transférases (HAT) ou s®raent a une déacétylation par des
déacétylases (HDAC). L'acétylation diminue les gbkarnégatives des histones, affaiblit
I'interaction de ces derniéres avec I'ADN et inHibeepliement de la fibre nucléosomique.
Ainsi, I'hyperacetylation des histones est asso@éa chromatine transcriptionnellement
active (euchromatine) alors que I'hypoacétylatish a&ssociée a la chromatine silencieuse
(hétérochromatine).

L'identification de protéines possédant une adéivécétylase ou déacétylase a

largement contribué a la compréhension du lierctlggistant entre I'acétylation des histones
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et I'expression des génes. En effet, certainegslenzymes ont été précédemment identifiées
comme des composants de la machinerie de traneaorige 'ARN Polymérase I, ou comme
des co-activateurs ou des co-répresseurs de lactipiion (pour revue : Struhl, 1998).
Cependant, il n'a pas été clairement démontré ssihistones constituent les substrats
physiologiques de I'ensemble de ces protéinesffEn en grand nombre de co-activateurs de
la transcription possede une activité HAT leur pettamt d'acétyler, non seulement les
histones, mais aussi des facteurs composant la imesieh de transcription, des
activateurs/répresseurs (tels que GATA-1 et p53jlest protéines architecturales comme
HMG-17 et 14 (Herrerat al, 1999).

2 Acétylation et recombinaison

L'acétylation des histones provoque une modificaspécifique de la structure des
nucléosomes permettant l'accés aux facteurs deaftsscription des séquences d'ADN
adjacentes. Ceci suggere un rble potentiel detyiat®n dans la régulation de I'accessibilité
des séquences RSS et donc dans le contréle deshimaisons V(D)J. Des expériendes
vitro ont montré que l'initiation des recombinaisons M(Bst inhibée lorsque les RSS sont
situées dans une structure nucléosomale compaaten(t al, 1998 ; Goldinget al, 1999).
Lorsque les nucléosomes sont déstabilisés paiclaostatine A (TSA), un inhibiteur des
déacétylases, les réarrangements sont restaurésryGit Baltimore, 1999 ; McBlane et
Boyes, 2000 ; Mathieat al, 2000). Les expériences de McBlane montrent guealtement
de cellules pré-B en culture par la TSA stimulerksrangements du locusignais pas du
locus TCHB suggérant ainsi que la spécificité tissulaire aleélgulation des recombinaisons
V(D)J ne peut étre expliguée uniquement par l'dattyn des histones. Des analyses
effectuéesn vivo ont permis de mettre en évidence une corrélatimite& entre I'acétylation
des histones et les réarrangements des locusiCR TCRH3 (McMurry et Krangel, 2000 ;
Mathieuet al, 2000).

11 La méthylation

Le processus de méthylation permet I'addition djwoupement méthyl (CH3) sur la
cytosine d’'un dinucléotide CG. Parmi les mécanismmesverrouillage de I'expression des
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géenes, la méthylation des cytosines apparait de griuplus comme un élément de contréle
important. Elle joue un rdle essentiel au courpldsieurs processus biologigues associés au
développement, comme [l'inactivation du chromosomeetXles phénomenes d'empreinte
génomique ("imprinting"), ainsi que dans la spédi tissulaire de I'expression des genes
(Jones et Takai, 2001). L'inactivation imposé pamkthylation joue aussi un réle important
dans les essais thérapeutiques ; la méthylatiorgéess suppresseurs de tumeurs contribue
directement a la progression de certains cancers gue la méthylation d’ADN exogene
introduit dans des cellules compromette les eftltsla thérapie génique. Par ailleurs, la
nature stable de la répression dépendante de lylaidn suggere que ce type de répression
soit utilisé pour linactivation globale de I'expséon de nombreux génes qui ne sont pas
nécessaires dans certaines cellules difféerendides.phénoménes de méthylation de 'ADN
au niveau des adénines surviennent également egténbccasionnellement corrélés avec
I'activité de certains genes. Leur significatioomlbgique est cependant moins claire et moins
bien explorée a ce jour que pour la méthylationCieS.

Enfin, outre les phénomenes de méthylation/démétioyl de ’ADN, on commence
actuellement a décrypter I'existence d’'un code dew® de méthylation des histones sur
différents résidus Lysine, qui semble "marquer" fégions actives des locus (d’'une fagon

variant selon le stade de maturation cellulaire).

1 Méthylation et réplication de I'ADN

Le profil de méthylation de chacune des cellulédiésa un processus dynamique de
méthylation et démeéthylation. Une DNA-méthyltramat®, Dnmtl, présente une forte
affinité pour 'ADN hémiméthylé et fonctionne dutala réplication afin de maintenir le
patron de méthylation préexistant. L'inactivatian abtte enzyme, a l'aide d'oligonucléotides
anti-sens, entraine un arrét de la réplicationAl2N en phase S (Milutinoviet al, 2003), ce
qui permettrait a la cellule de se protéger desuesr dans la méthylation de 'ADN et de
coordonner I'héritage des informations génétiquegpigénétiques. Dnmt3a et Dnmt3b,
méthylent 'ADN de novode maniere non aléatoire (pour revue Hsieh, 2@@Yevanche, la
mise en évidence d'une déméthylase est tres cangée (Cervonet al, 1999 ; Ng et Bird,
1999).

49



2 Méthylation et répression de la transcription

La méthylation peut interférer avec la transcriptipdirectement par I'inhibition de la
fixation de facteurs activateurs ou par la fixatam facteurs répresseurs sur les séquences
déemeéthylées entrainant alors I'exclusion de la mm&cke de transcription, ii) indirectement
par I'induction d’'une structure "fermée" de la amatine.

La mise en évidence de la protéine MeCP2, quise dpecifiquement sur 'ADN
méthylé, a permis de mieux comprendre le lien eldrenéthylation et l'inhibition de la
transcription (Jonest al, 1998 ; Naret al, 1998). Cette protéine possede un domaine de
liaison sur les résidus méthyl-CpG (MBD), ainsi ugqu'domaine de répression de la
transcription (TRD). Elle peut agir de deux marseaéin d'inhiber la transcription. Par son
domaine de liaison, MeCP2 peut se fixer sur unesiyeé méthylée d'un dinucléotide CpG et
recruter une activité HDAC par l'intermédiaire dm slomaine TRD (pour revue : Bird et
Wolffe, 1999), ce qui a pour effet de mainteniratat condensée de la chromatine. D'autre
part, il a été montrin vitro que le domaine TRD interagit avec la machinerigraescription,
et plus particulierement avec TFIID. Au niveau &DN meéthylé, ce complexe permet la
stabilisation d'un état répressif (Kaludov et Will2000). Ces résultats montrent ainsi que la
méthylation des séquences de genes induit la mprede la transcription par sa capacité
d'interaction avec MeCP2.

Il a été récemment montré que MeCP2 pouvait égaiemteragir directement avec la
méthyltransférase Dnmtl par son domaine TRD (KimetréShiota, 2003). Le complexe
MeCP2-Dnmtl ne contient pas de HDAC. Il permettlaitmaintenir le profil de méthylation
en se fixant a 'ADN hémiméthylé lors des divisiaefulaires.

L'inactivation des genes par la méthylation est piitnoméne bien connu des
rétrovirologues en particulier dans le cadre d¢hkxapie génique et des expérimentateurs
utilisant des transgénes, qu'ils soient épisomaulgien intégrés dans le génome. Les raisons
exactes de l'inactivation d'un gene exogene neteajdurs pas clairement connues. Le mode
et le site d'intégration ainsi que la nature mémea&he rapporteur pourrait en étre la cause.
Certains auteurs ont suggéré que les séquencdatriags puissent également participer au
phénomene d'extinction (Herét al, 1999). L'enjeu est maintenant de trouver lesensyde

passer outre l'inactivation a l'aide d'éléments gele les LCR ou les isolateurs. Ces éléments
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régulateurs de la transcription peuvent toutefot/@quer un biais dans le cas de I'étude de
I'activité transcriptionnelle dépendante de ségegtis-régulatrices des transgenes.

3 Déméthylation et recombinaison

L'implication de la méthylation des CpG dans leudure réprimée de la
chromatine a permis de suggérer une relation emnbtéthylation et contréle des
recombinaisons V(D)J. Une corrélation étroite erdéanéthylation et réarrangements des
genes des récepteurs d'antigénes a été obsengebmms pour des substrats artificiels que
pour des genes endogenes. Cependant, bien quesaiéeckhypométhylation ne suffit pas a
I'induction des réarrangements (Engdral, 1999 ; Chen et Townes, 2000 ; Chestyal,
2000). La déméthylation joue un role majeur daaxscéssibilité a la recombinase V(D)J des
différents locus. Elle semblerait précéder les redmyements. Pour le locusklgla
déméthylation d'un seul allele se produit avant mées stades pro-B et pré-B (stade des
premiers réarrangements du genéMostoslavskyet al, 1998). Ces résultats montrent que la
déméthylation précede et corréle avec l'activitgé eEombinaisons V(D)J ; par ailleurs, la
constatation d'une asymétrie inter-allélique dedéméthylation suggére son role dans le
phénomene d'exclusion allélique.

La déméthylation des locus IgH et Igk coincide alesurvenue des réarrangements
V(D)J dans les précurseurs B (Mathedral., 1983 ; Storket al, 1983 ; Goodhardet al,
1993). Au cours du développement B, l'initiationeeréarrangement des géenes des chaines
lourdes et légeres sont précédés par une reéorganiske la structure chromatinienne des
genes d'lg. Des expériences de sensibilité a lasBMNant montré que la réorganisation de la
chromatine au voisinage des segments V et J das Bwdogenes IgH etdgse produit avant
les recombinaisons V(D)J alors que l'arrét de eesmbinaisons implique des changements
de la chromatine uniqguement au niveau des segmériidaés et al, 2001). Les auteurs
montrent également une augmentation de l'acétplatis histones au stade pro-B a ces deux

locus.
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Y Un mot sur les isolateurs

Les isolateurs sont des éléments de régulatiosdrgmionnelle ayant la propriété de
protéger un géne (ou un groupe de géenes) de signappropriés émanant des séquences
adjacentes. Fonctionnellement, cette protectiofaiseselon au moins deux modalités (pour
revue : Weset al, 2002) (figure 13) :

- les isolateurs bloquent les interactions activiafgomoteur (ou répresseur-promoteur) si et
seulement s'ils sont situés entre ces deux élémemtparle alors de fonction de blocage ;
- ils protégent les génes des effets répressifa deromatine adjacente ; on parle dans ce cas

de barriere chromatinienne.

A CE%l—o—o—o—o—o—o— barridre

/\ blocage de
lactivateur

Figure 13 : Deux fonctions sont associées aux is@ars :

A : Certains isolateurs peuvent agir comme une bargentre la formation et la progression de la
condensation de la chromatine.

B : D’autres peuvent servir d’élément de blocage digtivateur. lls protégent ainsi I'action d'un
activateur si et seulement s'il est placé entrderaier et un promoteur.

(adapté de Burgess-Beusgal., 2002).

Découverts a l'origine chez la drosophile (Udvaetal, 1985), les isolateurs ont par
la suite été identifiés dans d’autres organismepuid la levure jusqu'a 'homme. Ces

éléments ont été localisés dans les séquencesatdécgsd des génes complexes, entre deux
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locus adjacents ou aux limites entre la chromatimedensée (locus actif) et décondensée
(locus inactif). Dans certains cas, ils sont cal®eés avec les MAR (Nabirochkiet al,
1998). Au sein des séquences isolatrices se trouveou plusieurs sites hypersensibles a la
DNase |, ainsi que des sites de fixation pour degmes a motifs en doigts de zinc.
L'isolateur le mieux caractérisé chez les vertésigrésent en 5' du locus dela
globine chez le poulet (Chured al, 1993) (figure 14). Il contient un site hyperdblea la
DNase | appelé HS4 qui est retrouvé dans tousidesst Sa localisation coincide avec la
région transitoire entre la conformation activeirgictive de la chromatine (Hebbes al.,
1994). L'activité isolatrice est localisée dansfragment d'ADN de 250 pb riches en GC
(Chunget al, 1997). Ce fragment présente cing sites de @rgpiour des facteurs nucléaires,
dont un site de fixation pour la protéine CTCF (O@cbinding factor) & onze motifs en
doigt de zinc. Cette protéine est tres conservéz dbs vertébrés et son expression est

ubiquitaire. Elle serait responsable de I'actibitquante des isolateurs (Betlal, 1999).

Isolateur Isolateur
5'HS4 3'HS
Chromatine HS3 HS2 HS1
condenséel p B B €
A cxzzxes v vey [ 1 1] -1 m
gene FR // \\ activateur gene OR
/// \\\ B/s
HS4 )
e 000
/ \\ Isolateur
Y N 1.2 kb
/ \
s/ AN
B / \.
nm 1w v
E e e = B Core
. 250 pb
site
CTCF

Figure 14 : Localisation et structure de I'isolaten 5’HS4 de poulet
A : Schéma du locus de [globine de poulet. Les génes de la globine somtésentés par des
rectangles gris, I'activate@e par une ellipse grise. La LCR est localisée enrdrdes génes de f&
globine. Le locus est encadré par deux isolatéiir$S4 et 3'HS4. Il est flanqué du cbété 5 d’'une
région de chromatine condensée (16 kb) et d’'un gedant un récepteur au folate (FR), et du cété 3’
d’'un géne codant un récepteur odorant (OR).
B : Structure du "core" isolateur montrant le sitdidation pour la protéine CTCF.
(d'aprés Recillas-Targat al, 2002).
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Fonctionnel chez de nombreuses especes, y conapeseuris (Szabet al, 2002),
I'isolateur 5’'HS4 a été testé pour sa capacit®@@ger un gene rapporteur contre les effets de
position. Ainsi, il confere une expression indépmemd du site d'intégration d'un gene
responsable de la couleur des yeux chez la drdsof@hunget al, 1997). Il agirait comme
une barriere chromatinienne en permettant 'adéyplades régions protégées, et/ou en
inhibant I'action des histones déacétylases ehutbylases (Pikaa#t al, 1998). Cependant
des expériences de transfection stable tendenativiger le rle de cet isolateur. Il ne serait
pas dominant dans tous les contextes et n‘empécpasasystématiquement une inactivation
des transgenes suivant le site d'intégration (\adteal., 1999). De plus, alors que l'isolateur
augmente la probabilité de I'expression d'un rétusvintégré aléatoirement dans une lignée
cellulaire erythroleucémique de souris et protaggeséquences LTR de la méthylation, il ne
protége pas le vecteur rétroviral de la méthylatans une lignée de cellules ES (Rivelta
al., 2000). Enfin, les activités de blocage des adtivast et de barriere chromatinienne
semblent dissociées (Recillas-Tarmgfaal, 2002). La premiere serait dépendante du site de
fixation pour la protéine CTCF, alors que la se@ddpendrait des quatre autres régions du

fragment de 250 pb et ne nécessiterait pas CTCF.
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RESULTATS

ARTICLE 1

Références :
The B-globin HS4 insulator confers copy-number dependeqiressionof IgH regulatory

elements in stable B cell transfectants. (2003)réace Guglielmi Véronique Truffinet,

Michel Cogné, et Yves Denizot. Immunology Lettars|. 89, pages 119-123.

Des expériences de transfections stables et degigaase ont montré que la région 3'
IgH et I'élément H se comportent chez la souris comme une LCR, canféau gene
rapporteur dans des lignées lymphoides une expresgiécifique indépendante du site
d'intégration. Afin de déterminer plus précisémieftet de ces régions régulatrices sur une
eventuelle expression dépendante du nombre de scapiégré, nous avons étudié par
transfection stable I'expression du gene rapport@KFP associé aux activateurs
transcriptionnels de la région 3' IgH et/ou p. Bous avons également analysé l'effet de
l'isolateur 5'HS4 de Ig3-globine de poulet lorsqu'il est placé de part &utde des
constructions. Nous démontrons que la région 3, EyHprésence ou non dg,Ehe permet
une expression dépendante du nombre de copie®ipapi¢ les constructions sont flanquées

d'isolateurs.
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ARTICLE 2

Références :
Effect of the 1 IgH enhancer on expression of a GFP reporter gettansfected B cells and

transgenic mice. (2003) Laurence Guglieliiarc Le Bert, Michel Cogné, et Yves Denizot.

Immunology Lettersvol. 86, Pages 77-83.

L'activateur intronique K, largement utilisé dans des modéles de sourisgéamnques,
possede une activité transcriptionnelle s'exprinmaimcipalement dans la lignée lymphoide
B. Son étudein vitro a montré qu'il semblait actif tout au long du déppement des
lymphocytes B. Nous souhaitions développer un n®del vivo nous permettant de
déterminer avec précision les stades de la difeéaéon B au cours desquelgiEest actif.
Nous avons ainsi construit un transgéne dans légugEne rapporteuBFP est placé sous le
contréle de p¥ et de l'activateur Eu. Alors que cette construcs@xprime fortement dans
des lignées de souris pré-B (18.81) et B maturd)Adlle ne s'exprime pas dans les 3 lignées
de souris transgéniques établies. Le transgemaéthilé dans les différents tissus analysés et
aucun transcrit GFP n'a pu étre mis en évidencs. risultats soulignent ainsi la différence
qui peut exister entre les modélesvitro et in vivo et la plus grande ampleur des effets

positionnels dans ces derniers.
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ARTICLE 3

Références :
Insulators to improve expression of a 3' IgH LCReeln reportergene in transgenic mouse
models. (2003) Laurence GuglielnMarc Le Bert, Véronique Truffinet, Michel Cognet,

Yves DenizotBiochemical and Biophysical Research Communicatal. 307, pages 466-
471.

La région 3' du locus IgH de la souris permet, ddes systéemes de transfection
transitoire, une forte expression des genes ragyaridans des lignées cellulaires B matures
et semble inactive dans des cellules représensaties stades de différenciation B plus
précoces. Des analyses de ciblage génique ontnégialenontré le réle de I'ensemble des
éléments de cette région dans des événementsstatdifla différenciation tels que la
commutation isotypique. Afin d'analyskr vivo, l'activité transcriptionnelle induite par cette
région au cours du développement B, nous avondi étalmodeéle de souris transgénique,
analogue a celui exposé précédemment, dans lexmgéhke codant pour la GFP est cette fois-
ci placé sous le controle de p\et de la LCR entiere (c'est-a-dire comprenantgiestre
éléments hs). Les transgenes utilisés sont entourésn de l'isolateur 5'HS4 defeglobine
de poulet afin d'éviter les effets de position scwanés par l'insertion aléatoire des transgénes
dans le génome hoéte.

Nous démontrons que, dans notre modele, la rédidggH3n'est pas capable a elle
seule d'induiren vivo la transcription du gen€FP. En revanche, la présence des isolateurs
permet d'éviter, au moins partiellement, l'inaditva du transgene. L'analyse de ces souris
montre que la région 3' IgH est active uniguemamisdes cellules B, du stade pré-B au stade
B mature. Nous montrons ainsi le bénéfice que pauapporter les isolateurs pour faciliter
I'expression de transgenes. Cependant, ceux-Ci emmeptent pas une expression, non
seulement "a coup sr", mais également stable lgatesnps, puisque nos transgénes actifs
chez des animaux jeunes sont ainsi finalement irggctau cours du vieillissement de la

souris.
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ARTICLE 4

Références :
Combination of 3" and 5 IgH regulatory elementsnmas the B-specific endogenous
expression pattern of IgH genes from pro-B cellsnature B cells in a transgenic mouse

model. (2003)_Laurence GuglielmMarc Le Bert, Isabelle Comte, Marie-Laure Dessain,

Mireille Drouet, Christiane Ayer-Le Lievre, Mich€ogné, et Yves DenizoBiochemica et

Biophysica Acta — Molecular Cell Reseai@tcepté pour publication).

Nous avons souhaité affiner notre analyse en 6t des lignées de souris
transgéniques dans lesquelles le géne rappdBE&rest placé sous le double contrble des
séquences 3’ IgH et de I'activateur introniqye Bos résultats montrent que l'association des
deux régions régulatrices, 3' et 5', permet uneesgion du transgene, alors que chacune des
régions régulatrices utilisée isolément ne le pémpas. Le transgene est exprimé uniquement
dans la lignée B dés le stade pro-B et son exmmesse poursuit tout au long du
développement jusqu'au stade B mature. Ce mod#iane les précédents, n'échappe pas au
phénomeéne d'inactivation par méthylation du tranegi&vec I'age.

Nos résultats montrent ainsi que I'ensemble desedits nécessaires au contrble de la
régulation transcriptionnelle du locus IgH agissemtcoopération, voire en synergie, afin de

permettre ensemble une activité transcriptionmabeimale.
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DISCUSSION et PERSPECTIVES

Au cours de ce travail, nous avons développé dedelas de souris transgéniques
nous permettant d'analyser plus particulieremenk gmints : i) la spécificité tissulaire de
I'expression de transgenes placés sous le cortsdedifférents activateurspEet/ou LCR
(figure 15) ; ii) les stades du développement desphocytes B au cours desquels les
transgenes sont exprimeés.

Pour cela, nous avons utilisé le géne codant ppuGFP comme rapporteur. Les
cellules exprimant cette protéine peuvent étreldam@nt analysées individuellement et
directement par passage au cytometre de flux s g@éaivent alors étre marquées par des
anticorps dirigés contre des antigenes de surfaci@risant un type cellulaire ou un stade
de différenciation donné. Les vecteurs d'expresgjae nous avons utilisés respectent
l'arrangement endogéne du locus IgH : I'organisgpalindromique de la région 3' IgH est
conserveée, et le fragmenfitiele nos constructions comprend les éléments MARSiEN 5' et
3' de l'activateur. Nous avons également test@saipilité de recourir a l'isolateur 5’HS4 de
la B-globine de poulet afin de limiter les effets desifion lors de l'intégration aléatoire des
transgenes dans un génome hote.

Nous avons obtenu jusqu'a présent deux lignéesudes présentant une expression de
la GFP, les lignées I-GFP-LCR-l etuEsFP-LCR. Leur analyse montre que ces deux
transgenes sont spécifiguement exprimés dansrnédig. La région 3' IgH est active du stade
pré-B au stade B mature, alors que l'associatiendeéex régions régulatrices 3' IgH et Ep
permet une expression du transgene tout au lomigdeloppement B, du stade pro-B au stade
B mature. Afin de poursuivre cette étude, nousnallprochainement obtenir des souris I-Ep-
GFP-l. Nous disposons actuellement d'animaux clis@ortant cette construction et nous
attendons la transmission germinale du transgeng piectuer I'analyse de son profil
d'expression.

Les étudesn vitro et in vivo ont montré des résultats différents. Les transgéne
s'expriment tous de facon stable dans des lignéladaires, alors qu'ils sont soumis a une
inactivation chez la souris. Celle-ci intervientitstres t6t, des les premiers jours du
développement embryonnaire pour les transgenes g6 GFP-LCR, soit progressivement
au cours de l'ontogénie de la souris pour les geamess Eu-GFP-LCR et I-GFP-LCR-I. Elle
est probablement la conséquence du processus Hglatién des séquences d'ADN exogéne.
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Figure 15 : Récapitulatif des différentes construdbns utilisées dans nos travaux
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DISCUSSION

Svynergies entre les différents éléments activawiscus IgH

La recherche de synergies transcriptionnelles diacéivateur intronique Ep et les
éléments 3' du locus IgH a été mise en oeuvre Iparepirs équipes. Chacune a employé des
promoteurs et des combinaisons d'activateurs diités. Les géenes rapporteurs utilisés et les
lignées cellulaires transfectées sont égalemetincis. Les résultats de I'ensemble de ces
études en sont, de ce fait, assez délicats a cemplasemble cependant en ressortir qu'une
coopération importante a lieu entre les différentggionscis-régulatrices. L'organisation
génomique des différentes séquences activatriceisgiégalement jouer un réle important
dans cette régulation. Une équipe a constaté qustance séparant Ep de hsl,2 pouvait
avoir des conséquences importantes sur I'effatadetir transcriptionnel (Mocikat al, 1993
et 1995). Hs1,2 placé en aval du géene d'expressiom effet co-activateur de I'élément Ep,
alors que sa juxtaposition a Ep annule curieusetoemteffet activateur. Hs1,2 semble ainsi
interagir avec Ep différemment selon la dispositietnla distance qui sépare les deux
éléments. Dans un systéme utilisant le géne ragyoode la luciférase placé sous le controle
du promoteur de la thymidine kinase, d'autres astalont pu montrer de coopération entre
Eu et hsl,2 en expression transitoire dans desdgypre-B, B et plasmocytaire (Fulton et
Van Ness, 1994).

La région 3' IgH constitue une région de contr@datus (LCR). Cette fonction a tout
d'abord été montrém vitro par transfection stable d'une lignée plasmocyt@tadisen et
Groudine, 1994). Elle a ensuite été confirmée, dams unique étude, chez des animaux
transgéniques dans lesquels le gene tronqué (eglabine humaine a été placé sous le
contréle de p¥ et de la LCR globale. Dans ce dernier cas, icajgendant pu étre établi de
relation linéaire entre le nombre de copies dusgane et son niveau d'expression (Chauveau
et al, 1999). L'ensemble des constructions utilisast é&ments 3' ne renferme que les
"coeurs” des activateurs. Il pourrait cependanttexiau sein des régions intervenantes
d'autres séquences nécessaires aux éléments b$33,Hs3b et hs4 pour constituer une LCR

compléte. Ainsi, I'élément hsl,2 est flanqué detipns inversées qui jouent certainement
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un rdéle important dans la régulation de la régiorCas répétitions pourraient participer, avec
l'aide de facteurs de liaison a I'ADN, a l'étatdisent d'une structure secondaire ou tertiaire
de la chromatine (Pinauet al, 1997). Une situation similaire existerait potautres LCR
telle que celle du locus de ffaglobine de souris ou I'élément hs3 est flanquéegdétitions en
tandem de 600 pb (Hugf al, 1992), ou celui de I'adénosine déaminase chemihe qui est

entouré de plusieurs répétions inversées et eemadronowet al, 1995).

Au cours de cette these, nous avons déterminévo la cinétique d'activation de la
région 3' IgH chez la souris, en association ou an®t Ep, au cours du développement des
lymphocytes B. Nos résultats vont dans le sensed& précédemment obseniésvitro lors
d'expériences de transfection transitoire utilisi@st genes rapporteurs luciférase ou CAT
(Onget al, 1998 ; Chauveaet al, 1998b). Les activateurs sont disposés dans leng&rie
facon linéaire et semblent interagir les uns awec dutres afin d'obtenir une large unité
fonctionnelle. Ep est actif aux stades précoces didférenciation B : il joue un réle dans la
transcription, et sa délétion a montré son impagatans le contréle des recombinaisopgV
DJ; (Chenet al 1993 ; Serwe et Sablitzky, 1993). Dans les étgges tardives de la
différenciation, Ep devient moins important. Leénéénts hs3a, hsl,2, hs3b et hs4 débutent
alors leur activité : ils agissent en synergie refopblement en coopération avec Eu afin de
permettre la transcription de genes leur étantcéssolLeur implication dans les événements
tels que la commutation de classe et I'nypermutatmmatique renforce l'idée d'une activité
tardive de ces activateurs au cours du développeBeh'analyse des souris I-Epu-GFP-I
nous permettra de confirmer si Ep, pris individeigént, permet une activation de la
transcription uniquement au cours des stades peécde la différenciation B, ou s'il reste
fonctionnel tout au long de la différenciation.

Ong et coll. (1998) ont montré que la synergie eeds activateurs est beaucoup
moins importante quand un promoteur différent del @gt utilisé. Les motifs de fixation de
protéines présents dans les promoteurs, ainsi @ue chacun des activateurs, contribuent tres
probablement a cet effet synergique. Ainsi, le dattranscriptionnel du locus IgH change
au cours du déeveloppement B. Les activateurs ontOim différent suivant le stade de
développement considéré. Ceci implique que lesiphedt motifs de fixation de facteurs

nucléaires soient différemment occupés a divers embsn
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Birshtein et coll. ont émis I'hypothése selon ldiguBensemble de la région 3’ du
locus consisterait en deux unités : la premiérdiguprait le palindrome hs3a-hs1,2-hs3b et
la seconde comprendrait I'élément isolé, hs4. Cleesouris, en plus de cette dualité
structurale, intervient une dualité fonctionnelleea des éléments réputés faibles et
spécifiques des cellules B matures et des plasmedfis3a, hs1l2, hs3b) et un élément
fortement actif aux stades précoces de la difféation B (hs4). Il a été montré un effet
concerté des trois partenaires du palindrome migieurs effets activateurs transcriptionnels
obtenus l'ont été lorsque le palindrome était preéskans son intégralité en respectant la
conformation endogéne. De plus, un fort effet tcapsionnel a été observé, dans les
plasmocytes, avec le fragment contenant les rép@&iinversées immédiatement flanquantes
de hsl,2 (Chauveat al., 1998b).

Le locus IgH humain est plus complexe que celuilalesouris. Il présente une
duplication des régions constantes associée aupleation des régions régulatrices situées
en 3' de @1 et 2. Ces derniéres se révélent étre quasi identijure a l'autre et
présentent de grandes similitudes avec la régiatu3bcus de souris, notamment I'inclusion
d’une structure palindromique centrée sur hs1,@l (8ément hs3b n'est pas dupliqué en aval
de hsl1,2). Il faut cependant noter que contrairér@mex éléments régulateurs 3’ de souris qui
s’étendent sur environ 35 kb, les éléments humsensondensent sur environ 15 kb. Mills et
coll. attribuent a ces régions les différences pregsion observées entre les deux groupes de
régions constantes. Ainsi, I'expression des réegoamstantes situées dans le groupe le plus en
5’ sur le locus est beaucoup plus élevée que dellerégions situées plus en aval (Sidetas
al., 1992). La distance entre Ep et les régions afgoks 3’ pourrait participer a la
modulation de I'expression des régions constarites.synergies observées, chez la souris,
entre Ep et les différents activateurs transcniptéds 3’ du locus confortent cette hypothése.
Ces données laissent en effet présager un roleriampodes interactions entre toutes les
régions régulatrices du locus IgH pour I'expresgies chaines d’lg humaines.

L'implication éventuelle des régions régulatricefgBl dans certaines pathologies est
assez peu documentée. On peut a ce sujet citainertas de lymphomes de Burkitt
présentant des translocations chromosomiques (8d4pncogene-mycqui le placent au
voisinage de la partie 3’ du locus IgH. De tellesambinaisons n’associent pas l'activateur
intronique Ep & I'oncogéne. Ce fait laisserait siggp que les activateurs transcriptionnels 3’

du locus sont vraisemblablement responsables ggréssion dérégulée demyc(Madisen et
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Groudine, 1994). Par ailleurs, compte tenu du s@lgposé de ces éléments dans le processus
de commutation isotypique, leur altération pourégjalement étre associée a des anomalies
de production de certains isotypes d’lg. Ainsi, éhede réalisée chez des patients présentant
des néphropathies idiopathiques a IgA (maladie dagd), caractérisées par une
hyperproduction des IgA montre que la présence d'un allele particuliengle2 est corrélée
avec une progression plus rapide de la maladie €upt al, 2000). D’autres déficits
immunitaires humoraux mériteraient d’étre exploeés'3’IgH" tels que les déficits sélectifs

en IgA et/ou en sous classe d’IgG.

1 Etude de la spécificité tissulaire de la foncti@s dctivateurs

La question de la spécificité tissulaire de I'espren des genes d'lg fait I'objet de
nombreuses recherches. Cette spécificité a été danpremier temps attribuée aux
promoteurs. Des études dans des lignées cellulaimedout d'abord montré qu'ils étaient
actifs spécifiguement dans les lymphocytes B, tautong du développement (Masenal,
1985 ; Dreyfuset al, 1987 ; Wirthet al, 1987 ; Staudt et Lenardo, 1991). Cependant, dans
des expériences de trangénese, le promotguesY actif aussi bien dans les cellules B que
dans les thymocytes lorsqu'il est associé a laiiv Ep (Grosschedét al, 1984 ;
Grosschedl et Baltimore, 1985 ; Jenuwein et Gras#icii991) ; une expression "aberrante" a
également été observée dans les muscles squeatsttidenuwein eGrosschedl, 1991). De
nombreux autres modeles de transgénese ayant @guerse régulatrice Ep, mais utilisant
un promoteur autre que ply montrent une expression restreinte a la lignéghoide (Reik
et al, 1987 ; Coolet al, 1995 ; Storlket al, 1986 ; Hagmaet al, 1989).

L'activité de Epn dans la lignée T peut s'expliqo@r la fixation sur cet activateur de
facteurs transcriptionnels soit spécifiques deigaéle lymphoide soit ubiquitaires. Certains
auteurs ont suggéré que des protéines de régulaggative pourraient se fixer sur les
séquences activatrices afin de réprimer leur espresdans des cellules non B (Kadesth
al., 1986). Il a d'ailleurs été montré initialemenedes MAR régulent négativement I'élément
Eun (Cockerillet al, 1987 ; Wasylyk et Wasylyk, 1986).

Un modele intéressant de souris transgénique désetét, étudiant I'expression d'un

géne rapporteur placé sous le contrle de Eu ptatnoteur de la conalbumine de poulet. Ce
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transgene est transcrit aussi bien dans les celBlgue dans d'autres tissus, ces derniers
variant d'une lignée a une autre (Gerlingeal, 1986). Cet exemple illustre bien la difficulté
de travailler sur des animaux transgéniques. Bigilsgprésentent un profil d'expression
commun, des différences individuelles peuvent adpa:; soulignant le probleme de
reproductibilité entre les différentes équipes dmherche. Chaque lignée de souris

transgénique constitue ainsi un modeéle en soi.

Des résultats similaires ont été obtenus avec ume gapporteur @ placé sous le
contrdle de hsl,2 et de p\Myui s'exprime a la fois dans les lignées B et md@ssoret al,
1998). Chauveau et coll. (1999) ont réalisé un rieodé souris transgénique dans lequel le
gene tronqué de IB-globine a été placé sous le contréle dedipt des quatre activateurs
hs3a, hsl,2, hs3b, et hs4. L'analyse de ces soptismettre en évidence la présence d'’ARN
B-globine spécifiguement dans le compartiment B. Wms faible expression a pu étre
observée dans le thymus. Elle serait due a la peésde quelques cellules B dans ce tissu.
Ainsi, l'association de I'ensemble des activatsiit&s en 3' du locus IgH semble nécessaire a

I'activité spécifique de la région régulatrice 8hd les cellules B.

A la vue de l'ensemble de ces résultats, il appapa@ chacun des éléments de
régulation puisse participer a la spécificité daihe de I'expression des Ig sans en étre, pour
autant, suffisant : ils n'agissent pas individuekat mais en collaboration afin d'obtenir une
expression correcte selon le stade du développeshdémtype cellulaire. Il reste maintenant a
définir les mécanismes moléculaires impliqués deetse régulation. Tous ces activateurs
possédent de multiples motifs de fixation pour dasteurs nucléaires qu'ils soient

ubiquitaires, spécifiques de la lignée lymphoideleda lignée B.

1 Inactivation des transgenes

Nous avons dans un premier temps étudié I'expressaos différentes constructions
par transfection stable de lignées cellulaires Bal&ris. Toutes les constructions s'expriment
a la fois dans des cellules pré-B et B matureguat éxpression est stable. Nous avons cultivé

certains clones plus de trois mois sans observeraggfication de I'expression de la GFP. En
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revanche, le profil observé par trangénése estatane. Les transgenes Eu-GFP et GFP-LCR
ne sont pas exprimém vivo et sont méthylés des le stade embryonnaire. Ajnss
individuellement, les activateurs de la régiont3'ane permettent pas, dans nos modeles, une
expression du transgene. Ces résultats remettarsiuese leur propriété de LCR. L'association
des deux régions régulatrices au sein d'un ménmsdgeme entraine en revanche une
expression de la GFP, confirmant que I'ensemblesdgsencesis-régulatrices contenues
dans le locus IgH participe a la régulation de ringcription afin de former une unité
fonctionnelle importante. Dans ces derniéres sdqligsée Eu-GFP-LCR), I'expression de la
GFP est cependant transitoire. Les souris agéptudale six semaines ne présentent plus de
cellules fluorescentes détectables. Nous avon®reloé les causes de cette inactivation. Il ne
s'agissait pas d'une délétion du transgene, niwdations introduites dans la séquence codant
pour la GFP (communication C. Le Morvan). La stiatidn des splénocytes par différentes
combinaisons de cytokines n'a pas permis de r@&adtéxpression. Nous nous sommes alors
intéressés au profil de méthylation du transgendiff@rents ages de souris. De fagon
intéressante les résultats de cette analyse ontrénque le profil de méthylation n'est pas
corrélé a l'activité transcriptionnelle et n'ess E@écifique du tissu exprimant le transgene.
Ainsi la séquence codant pour la GFP chez desss@irnes, agées de 1 a 2 semaines, est
complétement déméthylée quel que soit le tissuidéres (rate, thymus, foie adulte, coeur ou
reins) alors que le transgeéne n'est exprimé que kdarate et la moelle osseuse de ces souris.
La méthylation progressive du transgene se famiemen parallele dans tous ces tissus. Ces
résultats montrent que la déméthylation de I'ADMsn'pas suffisante pour induire la
transcription des génes qui nécessite la fixatiom domplexe protéique sur les séguences
promotrices et activatrices. Le fait que les tramsg démeéthylés ne soient pas exprimés dans
des tissus autres que la rate et la moelle osgeEuseait étre la conséquence de la fixation de
protéines impliquées dans la régulation négativeodus IgH ou d'une absence de fixation de

facteurs de transcription.

Les parametres influencant linactivation des segee d'’ADN exogenes par le
processus de méthylation ne sont pas clairememisléDe nombreuses hypothéses ont été
émises parmi lesquelles :

- le site d'intégration : un transgene intégré dams région fortement réprimée, a
proximité de I'hétérochromatine, aurait moins dende d'étre exprimé que s'il était intégre

dans une région a chromatine ouverte.
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- l'intégration dans le génome de cellules tranéaboutit souvent a la formation de
multimeres. Or il a été montré que l'intégrationndgrand nombre de copies en tandem
pouvait aboutir a une inactivation des transge@esr(cket al, 1998).

- la séquence méme du géne rapporteur (le géne [@3&sente notamment de
nombreux sites de méthylation potentielle) et lureades activateurs et promoteurs régulant
son expression pourraient également jouer un keetfet al, 1999).

Pour palier a linactivation systématique de nosstoictions chez la souris, nous
avons utilisé, comme outil, l'isolateur 5' HS4 deilpt. En effet, cet isolateur a été décrit pour
se capacité a augmenter la probabilité de I'exjpeste transgenes intégrés de facon aléatoire
dans le génome et a le protéger de la méthylaRorella et al, 2000). Ainsi, chez la souris,
les isolateurs permettent I'expression du transg8R®-LCR qui en leur absence est
silencieux (article 3). lls n‘'empéchent cependast yne perte progressive de son expression.
De plus, ils n'induisent pas une expression "a @iup puisque sur quatre lignées de souris
portant le transgénes I-GFP-LCR-I provenant derguelbnes ES différents seule la moitié
d'entre elles présente une expression de la GFPd'@rtres auteurs ont montré que les
isolateurs ne permettaient pas une expressionnsgttpie des transgénes selon le site
d'intégration (Walterst al, 1999), ce qui pourrait étre également le cas datre étude.

Nous avons également montré, par transfection estdbl lignée cellulaire 18.81 et
A20, que, seuls, ni Ep et ni LCR ne peuvent conféne expression du géne rapporteur GFP
dépendante du nombre de copies intégrées. En fexalacprésence des isolateurs flanquant
la construction rétablit cette propriété (article Ainsi, en protégeant nos différentes
constructions des signaux activateurs ou répressénranant des séquences adjacentes,
l'isolateur 5'HS4 permet une expression plus homegkun clone cellulaire a un autre pour

un nombre de copies de transgene intégré équivalent
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PERSPECTIVES

Etude de l'activateur hs4 a l'aide de souris krongk-

Une des approches utilisées pour I'étude des étérosractivateurs de la région 3'
IgH a consisté en leur remplacement ou leur déigbar recombinaison homologue chez la
souris. Le remplacement des éléments hsl,2 parassette pgk-né6 a montré une
dérégulation des événements de commutation deedfassompagnée d'une diminution de la
transcription germinale) touchant les isotypes lg3gG2b, IgG3 et IgE (Cogret al, 1994).
En revanche les délétions individuelles de hs1,Bg8a ne s'accompagne d'aucune anomalie
(Manis et al, 1998). Plus récemment, il a été montré que latidé conjointe des deux
activateurs les plus en aval du locus, hs3b et akdre la commutation de classe et la
synthese des Ig (Pinaed al, 2001). Une hypothese serait que ce dernier pgacoit di a
labsence de I'éléement hs4. En effet, la délétimalé de hs3a n'ayant conféré aucun
phénotype particulier, la suppression de son hoguaglchs3b pourrait également étre sans
effet majeur, d'autant que ce dernier n'existechag I'homme. Pour répondre a cette question
nous avons entrepris la délétion de I'élément he4 ta souris. Ce projet rentre dans le cadre
d'une collaboration avec le laboratoire du Dr. @arvard Medical School, Boston) qui a
pour projet la délétion de I'ensemble du palindrofimg3a-hs1,2-hs3b) afin de rechercher
l'utilité des séquences répétées de part et d'datfélément hsl,2.

1 Transgenes-myc

Dans les cellules de lymphomes de Burkitt, unestmmation mettant en contact le
proto-oncogéene-mycavec des séquences régulatrices du locus IgHL8145% des cas) ou
des locus Ig ou Ig\ (12;8 ou t8;22, 25% des cas) est souvent obsetvérpression de la
protéine c-Myc, impliqguée dans la régulation duleyeellulaire des cellules normales, est

alors dérégulée et conduit a une prolifération @ckes cellules B.
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Jusqu'a présent les animaux transgénigumycdocumentés ont été réalisés avec des
transgénes incluant des éléments activateurs igtresa (Ep ou les activateurs de chaines
légeres) dont l'activité au cours du développerBeest précoce (Harrist al, 1988 ; Schmidt
et al, 1988 ; Polacket al, 1993). Aucun des modeles obtenus n'a ainsi puwdeire
réellement la biologie du lymphome de Burkitt, itift®@ comme une prolifération "centre
germinatif ou post-centre germinatif'. En effets louris transgéniques développent pour la
plupart des lymphomes B de phénotype immaturengsiement pré-B.

Nous sommes donc actuellement en train de réalisersouris E-mycLCR-I qui
incluent les activateurs 3' IgH connus pour leuivdé tardive au cours de l'ontogénie B et
jouant un réle majeur dans le processus de comimtde classe spécifiguement activé au
sein des centres germinatifs. Nous espérons powlignir de souris transgéniques qui

reconstituent un modéle de lymphome plus procha gathologie humaine.

P1-P2 hs3a hs1,2 hs3b hs4
c-myc

oy >aome=a §

Figure 16 : constructionc-myc

le proto-oncogéne-mychumain est placé sous le double contrble de la BCRH et de ses deux
promoteurs P1 et P2.
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