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ABREVIATIONS

aa: acides aminés

Ac : anticorps

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : acide désoxyribonucléique
complémentaire

Ag : antigéne

AID : “Activation-Induced cytidine
Deaminase”

ARN : acide ribonucléique

ARNmM : acide ribonucléique messager
BCR : récepteur a I'antigene des cellules B
CD40-L : ligand de CD40

CDR : “complementarity-determining
regions”

CG : centre germinatif

Cy : région constante de la chaine lourde
d'immunoglobuline

CPA : Cellule Présentatrice de I'Ag

D : segment de diversité

DAG : diacylglycérol

FDC : « Follicular Dendritic Cell »

HIGM 2 : syndrome d’hyper IgM de type
2

HS : site hypersensible a la DNase |

IFN : interféron

lg : immunoglobuline

IgH : chaine lourde d'immunoglobuline
IL :interleukine

ITAM

activation motif”

. * immune receptor tyrosine-based

J : segment de jonction

LCR : région de contréle du locus

LPS : lipopolysaccharide bactérien

Kb : kilobase

KO : « knock out » : délétion de géne par
recombinaison homologue

MAR : matrix attachment region

Néo® : géne de résistance a la néomycine
NHEJ : jonctions d’extrémités non
homologues

PALS : “PeriArteriolar Lymphoid Sheat”
PKC : protéine kinase C

RAG : génes d’activation de la
recombinaison

RSS: séquence signal de recombinaison
S: région de commutation « switch »

V : région variable



INTRODUCTION

Le systeme immunitaire posséde des capacités danmaissance et de mémoire qui
permettent normalement la tolérance des antigenesodet I'élimination des antigenes du
non-soi. La réponse immunitaire humorale repose des récepteurs des cellules B,
spécifigues des antigénes, qui seront ensuite téécigous la forme d’anticorps : les
immunoglobulines (Ig).

Ces protéines effectrices Ig synthétisées pacdéisles de la lignée lymphocytaire B
sont capables de lier spécifiguement un antigerez gour but final I'élimination de ce
dernier. Les immunoglobulines sont des tétrameéerestigues composés de deux chaines
lourdes H identiques et deux chaines légéres Ltigless reliées entre elles par des ponts
disulfures. La plupart des vertébrés possede dgpestde chaines Iégéres €t A), qui
peuvent s’associer a chacune des cing classes aleeshlourdesy o, y, a, €). La
comparaison des séquences protéiques de chaimdsdoet Iégéres a permis de distinguer
deux régions rendant compte de la dualité foncetaret structurale des Ig. La partie amino-
terminale, appelée région variable V, est tresdifite d’'une chaine a une autre. Les régions
variables des chaines lourde et légere interadigsear former le site de fixation de
'antigene déterminant ainsi la spécificité de I'lgp partie carboxy-terminale est, elle, tres
conservée entre les chaines légéres d’'un mémeetyps chaines lourdes d’'une méme classe.
Cette région constante C confere a I'lg ses fonsti@ffectrices (fixation de certains
composants du complément, interaction avec depte&nes spécifiques a la surface d’autres
types cellulaires...) (Figurel).

Les mécanismes conduisant a I'expression des imghoinalines par les cellules de la
lignée lymphocytaire B sont particulierement compke En effet, des lors qu’une cellule est
engageée dans la voie de la différenciation B, leseg d’lg vont subir un ensemble de
réarrangements intra-géniques ordonnés et compl@coes devenir fonctionnels. Ces
réarrangements, qui sont également des marqueurfa deaturation des cellules B,
aboutissent a I'expression du récepteur a 'anggiémla cellule B (BCR).

Avant d’aborder mon travail de thése, je vais rég@pkorganisation des genes d’lg,
les mécanismes génétiques impliqués dans la syntless anticorps ainsi que les différents
éléments, répartis sur tout le locus, participalat @gulation de cette synthése au cours de la

différenciation des cellules B.



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

|. Organisation des genes d'immunoglobulines

I.1. Locus des chaines lIégéres

Les genes des chaines légekesont situés sur le chromosome 6 de la souris. La
disposition germinale comprend entre 90 et 300 se@sn\K et 5 segmentxJqui codent la
région variable de la chaine, et un seul segmetantda partie constantecFigure 2).

Les génes des chaines |égéresont sur le chromosome 16 de la souris répartié en
familles comprenant chacune une paire de segmenit CA (JA; a JAset CApa CAy) ; le
locus ne comporte que deux segments variables ¥ segment ¥; s’associe
préférentiellement aAd et A, alors que le segmeni\y s’associe préférentiellement & Jles

segmentsAl, et Q\4 étant défectifs).

|.2. Locus des chaines lourdes

Les génes des chaines lourdes, situés sur le oboone 12 de la souris comprennent
100 a 200 segmentsyYune douzaine de segments (@es segments appelés « de diversité »
sont propres au locus de chaines lourdes ou Igdh gfroupe de quatre segmenis slivis
de huit genes codant des régions constantes det dlasses et sous-classes
d'immunoglobulines : Y, 3, V3, y1, y2b, y2a, € et a (Figure 2). Chaque géne constant est
composé de multiples exons codant les domaineststaux propres a chaque chaine lourde
ainsi que les régions charnieres pour certainegrfin des exons indépendants codent les

régions intra-cytoplasmiques et trans-membrangioes chaque isotype.



ll. Les différents stades du développement B

Les Ig sont exclusivement produites par les lymptescB, résultat de la restriction de
'expression des genes d'lg a des stades précislédeloppement de ces cellules. La
différenciation des cellules B est un processusptexe impliquant plusieurs stades définis
par lI'expression de marqueurs spécifigues a laasarfdes cellules et par I'état des
réarrangements genomiques au sein des loci déselifré et coll., 2000].

Les étapes de différenciation qui conduisent ldukeelsouche hématopoiétique au
lymphocyte B immature se déroulent dans la moediseose en I'absence de stimulation
antigénique (phase indépendante de l'antigenegsHElépendent de processus complexes
comprenant les remaniements des segments de gesest pour le récepteur de I'antigene
ainsi que des interactions avec les cellules stiesyde la moelle osseuse.

Les stades de différenciation suivants se dérowdanpériphérie et impliquent une
migration a travers les organes lymphoides secogl@iate, ganglions, amygdale,...). Ces
étapes de maturation sont dépendantes de I'antigdrase dépendante de I'antigéne). Elles
conduisent les lymphocytes B immatures vers leslestaultimes de différenciation
caractérisés par l'acquisition de mutations somatg la commutation isotypique, et

'émergence de plasmocytes et de cellules diteséioire”.

La phase du développement permettant I'évolutios deogéniteurs lymphoides
communs aux lymphocytes B immatures, dépend notarnmde la possibilité pour un
progéniteur B d'aboutir a des réarrangements e#gales genes codant pour les chaines
Iégeres 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 étriessiglon I'état de réarrangement des genes
d'lg et d'apres I'expression ou la perte a la sar€zllulaire de marqueurs de différenciation.
Les réarrangements observés au sein du locus @esdgrofil d’expression de marqueurs de
surface sont donc de bons marqueurs des étapeffatentiation de la lignée B [Meffre et
coll., 2000] (Figure 3).



[I.1. Le stade pré-pro-B

Dans la moelle osseuse, le précurseur le plusqaérmagé dans la voie B a son locus Ig
dans une configuration germinale (il n’a pas encéagrangé les génes d’lg), mais il se distingue
par une série de marqueurs de surface et se wifigreniguement en celluleiB vitro : c'est le
stade pré-pro-B. Ces cellules expriment le marg280 a la surface (récepteur du CD&Bautres
marqueurs sont présents tels que CD43 et c-kit {ZDMHardy et coll.,, 1991 ; Rolink coll.,
1996a). Ces cellules pré-pro-B, caractérisées par Li etaborateurs (1996), expriment
fortement le transcritHL germinal (parfois appelpo). Ce transcrit initi€ au niveau d’une
séquence située immédiatement en amont de D@Btitue I'une des manifestations les
plus précoces de I'engagement dans la voie B [Aledni et Desiderio, 1991 ; Schlissel et
coll., 1991a].

Les cellules pré-pro-B expriment trés faiblemerst ¢gnesRAG-1 et RAG-2 (pour
« Recombination Activating Gene kdissant ainsi supposer que l'accessibilité deggeéiig

précede I'activité recombinase.

[I.2. Le stade pro-B

C’est a ce stade que les réarrangements des gémss dhettent en place. Un premier
réarrangement intragénique est détecté au seioadis IgH, par la jonction d'un segment D
avec un segment,Jsur les deux chromosomes. Au cours des réarramgsrdy, une forme
tronquée de la protéine u (appelée Du, dépourvuégien variable ) est parfois produite
par le réarrangement du segment [ @adns le cadre de lecture RF2. Lorsque cette peotéi
Du est formée, le développement B est bloqué pasigmal négatif transduitia Iga/Igp
[Gong et Nussenzweig, 1996].

Ces cellules pro-B expriment les protéingsreB et A5 (appelées pseudo-chaines
légeres) et les protéinesaigt I3 sont détectées a la membrane de ces celluleseaa@ton
avec la calnexine [Nagata et coll., 1997]. Une aligation peut-étre induite par ce complexe
permettant le recrutement de protéines tyrosinesaskis via leurs motifs ITAM
(Immunoreceptor Tyrosin-based Activation Motif) ieta été montré que dans des souris
RAG2 -/-, cette signalisation permet l'acquisitiole certains marqueurs du stade pre-B
[Nagata et coll., 1997].



A ce stade, le marqueur CD19 apparait, marquegid®m® comme trés spécifique des

cellules de la lignée B a I'exception des plasmesyt

[1.3. Le stade pré-B

Ce stade est caractérisé par lI'assemblage d'unesegvn avec les segments PJ
réarranges. Les réarrangements des gepesiMes segments décessitenine accessibilité
induite par I'action de Pax5 et de I'interleuking Iparticulierementau niveau des segments
Vy les plus distaux (5’ du locus des chaines lourfiésit et coll., 1997 ; Corcoran et coll.,
1998 ; Hesslein et coll., 2003]. Si le cadre deuexest correct (on parle de réarrangement
productif), une chaine lourde sera produite, elle s’associera aux pseudo-ch#égeses et
aux protéines Ig et I3 dans le réticulum endoplasmique, et le complexa sgporté a la
surface de la cellule. Ce complexe forme le récepties cellules pré-B (pré-BCR) [pour
revue : Melchers et coll., 1993] (Figure Seule la moitié des chaingssynthétisées peut
s'associer a la pseudo chaine légére [ten Boelallet 1997], conséquence probable de la
structure particuliere de certains CDR3 (régionseménant la complémentarité avec
antigene) empéchant l'appariement des deux chaibhe stade pré-B est également
caractérisé par la perte des marqueurs c-kit et3Gid4e début de I'expression du marqueur
CD25 [Rolink et coll., 1994].

Contrairement au stade pro-B ou les réarrangemBdtsont lieu sur les deux
chromosomes, les réarrangements VDJ se produiseaniament sur un seul chromosome. I
s’agit la d’'un mécanisme de régulation trés impurtappelé exclusion allélique, qui permet a
une cellule d’étre monospécifique : le produit prgtie d’un réarrangement productif VDJ
sur un allele va inhiber le réarrangement VDJ ‘swtie allele, grace a un signal transmis par
les unités transductricesdget I3 associées a la chaine lourdeet aux pseudo-chaines
légéres.

Le pré-BCR est indispensable au déroulement dedgamese B, son expression
permet a la cellule pré-B de passer au stade eltemu la reprise des réarrangements
s’effectue pour constituer un segment joint-J/ sur le locus des chaines légeres. Le
réarrangement du locus des chaines légéres «ebdtiar stade pré-B et permet de passer au
stade de cellule B immature.



[1.4. Le stade B immature

Le complexeu-lga/lgB-pseudo-chaines légéres transduit un signal pogitienchant
les réarrangements VJ sur le locus de chaine l&geéfest le stade B immature.

Ce stade est caractérisé par la production de ehdéygeres classiques qui vont
remplacer les pseudo-chaines légeres et donnesanaes a une IgM de surface qui confére a
la cellule une spécificité donnée de reconnaissaackantigene. Les lymphocytes B
immatures sont alors sujets a un processus ddisé@le@gative ou les cellules possédant des
lg membranaires spécifiques pour les antigenesodwsant éliminées par apoptose. Les
cellules qui survivent quittent la moelle osseuses\es organes lymphoides périphériques
(rate, ganglions...) ou elles pourront subir les tgas étapes de maturation.

La reconnaissance d'un antigene, par des cellulésnBatures exprimant I'ilgM
spécifique, va activer ces cellules qui vont séediihcier en cellules B matures exprimant

IgM et/ou IgD.

[l : Génération du répertoire des cellules B :

[1l.1. Réarrangements des genes d'immunoglobulines

Le grand nombre de segments V, D et J disponitdesnultiples combinaisons entre
ces éléments (diversité combinatoire) ainsi quediécision de leurs jonctions (diversité
jonctionnnelle) contribuent considérablement ail@rdité des anticorps (Figure 5).

Les recombinaisons entre les différents segmendgantoles régions variables des
genes de chaines lourde et Iégére s'effectuent aitds spécifigues nommés RSS (séquence
signal de recombinaison) situés en 5’ et/ou ene® segments a assembler. Les RSS sont
constituées de deux motifs consensuels de sepéoatidds (heptamere CACAGTG) et de
neuf nucléotides tres conservés (nonamere de seégjwemsensus ACAAAAACC) sépares
par une séquence peu conservée (spacer) de 12 oucBbtides aléatoires [Tonegawa,
1983 ; pour revue : Hesslein et Schatz., 2001]. Méntes spacer sont moins conservés que

les heptameres et les nanomeéres constituant les iRSBterviennent dans I'utilisation des



séquences RSS et dans le clivage médié par les [Rla@el et coll.,1998 ; Jung et coll.,
2003].

La recombinaison ne peut s'effectuer qu'entre R&Squlant un séparateur de taille
différente (regle 12/23) [Sakano et coll., 1981astnan et coll., 1996 ; van Gent et coll.,
1996]. Les RSS sont disposées en 5' et/ou 3' desesets a assembler de fagcon a ce que les
recombinaisons ne puissent se faire qu'entre sdgrbgret J; puis W, et Dy pour les chaines
lourdes, et qu'entre Vet J pour les chaines légéres. Ainsi, chaque segmest Banqué du
méme type de RSS en 5’ et en 3, ne l'autorisasi gu'a réarranger avec les RSS compatibles d’'un
Ven5 etdunJen 3 et évitant la formatioexdins \-34 ou Vy-D-D-J4 [Meek et coll., 1989]. A
noter cependant gu’en de rares occasions, unnmgement V-3, peut avoir lieu [Koralov et coll.,
2005]. De méme, tous les segments V d’'un méme Btems flanqués de la méme RSS, il ne peut
survenir de réarrangement V-V (par délétion entaxdsegments d'orientation inverse ou par
inversion entre deux segments dorientation idaajigDeux mécanismes de recombinaisons co-
existent en effet : siles deux RSS sont en otientapposée, la recombinaison se fait par déléiion
la région d'ADN comprise entre les deux segmentss, ®rme d'un ADN circulaire ou épisome. Dans
ce cas, les signaux de recombinaisons sont élirdinéeromosome. Au contraire, un réarrangement
par inversion peut avoir lieu entre deux RSS de enérientation. Dans ce cas, les jonctions des
signaux RSS sont conservées sur le chromosome. réaesmngements par inversion sont
particulierement fréquents sur le loeusu nombre de régions V sont en position inversegmgort
au sens de transcription de I'exon C. Cette pharig des génes R/favorise une diversité de
réarrangements secondaires lors de I'édition du BdBgue les réarrangements par inversion,
contrairement a ceux par délétion, permettentidmtién sur le chromosome de toutes les régions V
présentes a l'origine sur le locus germinal [Weatdhit coll., 1990].

Les recombinaisons V(D)J mettent en jeu une madkim@zymatique composée des
protéines RAG-1 et RAG-2 [Schatz et coll., 1989%ettidger et coll., 1990]. Une déficience
en RAG-1 ou RAG-2 aboutit a un blocage complet évetbppement B aux stades précoces,
stades ou les recombinaisons VDJ interviennent alemment [Mombaerts et coll., 1992 ;
Shinkai et coll.,, 1992]. Ces deux protéines sonpriextes de maniere simultanée,
exclusivement dans les lymphocytes B et T, et Sigéeiment au stade du développement ou
les génes des récepteurs antigéniques sont réasrg@un et coll., 1991 ; Mombaerts et
coll., 1992]. Elles interviennent ainsi dans |I'asbkge aussi bien des régions variables des
genes d’lg que de celles du récepteur des cellulpé&ncopoulos et Alt, 1985 ; pour revue
Nagaoka et coll., 2000 ; Bassing et coll., 2003.recombinase a pour cible les RSS et est

nécessaire et suffisante au ciblage du processuscdenbinaison V(D)J des lors que les
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genes d’lg sont "accessibles” aux réarrangemernés. gue les protéines RAG-1 et -2, par
elles seules, soient capables de s'associer auxeR8& réaliser des coupuri@svitro [van
Gent et coll., 1996], I'efficacité de ces réactiast cependant largement favorisée par la
présence des protéines architecturales HMG-1 et ¥M@Bligh mobility group protein)
[Sawchuk et coll., 1997 ; van Gent et coll., 1997].

Suite au clivage des RSS par les protéines RAGidgments générés sont réassociés
via un mécanisme faisant intervenir le « Non Horgolss End Joining » Pathway (NHEJ)
[Dudley et coll., 2005]. Les enzymes impliquées ddé mécanisme de NHEJ, telles que
Ku70, Ku80, DNA-PKcs et Artemis jouent un réle inmamt dans les réarrangements VDJ.

- Les fonctions potentielles du complexe Ku70 e8&ypendant le NHEJ seraient (1)
la protection contre la dégradation des extrémites ADN générées pendant la
recombinaison VDJ [Getts et Stamato, 1994 ; Boudbdackson, 1996], (2) la juxtaposition
des extrémités d’ADN résultant du clivage par le&GRavant la religation [Boulton et
Jackson, 1996 ; Cary et coll., 1997], et (3) leumment ou l'activation de la réparation de
I’ADN par I'activation d’enzymes telles que la Ig@a IV et le facteur XRCC4 notamment, ou
des protéines détectant les dommages a 'ADN [Ram&d Gellert, 1998 ; West et Lieber,
1998].

- Il a été montré que les DNA-PKcs phosphorylai@ntemis ainsi que d’autres
membres du mécanisme NHEJ nécessaires a la fonmdi® jonctions DJ ou VDJ [Ma et
coll., 2002 ; Rooney et coll., 2002]. La forme pplosrylée d’Artemis possede une activité
endonucléasique qui, in vitro, est capable d’oule# épingles a cheveux générées par les
RAG [Ma et coll., 2002] (Figure 6).

[11.2. Hypermutation somatique

L’extréme souplesse dans les mécanismes de recaisdynV(D)J est une premiére
source de grande diversité du répertoire B. L’hypgation somatique permet d’amplifier
cette diversité : la fréquence des mutations s@ueatest extraordinairement augmentée a la
suite d’'une stimulation antigénique. Cette réactsh essentiellement ciblée sur la région
variable des genes d'lg des cellules B activées Hhmitations introduites permettent

eventuellement d’augmenter 'affinité pour I'’Ag [Neerger et Milstein, 1995]. Les cellules B
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qui expriment a leur surface des Ac de forte a#imt qui ont été sélectionnées positivement

survivent et proliferent en priorite.

[11.2.1. La sélection clonale

Suite a une immunisation avec un Ag étranger quagere une réponse T-dépendante,
on observe la formation de structures particulie@selées centres germinatifs (CG) (Figure
7). Ces structures apparaissent quelques jours #prposition a I’Ag et persistent pendant
guelques jours a quelques semaines. lls réappamaisisl’'organisme rencontre de nouveau le
méme Ag. La taille des CG diminue avec les immuidsa successives [Liu et coll., 1991;
Hollowood et McCartney, 1992]. Ils sont associéd&gpansion oligoclonale de cellules B
spécifiques [Kroese et coll., 1987Jacob et coll., 1991a], sont le site de I'hypermota
somatique [Kallberg et coll., 1993 ; Berek et ¢oll991], de la commutation isotypique
(toujours dans le cadre d’'une réponse T-dépendaltdda sélection positive [Nieuwenhuis et
Ford, 1976], de la sélection négative (contre leticarps de faible affinité ou contre les
anticorps autoréactifs) [pour revue MacLennan, 1@94le I'induction de la différenciation
en cellules B mémoires [Klaus et coll., 1980 ; ©oiet coll., 1983] ou en cellules
plasmatiques [Kosco et coll., 1989 ; Tew et cai92].

Lorsque la cellule B entre dans le follicule prineaison IgS n’est plus exprimée a la
surface, et une phase de prolifération massive i@n a ce stade on parle de centroblastes.
Ce sont ces cellules qui sont la cible de I'hypeation somatique. Des mutations
ponctuelles, et parfois des insertions ou déléfi@mnt ainsi introduites dans la région
variable, et certaines d’entre elles vont affettdfinité du BCR. Les mutations sont le plus
souvent retrouvées au sein des CDR (les régionsrigpables) qui forment le site de
fixation antigénique. En revanche ces mutationst smus-représentées dans les FR qui
constituent le « chassis » de cette région.

Dans les CG, on distingue deux zones principakes dione sombre et zone claire. Les
centroblastes sont localisés dans la zone sombferdedensité, dans laquelle trés peu de
FDC sont présentes.

Dans la zone claire, zone apicale du centre getjites lymphocytes sont de plus
petite taille, et sont séparés par un large rédeabDC. Ces lymphocytes ré-expriment leur
IgS : ce sont les centrocytes. Dans cette zonesteeune étroite relation entre les différents

acteurs cellulaires : les centrocytes, les FDC,snaissi les cellules T, qui influencent
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grandement l'activité individuelle de ces différemicteurs. Les FDCs jouent le role de CPA
et peuvent retenir 'Ag sous forme de complexes imsmplusieurs mois. Les centrocytes
exprimant un récepteur de haute affinité pour Ipgopes présentés par les FDC sont
sélectionnés positivement et peuvent alors se rdiffder en cellules B mémoires ou

sécrétrices d’Ac (cellules plasmatiques). Au cargrasi les mutations ne changent pas, voire
diminuent I'affinité, ou si les interactions avess|lymphocytes T n’'ont pas lieu (cas des
anticorps autoréactifs), ces cellules sont alamsigées par apoptose [MacLennan, 1994].

En effet, le fort taux d’apoptose dans la poputaties centrocytes montre qu’il existe
un processus de sélection qui suit I'étape des tioota somatiques observées dans les
centroblastes. Le choix se fait en fonction desigoaux regus par les acteurs cellulaires
[Pulendran et coll., 1997]. La relation étroitereries FDC et les cellules B semble se faire
par CD54 et VCAM-1 sur les FDC et CD11a/CD18 et VA Aur les centrocytes [Koopman
et coll., 1991]. D’'apres les premieres études,daad de survie obtenu par le signal anti-Ig
semblait étre soutenu par T@FHolder et coll., 1992] et CD40. La nécessité dedGPend la
présence des cellules T indispensable au maingsrCés. Des études vitro ont démontré
l'importance de CD40, puisque I'on obtient uswevie a long terme des celluli@svitro avec
un Ac anti-CD40 [Holder et coll., 1993En revanche, dans le mécanisme méme de
’hypermutation somatique, l'intervention directe €D40 est aujourd’hui contestée. Des
étudesn vitro ont suggéré que I'’hypermutation somatique étai€épendante de I'interaction
CD40-CD40L [Denépoux et coll., 2000]. Il existe probablemeriauttes molécules
d’adhésion cellulaire entre les cellules T et Blioyees dans cette étape.

Alors que l'on pensait au départ que le mécanismemditation somatique était
restreint aux seuls genes d’lg, ce mécanisme sempérer sur d’autres genes. Des
hypermutations aberrantes affectent notammentrt@sqoncogenes PIM1, MYC, RhoH/TTF
et PAX5 dans plus de 50% des lymphomes DLCL (Défuarge-Cell Lymphoma), tumeurs
dérivant des centres germinatifs [Migliazza et.cdl995 ; Paqualucci et coll., 2001 ; Zan et
coll., 1999]. L’hypermutation somatique affecte légsent le gene BCL6 en générant des
substitutions de bases et plus rarement des di&étio des insertions [Pasqualucci et coll.,
1998 ; Zan et coll., 2000]. Récemment les carmtidnes des mutations somatiques des
régions variables des chaines d’lg ont été retregigd@ans les genes B29 et mb1. On trouve au
sein de ces genes des motifs cilR&SYW/WRCY, ou WA, et les mutations sont localisées
dans les 2,5 kb en aval du site d'initiation detdanscription. Pour B29, une région

supplémentaire située entre 2,7 et 3 kb apregdedsnitiation (partie cytoplasmique df&)
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est aussi le site de mutation. Cette région semgiortante dans la régulation du taux

d’expression du BCR a la surface et donc de saifonfGordon et coll., 2003].

[11.2.2. Modéles d’étude

La démonstration qu'un transgéne d’lg peut étresddbstrat de I'hypermutation
somatique [O'Brien et coll.,, 1987] a permis de dépper un systeme intéressant pour
'analyse de ce mécanisme. Les sytémes transgénapienotamment permis de localiser les
mutations dans la région V(D)J, et d’identifier ay@écision des sites ou certaines mutations
se rencontrent plus frequemment que d’autres, destspots » se situent en majorité au
niveau des CDR [Sharpe et coll., 1991; Lozano 8t, &993 ; Betz et coll., 1993 ; Betz et
coll., 1994].

[11.2.2.1. Transcription et hypermutation

Des lignées transgéniques ont permis de mettreidar&e I'implication des éléments
cisrégulateurs du locus d’lg dans I'hypermutations léééments de régulation du locus des
chaines légéres ont été mis en évidence plus ifi@@iieque ceux de la chaine lourde.

Si dans un transgene le promoteur ¥ est remplacé par celui de fglobine,
’hypermutation est toujours détectée sur le transg En revanche, I'enhancer intronique
ainsi que I'enhancer 3’ sont requis pour une hypgation optimale [Betz et coll., 1994]. La
comparaison de plusieurs promoteurs a montré geendgations étaient observées sur le
transgene lorsque celui-ci était sous le contr@epwbmoteurs transcriptionnels de natures
différentes [Fukita et coll., 1998]. Il semble dogue la transcription est un pré-requis a
I’hypermutation somatique et ce indépendammentrdmpteur qui initie la transcription.

Ce sont les régions V du transgéngui sont la cible de I'hypermutation dans les CG.
La délétion, au sein du transgéne, de la MAR flamju’enhancer intronique Kt abolit
'hypermutation. La baisse d’hypermutation est égent observée si,KE le core de la
région de I'enhancer kappa 3'KE), ou la région flanquante E3’, sont individuefient
eliminés. Certaines délétions affectant la mutasiont le reflet d’'une baisse de I'expression
du transgene. En effet, les mutations du transgeneréduites de facon importante dans ceux
qui expriment faiblement le transgene par companagix cellules qui I'expriment fortement

[Goyenechea et coll., 1997].
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Toujours dans le but didentifier les régions régutes de I'hypermutation, le
promoteur normalement localisé en amont de la ré§lp a été dupliqué en amont de la
région constante au sein d’un transgenBlon seulement les régions VJ étaient mutées, mais
la région constante I'était également. La fréquaheenutation était identique entre les deux
régions [Peters et Storb, 1996].

La régulation du geng dans ce processus a été moins étudiée. Afin diftenes
élémentgis-activateurs responsables de I'hypermutation s@uefides souris transgéniques
A ont été obtenues. Ce transgéne était régulégrandhcer intronique Ep, et un promoteur de
chaine lourde. Les mutations somatiques ont éthégtsl dans les hybridomes dérivés de ces
souris. Bien que les taux d’expression du transgeseient normaux, les mutations dans la
région variable du transgene n’ont pu étre détsdtdengstschlager, et coll., 1994].

Des souris transgéniques portant un mini-locus ¥btJété géenerées [Taylor et coll.,
1994; Wagner et coll.,, 1994]. Méme en l'absencd’@ahancer 3’ IgH dans ce mini-locus,
des mutations somatiques ont été observées bienujutaux tres réduit [Wagner et coll.,
1994]. D’autres éléments du locus IgH, distinctdg@b et hs4 (voir plus loin) semblent donc
nécessaires a I'obtention de mutations efficaced\lorvan et coll., 2003].

La transcription joue donc un réle-clé dans le mé&mae de I'hypermutation
somatique. Bien que les séquences responsablabldgecdes mutations somatiques restent
incertaines, la combinaison enhancer-promoteupmediablement critique. Par exemple, une
construction contenant un promoteur fort, indépemdant de I'enhancer, permet une
transcription constitutive, en revanche, les mateti sont dépendantes de la présence des
enhancers K [Papavasiliou et Schatz, 2000]. Il n'est pas cailes mutations dépendantes
des enhancers sont position-dépendantes [Bachbliet £998; Winter et coll., 1998] ou
indépendantes [Klix et coll., 1998; PapavasiliouSehatz, 2000]. Il est également possible
gu'une distance optimale soit nécessaire pour abtame communication efficace entre

promoteurs et enhancers.

111.2.2.2. AID et Hypermutation somatique

Par criblage soustractif de banques d’ADNc, unevabe protéine a été identifiée
dans une lignée B (CH12) pouvant commutewitro. AID (Activation-Induced-cytidine-

Deaminase) est exprimée dans les cellules B ddsesegerminatifs activés [Muramatsu et
coll., 2000]. L'absence d’AID résulte dans l'arrde I'hypermutation somatique chez
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’homme et la souris [Muramatsu et coll., 2000 ;vireet coll.,, 2000 ]. Par ailleurs, la
surexpression d’AID dans des bactéries génére ddations au sein de plusieurs genes
transcrits [Petersen-Mahrt et coll., 2002 ; Ramataoll., 2003]. Tout comme les protéines
RAG dans le cas des recombinaisons VDJ, AID estessire et suffisante pour
’hypermutation somatique de genes exprimés daasodganes non lymphoides. Cependant,
le spectre des mutations observées dans les selhda lymphoides sur des substrats
artificiels ne mime pas complétement ce qui se gtodu niveau des lymphocytes B,
suggérant que des facteurs B spécifiques et/oundesfications d’AID contribuent a ce
processus [Dudley et coll., 2005].

L’analyse de la séquence codante pour AID a réwélé forte homologie avec
APOBEC-1, une enzyme d’édition de ’TARNm. APOBEQ4t une sous-unité catalytique
d’'un complexe multiprotéique d’édition de 'ARN |elagit sur TARNmM de I'apolipoprotéine
(Apob). AID a ainsi été considérée dans un prerteerps comme une nouvelle protéine
d’édition de I'ARN agissant sur un ou plusieurs ARNodant pour des endonucléases
impliquées dans lintroduction de cassures dansDNAau cours de I'’hypermutation
[Muramatsu et coll., 1999]. Ce modele est encoruad’hui soutenu par Honjo et
collaborateurs. Cependant des expériences plusitescesuggerent qu’AlD pourrait agir
directement sur I'ADN [Petersen-Mahrt et coll., 2Q@Bransteitter et coll., 2003 ; Chaudhuri
et coll., 2003 ; Dickerson et coll., 2003 ; Phancadt., 2003 ; Yu et coll., 2004].

Ainsi, AID entraine une déamination des cytidingS)(en uridine (dU) dans ’ADN et
c’est le mode de traitement de l'uridine, par le&&camismes de réplication et/ou de réparation,
qui déterminera le devenir et le profil des mutagiintroduites (Figure 8).

La lignée humaine Ramos, possédant la capacitéedrhuterin vitro, a été utilisée
pour évaluer I'implication d’AID dans un autre cexte. Le taux de mutations observé dans
la région variable des différents clones est prijgpomel au niveau d’ARNm d’AID. Les
mutations induites par AID semblent se localiserdas hotspots riches en G ou C souvent
localisés dans des motifs du type RGYW ou WRCY ctitan d’AID a été également étudiée
dans des hybridomes représentatifs du stade plgsarec Cette étude a révélé qu’AlD était
suffisante pour induire I’hypermutation somatiqaasl ces cellules [Martin et Scharff, 2002].

D’autre part, il a été montré que la lignée 18r@présentative du stade pré-B, pouvait
exprimer AID, et assurer I'hypermutation somatig[achl et coll., 2001], mais la

signification de ces observatioimsvivo n’est pas évidente.
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Il a également été démontré que cette protéinegbinduire des mutations dans des
cellules non B [Yoshikawa et coll., 2002]. Ceci gage qu’AlD agirait seule ou que les co-
facteurs qui seraient nécessaires a son actiorubaguitaires.

111.2.2.3. Polymérases mutagenes et hypermutatomatique

Afin de lutter contre des attaques d’'agents endegeru environnementaux, les
cellules ont mis en place des systémes sophistigaés répondre aux dommages faits a
’ADN. Méme lorsque ces systémes sont fonctionregstaines Iésions peuvent persister dans
le génome au cours de la réplication, notammestjler la cellule présente trop de Iésions ou
lorsque un dommage particulier est partiellemeparé. Fréquemment ces lésions bloquent la
réplication. Ce blocage peut étre surmonté patelfirention de polymérases translésionnelles.

Certaines de ces polymérases sont suspectées eteujoudle dans I'hypermutation
somatique. Leur capacité a répliqguer I'ADN avec daible fidélité semble impliquer ces
enzymes dans ce processus [Tissier et coll., 200atsuda et coll., 2000 ; Kunkel et coll.,
2003].

La lignée BL2 a été utilisée pour mettre en évidelecrble de la polymérase iota. Le
gene de la polymérasea été inactivé dans cette lignée par recombinaisamologue :
aucune mutation somatique n’a pu étre obtenue adiemgagement du BCR. En revanche le
taux de mutation est rétabli lorsque cette protésteé-exprimée dans ces clones. Cependant,
des souris de la lignée 129 naturellement déposname polymérase ne présentent pas
d’altérations au niveau de I'hypermutation somatifdcDonald et coll., 2003].

La polymérasé€ joue un rble important dans I'hypermutation soousi [Diaz et coll.,
2001 ; Zan et coll.,, 2001]. Elle est responsabldadplupart des mutations spontanées ou
induites de ’ADN [Murakumo et coll., 2000 ; ZandsrBemark, 2004])n vivo, I'inactivation
du gene de la polymérasé est léthale des les premiers stades de dévelopmpeme
embryonnaire [Bemark et coll., 2000 ; Grossmanco#t, 2000 ; Wittschieben et coll., 2000].

Le réle de cette protéine dans I'hypermutatioété étudié dans une lignée humaine
(CL-01) pouvant hypermuten vitro. Le profil d’expression de plusieurs polymérasestéa
compareé a la suite de 'engagement du BCR. Il anéétré que I'expression de la polymérase
( était modulée par I'engagement du BCR. De plushibition des transcrits de la protéine

par des oligonucléotides anti-sens entrainait uééuation importante des mutations
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somatiques [Zan et coll., 2001]. Ainsi, la polynms&d serait régulée par 'engagement du
BCR et jouerait un réle critique dans I'hypermutatsomatique.

Dans la méme étude il a été montré que l'expressiome autre enzyme, la
polymérase, était en revanche diminuée a la suite de I'engagéiu BCR. L'augmentation
d’expression de la polymérageet la diminution de celle de la polyméragesemblent étre
dépendantes du degré de cross-linking du BCR [Zamwlk, 2001]. Des patients présentant
des formes différentes de xeroderma pigmentosunyg quels la polymérageest réduite
ou absente, présentent une diminution significatigda fréquence des mutations au niveau
des régions V des Ig mais uniquement au niveaypaiess de bases A:T [Zeng et coll.,2001].

L’analyse de souris déficientes en polymérase implique pas cette enzyme dans
'hypermutation somatique [Bertocci et coll.,2003hais d’avantage un rdle dans les
recombinaisons V(D)J [Ruiz et coll., 2001]. CepenidRuiz et collaborateurs ont récemment
montré que la surexpression de la polymérase u inendans des cellules Ramos, dans
lesquelles 'hypermutation somatique est constijtiaugmente les mutations somatiques
spécifiguement au niveau des bases G/C des réyiales genes d’lg. Ce qui laisse penser
gue la polymérase p jouerait finalement un réle sddinypermutation somatique,
préférentiellement en générant des mutations Gf@ tkacadre de la réparation infidéle de
I’ADN [Ruiz et coll., 2004].

Plusieurs groupes [Bachl et Wabl, 1996; Green kt d®95 ; Zhu et coll., 1995 ; Zhu
et coll.,, 1996] ont utilisé le mécanisme de réwmrsilans des cellules B transfectées. Les
constructions transfectées contiennent des codopset la capacité de réversion est mesurée
et comparée dans différents modeéles. Zhu et cobddars, ont par exemple étudié
linfluence de I'isotype exprimé sur I’hypermutatiales régions variables. Ils ont comparé la
capacité de réversion (donc indirectement de I'hypgation) dans des lignées B
représentatives de différents stades de développees cellules ont été transfectées avec la
partie constantg2a ouy, la partie variable étant identique. L'efficacégla différence dans
les taux de réversion observées entre les deuxtrootisns dépendaient du stade de
développement. Lorsque ces deux constructionscgetransfectées dans la méme cellule, le
transgéng2a subit plus de mutations que u [Zhu et coll.,6199

Une étude portant sur des transfectants stablda lignée humaine BL2 exprimant
des IgM et des IgA spécifiques du lysozyme de gaulentre que, IgM et IgA sont tous les
deux capables d'induire I'hnypermutation somatignéépendamment de la dose d’antigéne.

Les mutations présentent la plupart des caradgtpres de I'hypermutation somatiqunevivo.
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Notamment certaines modifications introduisenta®ons stop au sein des régions codantes.
[Glaudet et coll., 2004].

[11.3. La commutation isotypique

Le processus de commutation de classe se révéteonglinl pour la diversité
fonctionnelle des réponses anticorps. Ce processusible a I'action de différentes cytokines
et activateurs des cellules B, se manifeste pahangement de classe des Ig exprimées sur la
membrane puis sécrétées au cours de la différenctides cellules B. Apres avoir exprimé
des IgM et/ou IgD, les lymphocytes B matures vaniyir exprimer des IgG, des IgA ou des
IgE.

Le processus de commutation de classe permet diassuccessivement différentes
régions constantes aux mémes domaines de recoamagsspecifiques d’'un antigene. Les
sites de recombinaison sont appelés « régionshswi{§) et sont composés de motifs répétés,
riches en G/C, situés en 5’ de chacun des genegetdpté ©). Les séquences Sug, 0,
sont composeées de pentameres tels que GGGGT, GAGGGGCT. La régionyscontient
également ces éléments mais se distingue pardadom de ces segments répétés [Dunnick et
coll., 1993].

La recombinaison a lieu entre différents siteslieéa dans les régions S. Les étapes
de reconnaissance et de clivage des régions S demhéncomprises. Des cassures a la fois
double et simple brin pourraient étre impliquéessdénitiation de la commutation de classe
[Wuerffel etcoll., 1997; Chen et coll., 2001], et de fréquentagations sont retrouvées au
voisinage des points de cassures [Stavnezer, 20@dis et coll., 2002aKenter, 2003. Les
cassures d’ADN situées dans les régions S sonesuiune étape de réparation et de ligation
impliquant le mécanisme NHEJ et les processus @garaéon ubiquitaires, tels que les
mécanismes de réparation des « mistmatchs ». L’Adé&rmédiaire, sous forme circulaire,
est délété et la région constante cible se retr@aupeoximité de la région VDJ [Ilwasato et
coll., 1990].

Si les motifs répétés définissent ces régionsu#,delétion dansbn’entraine pas un
blocage complet du mécanisme de commutation ispigp[Luby et coll., 2001]. La baisse
d’efficacité observée dans les souris délétées f@uopre de § confirme leur implication
dans ce mécanisme, mais la persistance de la catiomutémoigne du fait gu’il suffit d’'un
nombre limité de motifs répétés pour la commutaisotypique.
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l11.3.1. Les différents isotypes chez la souris

Les IgM sont majoritairement produites au courdadeéponse primaire, alors que les
lgG, IgA ou IgE sont majoritairement produites aours d’'une réponse secondaire ou
tertiaire. Au cours de ce changement d’isotype @murautation de classe, c’est le méme gene
réarrangé VDJ (moyennant I'hypermutation somatiqeie ses conséquences) qui sera
éventuellement exprimé par la nouvelle classe d’lyseule chose qui soit modifiée est la
région constante de la chaine lourde, et par coesdges fonctions effectrices (Figure 9).

IgG est I'isotype prédominant dans le sang et taplge. Les différentes sous-classes
d’'IgG ont des fonctions différentes, ce qui eseatisllement di a leur capacité variable a lier
les récepteurs Fc, et a activer le complément.

IgG3 joue un rdle important dans la réponse anttésgenne, et elle est tres efficace
dans la phagocytose. La déficience en IgG3, indnit@vo par la perturbation du géne, se
traduit par une altération de la réponse immumtaindépendante [Shapiro et coll., 1998].

IgG1 est impliquée dans la réponse immunitaireiafections virales, mais IgG2a est
dominant dans ce type de réponse. IgG2a peut acterecomplément, et elle est
particulierement efficace dans le réle de médiatieula cytotoxicité en liant les récepteurs Fc
sur les macrophages.

Dans les réponses immunitaires T-dépendantes, &gBlisotype dominant dans la
lutte contre les infections virales et parasitaitesvoie du complément n’est pas activée mais
IgG1 stimule efficacement la phagocytose.

Les IgA, prédominantes dans les sécrétions (detypgiratoire, digestif ou génital)
sont fortement résistantes a la protéolyse enzgomatiChez 'homme, le défaut d’'IgA ne
conduit pas a un déficit immunitaire dans la mégodes cas. Mais chez certains patients, ce
déficit conduit a un manque de résistance aux tioies respiratoire§Snapper et Finkelman,
1993].Un modele de souris déficientes en IgA montre gudéveloppement lymphocytaire,
de méme que la prolifération sont normaux [Harriregooll., 1999].

IgE est impliquée dans la défense parasitaire, pgis également médier les réactions
d’hypersensibilité. Les mastocytes et basophilgxriment des récepteurs a haute affinité
pour IgE (FeRI) qui peuvent lier les IgE monomériques en absede I'Ag. Les Ag
spécifiques induisent I'agrégation des complex&sHgER entrainant la sécrétion d’histamine

impliquée dans les réactions d’hypersensibilité.
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Il existe en revanche une voie d’hypersensibilid@épendante d’'IgE. Chez des souris
delétées pour € on note la persistance d’'une réaction anaphylaetien absence d’IgE
[Oettgen et coll., 1994].

[11.3.2. Intervention de cytokines

Difféerents modeles d’étude ont mis en évidence datréle de la production des
différents isotypes par les cytokines. La commartatile classe est en partie régulée par
'emploi d'un panel de cytokines telles que I'lL-énterferony (IFN-y), ou le transforming
growth factor (TGH3).

L’IL-4 fut la premiere cytokine décrite comme régnl I'expression de différents
isotypes d’lg. L'action de I'lL-4 est potentialis@ar la présence du LPS. En effet, associés,
ces deux facteurs permettent d’obtenir des tawoitapts de transcritgl et e [Bergstedt-
Lindgvist et coll., 1984]Seule, I'lL-4 induit la transcription dgl a de faibles taux et ne
permet pas d’obtenir de transcistdans les cellules B.

L’IL-4 et I'IFN-y sont des antagonistes. L’'addition d’IfNeéduit la commutation vers
IgG1 et IgE dans les cellules B de souris stimupiede LPS et I'lL-4[Berton et coll., 1989].
L’addition d’IFN-y a des cellules activées par le LPS induit la tapson dey2aet par
conséquent la commutation vers IgGgallins et Dunnick, 1993]. De plus, I'lFN4nhibe les
sécrétions d’'lgG3 dans des cellules B induitedgpaP S[Coffman et Carty, 1986].

Le TGF{f favorise la commutation vers IgA [Coffman et coll989]. Le TGH3 est
également impliqué dans la commutation vers IgG&tnpda et coll., 1992]. D’autre part,
TGF{3 peut aussi inhiber la commutation vers IgE indpaele LPS et I'lL-4.

L’IL-5, impliquée dans la différenciation B, contluen association avec I'lL-4, & une
augmentation du nombre de cellules exprimant IgG1.

L’IL-10 est capable d’augmenter la commutation teesge vers IgG3 des cellules B
stimulées par le LPS [Shparago et coll., 1996]. rewanche, IL-10 inhibe fortement la
commutation de classe vers IgA dans des celluliagas par une combinaison de LPS, IL-4,
IL-5, et TGF$.

En plus des cytokines, les signaux issus des dsntdre cellules T et B sont
impliqués dans la commutation de classe. L’élénemius important dans ces contacts est

CDA40-L exprimé sur les cellules T activées. La roolé CD40-L soluble induit en synergie
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avec I'lL-4 la prolifération des cellules B. Le saj médié via CD40 induit la commutation de
classe vers la majorité des isotypes.

La régulation de la spécificité isotypique par tggokines se fait par la régulation
transcriptionnelle des genes CH. L’induction owslgpression de la transcription germinale
par les cytokines sont directement corrélées asecommutation de classe vers lisotype
correspondant. L'action des cytokines semble steteressentiellement au niveau des
promoteurs germinaux. Des sites de fixation deagestfacteurs de transcription dans les
promoteurs germinaux ont été identifiés et agissentéponse a l'action des cytokines. Les
cytokines induiraient I'expression de plusieurst@irees, qui aprés avoir formé un complexe,
se fixeraient sur les promoteurs germinaux [Rothetacoll., 1991 ; Lin et Stavnezer, 1992;
Xu et Stavnezer, 1992 ; Ichiki et coll., 1993 ;d9¥ibn et Sidéras, 1993 ; Albrecht et coll., 1994
; Delphin et Stavnezer, 1995 ; Warren et Berton, 1L99&r exemple, la stimulatian vitro
des cellules B avec le LPS induit la transcripg@nminale de/3 ety2b par le recrutement du
facteur de transcription NkB. Le LPS et I'lL-4 induisent quand a eux la traiion

germinale de/l ete par le recrutement de plusieurs facteurs de trgoten (Figure 10).

[11.3.3. Transcription germinale et commutationtygnque

Avant la commutation, les cellules B activées exernt un ou plusieurs ARN appelés
transcrits germinaux codés par les différents géPtes[Chaudhuri et Alt, 2004 ; Manis et
coll.,, 2002b ; Stavnezer, 2000] Ce phénomeéne desdrgtion germinale se déroule aussi
bien sur l'allele exprimé que sur l'allele excludlpy et coll., 2003]. Tous les transcrits
germinaux ont une structure analogue, présentasttar’initiation localisé en 5’ de chaque
région S, site encore appelé promoteur |. Aprégation, la transcription se poursuit a travers
la région S et les régions constantes jusqu’awes gite polyadénylation [Dudley et coll.,
2005]. L’épissage se fait normalement entre I'eken le site accepteur de CH1 (Figure 11).
La présence de nombreux codons stop rendent cessiita stériles [Goodman et coll., 1993 ;
pour revue : Chaudhuri et Alt, 2004 ]. La transtoip germinale est régulée par les régions
promotrices | dont I'activation est réalisée pardB40, le LPS ou encore les cytokines
[Stavnezer, 2000]

Le fait que tous les transcrits germinaux aientmi@me structure suggere qu’ils
exercent, par eux-mémes, une fonction importanés Mutations ciblées qui abolissent ou

altérent la structure de ces transcrits indiquaritlsgsont nécessaires au mécanisme de
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commutation isotypiqu@ung et coll., 1993 ; Zhang et coll., 1993 ; Baitat coll., 1994 ;
Lorenz et coll., 1995 ; Seidl et coll.,, 1998e nombreuses études ont démontré le role de
I'épissage des transcrits germinaux dans la contiontde classe. En effet des mutations sur
les sites d’épissage diminuent de facon drastiqueommutation de classe vers lisotype
correspondant [Hein et coll., 1998 ; Lorenz et.cdi®95]. La délétion ou le remplacement du
promoteur et de I'exon | des gengb etyl entraine I'abolition de la commutation de classe
vers ces isotypeglung et coll.,1993; Zhang et coll., 1993La transcription en elle-méme
n’'est pas suffisante pour obtenir la commutatiorldsese, puisque le remplacement de I'exon
le par un promoteur efficace (Eyu associé au promotédly conduit a une transcription
normale, mais ne permet pas la commutation deec[8sxgtaro et coll.,1994].

La délétion d’'une grande partie dd | incluant le site donneur d’épissage, inhibe la
commutation de classe vers Ig@dung et coll., 1993 ; Lorenz et coll1995]. Le
remplacement de I'exoryd par le promoteur de la métallothionine, inhibecéemmutation
isotypique vers IgGl. Cependant, si un fragmentldé bp contenant le site donneur
d’épissage dyll est inséré en aval du promoteur de la métallothé la commutation vers
IgG1 sera restaurdklein et coll., 1998].

La corrélation entre la synthése des transcritsgpaux et la commutation isotypique
a conduit a proposer un modéle basé sur l'accéssilnie la chromatine. Grace a la
transcription germinale, les régions S deviendtasatessibles a des facteurs agissant en
trans [Stavnezer-Nordgren et coll., 1986 ; Yancopolouscell., 1986 ; Kaminski and
Stavnezer, 2004]. A I'appui de cette hypothesa, été montré que les genes CH en cours de
commutation, étaient hypomeéthylés, hyperacétylgmétentaient des sites d’hypersensibilité
a la DNase | dans le promoteur germiffafavenezer-Nordgren et coll., 1986 ; Schmitz et
Radbruch, 1989; Berton et Vitetta, 1990 ; Nambalgt2003 ; Zhang, 2003 ; Kaminski and
Stavnezer, 2004]. Cependant I'hyperacetylationtdst®nes des régions S et des promoteurs
germinaux ne suffit pas a induire la commutatiootyigique sans transcription germinale
[Nambu et al., 2003 ; Zhang, 2003 ].

La transcription germinale pourrait également aipcutla formation de structures
particulieres au niveau de I'ADN susceptibles détles substrats pour les recombinases
[Reaban et Griffin, 1990 ; Reaban et coll., 19®4&niels et Lieber, 1995 ; Tian et Alt, 2000].
Lorsque les régions S sont transcrites, les triéasaont s’associer au brin matrice formant
ainsi des hybrides ARN-ADN [Reaban et Griffin, 199RBeaban et coll., 1994 ; Daniels et
Lieber, 1995 ; Tian et Alt, 2000 ; Mizuta et collQ03] (Figure 12). Récemment, il a été
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montré que le brin non matriciel formait des bosdr simple brin. Ce phénomene a été
montréin vivo etin vitro [Tian et Alt, 2000 ; Yu et coll., 2003 ; 2005]. Becon théorique, les

hybrides ARN-ADN peuvent entrainer la formationudtas structures au niveau du brin non
transcrit. Par exemple, du fait de I'abondance tdgctires palindromiques au niveau des
régions S, il peut se produire la formation de dties en « stem loop » [Tashiro et coll.,
2001]. Il a également été décrit la possibilité bt brin non codant de former des « G
guartet » formés par des associations d’Hoogsteire eles résidus guanines [Dempsey et
coll., 1999 ; Cocco et coll., 2003]. Cependantr feumation n’a jamais été démontrée durant

la commutation de classe vivo.

Suite a la transcription germinale, la recombinaise produit entre la région Sp en
amont de Cp et la séquence homologue située entalmdiexon de la chaine lourde qui sera
exprimée suite a la commutation de classe. Ce phéne entraine une délétion de la région
génique se situant entre les deux sites de recaisbim sur chaque région switch. Jusqu’'a
présent chez la souris et 'lhomme, le phénomeneatkemutation isotypique était décrit
comme un processus dis-recombinaison, recemment il a été montré que désgmeénes de
transrecombinaison pouvaient avoir lieu [Reynaud dt.,c8005 : voir chapitre 2]. Il a
récemment était montré dans notre laboratoire qalléhe non fonctionnel mais exercant une
transcription germinale normale [Delpy et coll.,, 03D peut minimiser le défaut de
commutation de classe di a la délétion de HS3b/H@4 I'allele exprimé partrans
recombinaison [Reynaud et coll, soumise : voir dna2]. Ce processus serait directement

lié a la transcription germinale normale sur I'@laon fonctionnel.

[11.3.3.1. AID et commutation isotypique

Comme nous l'avons vu précédemment, I'expressigill’est retrouvée dans les
CG. En plus de I'hypermutation, un second mécanifondamental de modification des
genes d’'lg se déroule dans les CG: c'est la comtout de classe. AID est également
impliquée dans ce mécanisme [Muramatsu et col0p2@Revy et coll., 2000 ; Chaudhury et
coll., 2003 ; Dudley et coll., 2005].

In vitro, la surexpression d’AID dans une lignée cellul&&i12) est suffisante pour
induire une augmentation de la commutation de elabiggM vers IgA. Inversement, la

déficience en cette protéine entraine un blocageptsi de la commutation et induit un
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phénotype semblable au syndrome hyper-IgM de tydealstimulationin vitro avec du LPS

et des cytokines de splénocytes de souris’At2 permet pas d'obtenir de commutation de
classe malgré une transcription germinale normalemunisation de ces souris n’'induit pas
de mutation significative dans les régions variaippduramatsu et coll., 2000]. Ceci démontre
gue la dépendance en AID représente un point comenire I'hypermutation et la
commutation de classe. En effet, I'expression d’Atlans des lignées cellulaires non
lymphoides induit la commutation isotypique et peymutation somatique sur des substrats
transfectés, suggérant qu’AlD est suffisante p@gueer ces phénomenes, bien qu’a des taux
plus faibles par rapport aux genes endogenes[Okasatoll., 2003 ; Yoshikawa et coll.,
2002].

Des études réalisées a l'aide de substrats extracsomiques pour la commutation
de classe ont indiqué que le ciblage d’AID vers fégions switch est influencé par des
facteurs spécifiques a la commutation de classquceendrait a prouver qu’AlD seule n’est
pas suffisante [Shanmugam et coll., 2000 ; Ma #t, @D02]. Des études suggérent que des
cofacteurs uniques collaboreraient avec AID poagilifar indépendamment la commutation
de classe et I'hnypermutation somatique [Ta et c@003 ; Shinkura et coll., 2004]. L’identité
de ces facteurs inconnus nécessaire a la fonctidiD dcommence a étre déterminée
[Chaudhuri et coll., 2004]. La protéine de réplicatA (RPA) a été identifiée comme étant un
cofacteur critique, qui agirait avec AID pour déaeri ’ADN in vitro en ciblant les motifs
RGYW [Chaudhuri et coll., 2004 ; Kenter et Bhattagia, 2004] (Figure 12). De plus, AID
doit étre présente dans le noyau des cellules pffacter la commutation de classe (ou
'hypermutation somatique) alors qu’elle est troeivéle fagon prédominante dans le
cytoplasme [Rada et coll., 2002]. Les cofacteurékizcomme la RPA pourraient également
jouer un réle dans la rétention d’AID dans le nayau

La commutation de classe et I'hypermutation somo&tigpeuvent étre initiées
indépendamment, en fonction des substrats respeciiflés par AID. Barreto et
collaborateurs ont montré que des mutants délé&és0dacides aminés dans la partie C-
terminale conservent une activité cytidine déanmemasis ne présentent plus de commutation
de classe [Barreto et coll., 2003]. Ta et collateres ont montré que des sujets présentant un
syndrome Hyper-IgM de type IlI, présentent des nmtatde AID qui se traduisent par un
raccourcissement ou I'élimination du domaine C-ieah Ces individus présentent une
sévere diminution de la commutation de classe mmaéshypermutation normale [Ta et coll.,
2003]. Ces reésultats suggerent que la région Chtaten de AID est nécessaire pour la

commutation isotypique dans les cellules B [Barretaoll.,, 2003 ; Ta et coll., 2003]. La
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région C-terminale (8-17 acides aminés) d’AID atdle pour la commutation de classe, alors
gue la région N-terminale est importante pour léyputation somatique [Ta et coll., 2003 ;
Shinkura et coll., 2004].

Si Iimplication d’AID dans I'hypermutation somati@ et dans la commutation
isotypique est démontrée, son mode d’action, sdaateurs ou ses cibles précises ne sont pas

encore définis avec certitude [Chaudhuri et AIQ£|0

Deux modeles différents ont été proposeés pour gxeti 'implication d’AID dans la
commutation isotypique. Le premier soutient qu’Ailterviendrait dans linitiation de la
commutation isotypique en générant des uraciledgpdéamination des cytosines dans les
régions S. Ces régions comportent plusieurs me&CT dans lequel G et C correspondent
a des « hots spots » de déamination comparablespade I'hypermutation somatique. La
génération d’ADN simple brin au cours de la traipgmn des régions S semble impliquée
dans le ciblage de I'action d’AID vers les régiaishes en G [Chaudhuri et coll., 2003 ;
Ramiro et coll., 2003 ; Yu et coll., 2003 ; Dudktycoll., 2005] (Figure 13).

Le second modele soutenu par Honjo et collaboraté2(04) démontrerait qu’AlD
n’interviendrait pas directement au niveau de I'’ADN semblerait qu’AID a l'aide de
cofacteurs, interviendrait sur un ARNm encore ndentifié, sur lequel elle induirait une
déamination des cytosines en uraciles sur desi@gusispécifiques. Cet ARNm modifié
coderait pour une endonucléase qui cliverait ’ABMN niveau des régions S [Honjo et coll.,
2004]. Comme l'expression d’AID peut entrainer dassures de '’'ADN dans des cellules
non lymphoides [Matrtin et coll., 2002 ; Okasakicetl., 2002 ; Yoshikawa et coll., 2002],
I'hypothése de la modification d’'un ARNm par AID giale que '’ARNm cible ainsi que les
cofacteurs d’AID doivent étre exprimés de faconspbw moins ubiquitaire [Honjo et coll.,
2004].

La commutation de classe semble, de maniére piderte que dans I’hypermutation
faire intervenir des cassures doubles brins [Wakedf coll., 1997]. Ces cassures double-brins
sont probablement le résultat de cassures simpis-bu niveau d’'un G ou d’'un C sur les
brins opposés. La cassure double brin entrainehdesghorylation des histones H2AX, un
processus qui est critique dans le recrutementagipes réparatrices [Paull et coll., 2000].
La commutation de classe est substantiellementndiéa dans des souris déficientes en
H2AX alors que I'hypermutation somatique n’'est dfectée [Reina-San-Martin et coll.,
2003].
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Les enzymes impliqguées dans le mécanisme de NHEA{®Kcs, Ku70, Ku80)
jouent un role important dans la commutation isiofyp [Rolink et coll., 1996; Casellas et
coll., 1998].

- Des cellules pro-B présentant un déficit en DNKReP ne peuvent pas commuter
vers l'isotype IgE [Rolink et coll., 1996]. La déence en cette protéine entraine une forte
inhibition de la commutation de classe vers toggdetypes, a I'exception de la commutation
vers IgG1 qui est pratiguement normale [Manis ék,c2002b]. Le fait que les cellules B
déficientes en DNA-PKc switchent vers IgG1 et nensves autres isotypes implique que la
recombinaison entre Sy eflSfait appel a des mécanismes différents que ctlisés pour la
commutation de classe entre Sy et les autres edgnCependant, des souris SCID
présentant une mutation inactivant la fonction &mdes DNA-PKcs possédent des taux a peu
prés normaux de CSR [Bosma et coll., 2002 ; Coatolt,2003]. Quelque soit le cas, il est
clair que les DNA-PKcs possédent des fonctions éfmnation de 'ADN endommagé au
cours de la commutation de classe, telle que lalis&ion des complexes de réparation, les
synapses entre les extrémités d’ADN coupées cecleitement d’autres protéines.

- Des cellules B déficientes en enzyme Ku70 préséntine diminution de la
commutation isotypique [Manis et coll., 1998]. Damsérum de ces souris Ku déficientes, le
seul isotype détectable est IgM, et des splénodgtaés de ces animaux et stimulgsvitro
afin d’induire une CSR spécifique, ne permet pasbténtion d'autre isotype qu’lgM
[Cassellas et coll., 1998 ; Manis et coll., 1998].

[11.3.3.2. Polymérases mutagenes et commutation isotypique

Comme nous l'avons vu plus avant, le réle des méhases mutagénes sur
I’hypermutation somatique a été démontré, cepenl@aritie des polymérases n'a pas encore
ete clairement établi dans la commutation isotygiqu

Des substitutions de bases, des délétions etug#eations sont observées au sein du
locus des Ig, au niveau des séquences d’ADN intantedans la commutation de classe
[Dunnick et coll.,, 1989]. Ces mutations sont démends d’AID et présentent toutes les
caractéristiques de celles observées au courshgipefmutation somatique. Ceci pourrait
impliquer que ces mutations seraient genéeréesepanréme complexe mutationnel [Honjo et
coll., 2002 ; Martin et coll., 2002]. Récemmengnalyse de cellules B commutées issues de
patients atteints de XP-V (xeroderma pigmentosunang) montre que la polymérageest

un mutagene A/T pendant la commutation de classe, fais au niveau des séquences
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répétées des régions S et en amont de ces derniergsolymérasq intervenant dans
I’hypermutation somatique serait également préskemgede la commutation de classe des Ig
[Falli et coll., 2004].

Ces résultats suggéerent que les polymérases pentrratervenir dans la commutation

isotypique.

V. La régulation des genes d'Immunoglobulines

Il existe une corrélation entre les différents réagements au sein du locus des Ig et la
transcription des génes ou segments impliqués deasrecombinaisons. En général, la
transcription d'un segment précéde son réarrangentiean résulte que les élémentis-
régulateurs qui contrélent la transcription etdaambinaison sont pratiguement identiques.
Plusieurs éléments régulateurs au sein du locusdgitlimpliqués dans ce processus. Dans le
sens, 5-3’, on trouve le promoteur RVIenhancer intronique Ep, ces deux éléments
encadrant la région VDJ, les promoteurs germinaueseactivateurs qui les contrélent, et en
aval du locus IgH, la région de contréle du locu€R) (Figure 14) dont la localisation
chevauche celle des activateurs. Elle est défipierationnellement comme une séquence
capable, dans un systéme transgénique ou de trdosfstable, de conférer au géne associé
une expression restreinte et un taux transcripébgtevé, dépendant du nombre de copies
mais indépendant du site d’intégration [Ernst ea&ml1995].

Ces éléments interviennent de fagon concertée ggsurer une expression des genes
d’'lg a la fois restreinte aux cellules B et dépenidadu stade de développement de ces
cellules. Ces éléments ont une structure modulalsecontiennent des sites multiples de
fixation de facteurs transcriptionnels et de cddacs agissantén transdont plusieurs sont
communs a tous ces éléments. Ces (co-)facteurepeétre ubiquitaires ou spécifiques des
cellules B, et peuvent avoir un effet activateur inbibiteur. La spécificité tissulaire et
développementale est la résultante d'interactiomsptexes entre ces différents facteurs
[Ernst et Smale, 1995]
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IV.1. Les promoteurs

Les promoteurs des genes de chaines lourdes eedédédg se situent en amont de
chaque région V et assurent un niveau basal dsdciigtion. Leur activité est comprise dans
une région d’environ 250 pb en amont du site datiiin de la transcription. L'ensemble des
promoteurs des genes d'lg possedent une séqudnaoeéoicjue tres conservée en amont de la
TATA box, ATGCAAAT dans les promoteurs des géne<ligines lourdes (pY [Falkner et
coll., 1984 ; Parslow et coll., 1984]. Des études desfexctions stables [Mason et coll985 ;
Dreyfus et coll, 1987 ; Wirth et coll] 1987] et de transgenese chez la souris [Jenuetein
Grosschedl, 1991] ont montré que la spécificitdutate de l'activité des promoteurs d'lg
pouvait en partie étre expliquée par la présenceeade séquences "octameres”. D'autres
promoteurs de genes spécifiqgues de cellules BaiedsB29 (Igp), CD20 et CD21 (CR2)
comportent également des sites octameres impopantslieur fonction [Hermanson et coll
1989 ; Thevenin et co)I1993 ; Christensen et col1992].

Eléments essentiels des promoteurs des régionss\sitles octaméres sont retrouvés
également au niveau des activateurs transcriptisrgiiés en 5' (B et 3' (LCR) du locus
IgH. Ces séquences sont entre autre reconnues egarffatteurs Oct-1 et Oct-2 qui
appartiennent a la famille des protéines POU. kkenéoen hélice-boucle-hélice du domaine
de liaison a 'ADN permet une forte affinité de pestéines pour I'ADN. Alors que Oct-1 est
exprimée de fagon ubiquitaire, I'expression de Dest prédominante dans les cellules B. Ces
protéines sont capables d’activer fortement lastaption a partir d’'un promoteur d’lg
[LeBowitz et coll., 1988 ; Pierani et coll., 199@fisterer et coll., 1994]. L'importance de la
séquence octamere a clairement été démontréeradeséactivateur £ Ainsi, pour un bon
contrble de la transcription dans des cellulesBdimulées par du LPS, ces sites doivent
étre présents aussi bien au niveau degiie du promoteur ) Des transgénes portant un site
octamére muté au niveau dg grésentent une forte réduction de l'effet activaf@enuwein
et coll., 1991 ; Annweiler et coll., 1992].

Le facteur coactivateur OBF-1 (nommé également BCdu Bob-1), dont I'expression
est spécifique des cellules B, interagit avec &es$efurs Oct-1 ou Oct-2 une fois ceux-ci fixés
aux sites octameres. Le réle des facteurs Octe2Bét-1 sur le développement des cellules B
a été pondéré par I'obtention d’animaux mutés stasis doubles mutant&@ct-2"- OBF-1"
montrent que ce facteur de transcription B spéoifiq'est pas indispensable pour le
développement de lymphocytes B [Schubart et c20i01]. OBF-1 semble cependant utile a
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la commutation de classe, a la formation de cengesninatifs et a la différenciation
terminale conduisant a la sécrétion de certaines-skasses d’lg [Kim et coll.,, 1996 ;
Schubart et coll., 1996 ; Schubart et coll., 20Q&]simple inactivation du ger@ct-2 chez la
souris entraine un blocage de la prolifération deltules B ainsi qu'un défaut dans la
sécrétion d'lg suite a une stimulation antigéni¢@ercoran et coll., 1993 ; Corcoran et
Karvelas, 1994]. Ces résultats suggéerent que @st-Zmportant dans les stades tardifs de la
différenciation des lymphocytes B alors que I'ation transcriptionnelle semble pouvoir étre
initiée de facon égale par I'un ou l'autre desefast Oct [Pfisterer et coll., 1994 ; Schubart et
coll., 2001].

En plus de I'octamere, les promoteursddntiennent une séquence heptamérique. Cet
heptameéere est nécessaire pour assurer, en assOCEMEC l'octamére, une activation
spécifique et optimale du promoteur [Ballard et,ctd87 ; Eaton et call1987]. L'octamere
et I'hneptamere lientn vitro les mémes facteurs de transcription Oct et serhlalenir une
interaction coopérative [Poellinger et coll989 ; Kemler et call 1989]. D’'autres éléments
ont été localisés en amont de I'heptamere : unemégche en pyrimidines [Eaton et coll
1987] de fonction inconnue, un motif reconnu pafaleteur de transcription Ig/EBP-1 et un
motif uE3 (Figure 15).

Des promoteurs ont également été décrits en amenthdque gene des régions
constantes des chaines lourdes d'lg, a I'excepio@. Ce sont les sites d'initiation de la
transcription germinale. Comme on I'a vu précédemtniéaction des cytokines s’exerce sur
les promoteurs germinaux. Les activateurs situéaneont des promoteurs germinaux jouent
également un réle important dans la commutatiotyfsgue. Le mieux caractérisé est celui
de k1. Une région de 150 bp située en amonty@lecbntient en effet un activateur inductible
par I'lL-4. Dans cette région on note la préseneeséuences consensus liant des facteurs de

transcriptions tels que C/EBP [Xu et Stavnezer2].99

IV.2. L’activateur transcriptionnel introniqueuE

L’activateur transcriptionnel Ep est localisé ddimgron séparant les régions J des
régions constantes [Banerji et coll983]. Cet élément régule positivement de nombreu
événements propres a la lignée lymphocytaire B ceras réarrangements V(D)J [Engler et
coll.,, 1991 ; Chen et c0Jl 1993 ; Serwe et Sablitzky, 1993] et la trans@iptinitiée au
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niveau de multiples promoteurs du locus (promotedgs promoteurs germinaux,...). Il
semble actif tout au long du développement B dbsalisation lui permet d'étre préservé par
les événements de recombinaisons survenant suodes |(recombinaisons V(D)J ou
commutation de classe).

L’activateur Ep possede une structure modulairehelque module lie des facteurs

spécifiques impliqués dans la régulation de lasttaption [Ernst et Smale, 1995] (Figure 16).

Le réle de l'activateur Ep a été éetudié dans desmaux KO (remplacement par le
géne néb). Le core Ep semble nécessaire pour permettneéégsangements V-DJ et il est &
la fois nécessaire et suffisant pour la commutatierclasse (méme si une activité résiduelle
persiste en son absence). En revanche, bien queudis) les réarrangements D-J persistent
méme apres délétion de la totalité de Ep [SerweSaablitzki, 1993 ; Sakai et coll, 1999].

Le remplacement du core Ep et de la région 3’ flamie entraine une diminution
modérée des réarrangements D-J et une forte diminukes réarrangements V-DJ, ainsi
gu’'un effet partiel sur la commutation de classernj& and Stablitzki, 1993].

Une autre délétion de Ep englobant cette fois geoomes’ flanquante confére une
inhibition trés sévere des réarrangements, derfeééthg/lation et de la transcription germinale.
Ces expériences vivo confirment le réle de Ep, mais aussi des séquesittegses en amont
de ce dernier, dans l'accessibilité des régionsnptant 'assemblage d’'un exon VDJ de
chaine lourde [Chen J. et coll., 1993]. En revanelie bloque la transcription germinale de
la région 4 ou des segments VDJ rearrangés. Ces résultateremggjue I'effet néo, dans ce
modéle, implique une compétition entre promotetirdsepermettent de découpler deux effets
différents de Ep sur la région J'induction de I'accessibilité pour les réarrangents V(D)J

et I'induction de la transcription [Delpy et co2Q02].

De part et d’autre de Ep se situent des séquereesrage a la matrice nucléaire : les
MARs (Matrix Associated Region).
Le r6le exact des régions MAR flanquant I'élémept Este encore controversé, une des
fonctions supposée serait la régulation négatives das cellules non-B [Kadesh et coll.,
1986 ; Wasylyk et Wasylyk, 1986]. Ces régions agis®n synergie avec I'élément Eu et
permettent a ce dernier d’agir a distance [Forresttesoll., 1994 ; Jenuwein et coll., 1997].
Elles semblent nécessaires a une bonne expressitotus car une délétion de ces MARs
diminue considérablement [I'expression dun transgede chaine lourde (IgM)

d'immunoglobuline dans un hybridome [Oancea et cb897].
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D’autres résultats tendent a minimiser le réle MédRs sur la régulation du locus. En
effet, des hybridomes réalisés a 'aide de cellBlesanimaux mutées 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 totalemeatiegBottaro et coll., 1998]. La délétion
des MARs associées a cet élement montre qu'ungled| peut se dispenser de ces régions
pour effectuer les commutations de classe [Sakaokt 1999a]. Le contraste entre le rble
important des MARs au sein de transgenes [Forresteoll., 1994 ; Jenuwein et coll., 1997 ;
Fernandez et coll., 2001] et le peu d’'impact de tlétion ciblée dans le locus [Bottaro et
coll., 1998 ; Sakai et coll., 1999a et b] est urdidation probable de leur réle important mais

redondant a celui d’autres éléments régulateurs.

IV.3. Le promoteur-activateur DQ52

DQ52 est I'un des douze segments de genes D amgatrigu locus IgH. Il présente
plusieurs caractéristiques qui font de lui un sagde geéne particulier :

- le segment DQ52 est préférentiellement utiliss ldes premiers réarrangements,Dad
cours de 'ontogénie [Bangs et coll., 1991 ; Tsakeidcoll., 1990].

- DQ52 est le seul segment,Ch étre transcrit bien avant la survenue des premie
réarrangements V(D)J [Alessandrini et Desiderioc®119 Li et coll., 1996]. Ces transcrits
germinaux, appelés®, peuvent étre considérés comme l'un des indicales plus précoces
de l'engagement vers la lignée B [Li et coll., 1986 leur transcription pourrait étre un
préalable nécessaire a l'accessibilité de la réDidna la recombinase V(D)J [Thompson et
coll., 1995]. lls sont initiés, aussi bien chez I'nomquee chez la souris, au niveau d'une
séquence située immédiatement en amont du segn@ [Alessandrini et Desiderio, 1991
; Thompson et coll., 1995]. Une analyse de la iegituée en 5' de DQ52, réalisée a partir de
précurseurs B humains, révéle de nombreux sitesnpels de fixation pour des facteurs
nucléaires comme E2A, Ets, N\dB et AP2 [Thompson et coll., 1995].

L’activateur situé en 5’ de DQ52 a finalement éd¢actérisé par Kottmann et coll.
(1994). Il constitue un promoteur-activateur syigrg de Eu. Les résultats obtenus aprés
délétion de cet activateur chez la souris monueetaltération dans I'utilisation des segments
Ju les plus éloignés de DQ52. La délétion de cetvaidur chez la souris montre une

altération du répertoire B chez ces animaux [Palkast coll ., 1997].

32



IV.4. La région 3’ IgH

La transcription et la commutation sont égalemégulées par une région complexe
située en aval du geneaCL'implication potentielle de cette région danscdammutation
isotypique a été suggérée par l'existence, dandigleSes cellulaires, de larges délétions de
séquences en 3’ du locus IgH ou de la persistaecta dranscription des génes d’lg en
'absence de g [Khamlichi et coll., 2000]. De nombreuses étudat mermis de préciser la
structure de cette région et plusieurs sites H3Ir(jeNase | hypersensitive sites) ont été
identifiés [Pettersson et coll., 1990; Gianninicefl.,, 1993; Madisen et Groudine, 1994;
Michaelson et coll., 1995 ; Chauveau et Cogné, Ll99Bez la souris on distingue, dans le
sens 5-3": HS3a, HS1-2, HS3b, et HS4 (HS3a et H8Gint des séquences homologues
inversées). Il a été montré que cette région joégalement un réle de région de contréle du
locus ou LCR [Madisen and Groudine, 1994].

Plusieurs modéles de délétion génidueivo ciblés vers différents éléments de cette
région ont permis de mieux comprendre leur impiicatdans la commutation de classe.
L’absence de phénotype suite a la délétion de H8@L2S3a [Manis et coll., 1998] montre
gue ces deux éléments sont individuellement digi#es. La délétion de HS3b et HS4
conduit en revanche a une forte inhibition de lencwtation de classe vers la majorité des
différents isotypes, due a une diminution drastigaela transcription germinale des génes
correspondants [Pinaud et coll., 2001]. HS4 edbam candidat pour jouer un réle important
dans l'action de cette région, mais I'intégritélae.CR pourrait également étre critique. Il est
probable que les différents éléments de la LCRsagisdans leur configuration germinale en
synergie, et que leur action soit optimisée parésence de Ep [Chauveau et coll., 1998].

La LCR reégulerait la commutation isotypique en sgig sur la transcription
germinale de la plupart des promoteurs |. S’appugan I'hypothése de I'accessibilité du
locus en tant que pré-requis a la commutation Eqtye, un modéle a été proposé : chaque
enhancer de la LCR pourrait interagir individuelerh avec un promoteur | spécifique.
Alternativement, les 4 enhancers pourraient agisygrergie avec les différents promoteurs,

selon la nature du stimulus [Arulampalam et ca®97].
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V. Effets dus a l'insertion du gene de résistancela néomycine.

Le géne de résistance a la néomycine Thést un marqueur de sélection trés
largement employé lors de recombinaisons homologdass les cellules souches
embryonnaires.

Au cours des nombreuses expériences de recomhiniagsuologue réalisées au sein
du locus des chaines lourdes d’lg, de multiplesnptypes dus a l'effet « néo » ont été
observés [Manis et Alt, 2000] (Figure 17).

Dans le cas de la LCR 3’ du locus IgH, Le géneédistance a la néomycine (fiéa
ete utilisé pour étudier le contréle des effetgylom distance de la LCR sur les promoteurs
germinaux.

La premiére approche par KO a consisté en un remplant de I'élément HS1,2 par
néd® sous le contrdle du promoteur de la phosphoglyediaase (pgk-né) [Cogné et coll.,
1994]. Dans les cellules B mutantes, la stimulaties splénocytes (soit par le LPS, soit par le
LPS combiné a I'lL4) montre que cette mutation dio@ considérablement la transcription
germinale des génes constaysy2b, y2a ete et par conséquent la commutation de classe
vers les isotypes 1gG3, 1gG2b, IgG2a et IgE.

Il est tentant de penser que les mécanismes ddatidp par la LCR 3’ IgH se
rapprochent de ceux de la LCR de3lglobine [pour revue : Martin et coll., 1996]. Dexgbn
similaire au KO de I'élément HS1,2, le remplacendmt’élément 5° HS2 de la LCR defta
globine par une cassette pgk-Rémovoque de sévéres anomalies qui disparaissesgjuie le
gene de sélection est éliminé [Fiering et coll98.9Hug et coll., 1996].

Le phénotype observé lors du remplacement de H83acus IgH par nédflanqué
de deux sitefoxP s’est avéré tout a fait similaire a celui du resopment de HS1,2, avec le
méme défaut de commutation de classe [Manis et, d81B8]. Comme dans le cadre de la
LCR de laB-globine, la suppression des marqueurs de séleotibrpermis la restauration
d’'un phénotype tout a fait normal [Manis et cdll998], assignant ainsi un réle mineur et/ou
redondant aux éléments proximaux de la LCR 3’, H834S1,2.

Par contre, le remplacement par la cassette hsauéidkdes activateurs les plus distaux
HS3b et HS4 affecte également la commutation deselanéanmoins, le phénotype observé
persiste cette fois aprés délétion compléte deéEements par excision de la cassette®néo
[Pinaud et coll., 2001].
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Finalement, I'insertion de la cassette fiéa aval d’HS4 ne réduit pas la commutation
de classe ou la production des transcrits germinaeixjui indique fortement que la fonction
activatrice est localisée a l'intérieur des ségesndS3b ou HS4, ou peut-étre dans les deux
[Manis et coll., 2003].

Par quels moyens la mutation Admeut elle affecter la commutation de classe ?

- Un défaut d’accessibilité des régions S poursie lié a l'inhibition de la
transcription germinale ou a une perturbation anagelage de la chromatine. Les activateurs
3’ agiraient grace a la formation de boucles suodeis, permettant une interaction physique
directe entre un activateur et un promoteur rerodessible selon les stimuli [Arulampalam et
coll., 1997]. Ce modéele appelé « looping » a étélaigent proposé pour I'expression des
genes du locus de faglobine [pour revue : Bulger et Groudine, 1999].

- Des phénoménes de compétition entre promoteunsgient survenir tres a
distance. Les effets « néo » semblent liés & uneéttion entre le promoteur du géne héo
interposé entre les promoteurs de transcriptiomgete et la LCR [Cogné et coll., 1994 ;
Manis et coll., 1998 ; Seidl et coll., 1999 ; Pidaet coll., 2001]. L’insertion de nBoet de
son promoteur en amont de Ep diminue marginalententréarrangements V(D)J ; En
revanche, elle bloque completement la transcripgenminale de la régionyJ ou des
segments V(D)J réarrangeés. L'effet « neo » dansadele implique une compétition entre
promoteurs et, il permet de découpler I'inductianl@ccessibilité pour les réarrangements
V(D)J et I'induction de la transcription par Ep [pg et coll.,2002].

- Le gene de résistance a la néomycine ou son peamgtourrait jouer un réle
d’isolateur et empécher la propagation, le longatws, d’influences activatrices provenant
de la partie la plus en aval de la LCR 3'. Dansmmléle d’activation par liaison directe,
l'interposition d’isolateur pourrait perturber uannodelage chromatinien et/ou une activation
transcriptionnelle progressant de 3’ vers 5’ leglalu locus. Le remplacement du promoteur
lgG2b ou des exonse(par une cassette pgk-ffémontre que la transcription germinale et la
commutation vers ¥3 sont bloquées dans le premier cas et que damsel’'aas le blocage
affecte /3, Cy2b et GRa. Cependant, les recombinaisons veys € Gx ne sont quasiment
pas affectées. La compétition entre le promotelirgiges différents promoteurs germinaux
n'affecterait ainsi que les génes en amont, lesegéen aval de linsertion pgk-rféo

pourraient, quant & eux, subir une activation aaégion 3’ [Seidl et coll., 1999].
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Au sein du locus IgH la cassette pgk-héemble inductible par le LPS lorsqu’elle est
placée au sein du locus IgH [Manis et coll., 19%idl et coll., 1998 ; pour revue Zhang et
coll., 1995]. Si l'activation se propage de 3’ vé§s ceci suggere qu'il existe d’autres
éléments en aval de HS1,2 capables d’induire testription germinale aprés stimulation par
le LPS. Ainsi I'élément HS4, le plus distal de I@R, pourrait étre I'élément clé, puisqu’il n'a
pas été décrit jusqu’alors d’'autres éléments aetiva plus en 3'. Il n’est pas non plus exclu
gue la région 3’ IgH soit, dans sa globalité, resable de l'inductibilité par le LPS, si bien

gu’un élément pris isolément puisse étre inactarssgyu’il en résulte de conséquence...
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POSITION DU PROBLEME

PARTIE 1:

(A) Etude de I'effet né& sur I'expression des génes d’lg

Comme nous l'avons vu dans le paragraphe précéeéegéne nédest couramment
utilisé comme marqueur de sélection dans les expeégs de recombinaison homologue. Mais
il est également utilisé comme révélateur des msees sous-jacents aux interactions de
longue distance dans les loci complexes commeclesltgH.

Dans ce contexte, mon travail de these a portengsiement sur les perturbations
générées par le remplacement de séquences duldptysr le marqueur nEoPour ce faire,

nous avons généré les modeéles murins ci-dessous :

« Modéle de souris dans lequel le géne rféemplace les séquences Sp

Initialement, nous avions cherché a générer desisspuoductrices d’'IgM et IgD
exclusivement, c’'est a dire des souris incapableedtuer la commutation de classe. Une
maniére d’'y parvenir était de déléter tous les faatpétés de la séquenge Qi est le site
donneur initial de la commutation de classe. Une&tntérieure avait montré que la délétion
du core § (la séquence de plus forte concentration en taspaitérait la commutation de
classe mais ne l'inhibait pas, a cause des matfsedsés dans ce qui restait de I'intrppdu
et qui suffisaient & assurer un niveau non nédiilgede commutation isotypique [Luby et al.,
2001]. Le fait d’étendre la délétion pour incluoais les motifs restants, suggérait que nous
avions de bonnes chances de bloquer la commuiatitypique.

Nous avons généré des souris mutantes dans lesgjleeljuasi-totalité de l'intron Ip-
Cu (mais laissant intactes les séquences nécessgaine épissage correct des pré-messagers
1) a été délétée par recombinaison homologue. Lyarale ces souris dépourvues dereéo
montré qu’elles étaient toujours capables d’effectia commutation isotypique bien que

fortement diminuée [Khamlichi et coll., 2004].
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Nous nous sommes intéressés aux souris portamatqueur néd pour voir (i) si
l'insertion du géne nébaffecte la transcription & partir du promoteur (ij), les effets sur la
transcription germinale et la commutation de clas@e) éventuellement comment
linteraction longue distance avec la LCR pourgdie affectée et (iv) de voir si féaffecte

les rérrangements V(D)J.

* Modéle de souris comportant le géne naen aval du promoteur germinal \3.

Une autre partie de mon travail de these a étécangibution a I'analyse de souris
comportant le géne nBaen aval du promoteur germinaf3l Des études ont montré que
lisotype 1gG3 était séverement affecté par la tigheconjointe de hs3b et hs4 chez la souris.
Cette déplétion en IgG3 résultait d’'une diminutidrastique de la transcription germinale
initiée a 3, impliquant une interaction entre la LCR 3’ etdemoteur y3, distants de
quelques 150 kb [Pinaud et coll., 2001]. De pliissértion du géne n&pindépendamment
de son orientation, a des sites spécifiques dwsltgid affecte la transcription germinale et la
commutation isotypique vers les isotypes en amaaismpas en aval (a I'exeption de/l¢
[Seidl et coll., 1998]. Cependant, dans cette étielgéne néda été utilisé pour remplacer
soit le promoteun®b soit le gene €

Nous avons cherché & générer un modéle de samisartant le géne nBen aval du
promoteur germinalyB, laissant intacts tous les éléments nécessairkss teanscription
germinale du geng3 (ly3, sites d’épissage et gene constant). Ceci afin(i)deoir si
linsertion du géne nébaffecte I'initiation de la transcription & partiu promoteury3 et des
promoteurs en aval, (i) s'il y a certains effetsr $expression du gene [, puisque des
promoteurs germinaux du locus constant, le prommdgg&iest le plus proche de Ep et (iii)

comment l'interaction longue-distance entre la L&R/3 pourrait étre affectée.

(B) La polymérase Zéta.

Dans le cadre du Cancéropdle Grand Sud-Ouest, égtripe participe a I'étude le la

polymérase zétal). Cette polymérase est constituée de deux sowdsuniine sous-unité
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catalytigue codée par le géne Rev3 et une soué-gnilée par le gene Rev7 de fonction
inconnue.

Comme nous l'avons vu précédemment, I'hypermutagmmatique et la commutation
de classe sont deux processus essentiels de laat@iude la réponse et de la diversité
immunitaires. Dans I'hypermutation somatique, lachiaerie mutationnelle est ciblée vers la
région variable des génes d’lg alors que dans tanuatation isotypique, elle affecte des
séquences spécifigues en amont des régions cast@@ns une situation physiologique, ces
deux processus introduisent des cassures simpde etduble-brins, mais la machinerie
mutationnelle peut également affecter, en dehors slees physiologiques, des proto-
oncogenes comme bcl-6 et c-myc dans certains lymphdiumains. Récemment, plusieurs
polymérases mutagenes ont été identifiees donbliangrasel qui joue un réle important
dans le maintien de l'intégrité chromosomique et gst probablement impliquée dans
I’hypermutation somatique [Gibbs et coll., 1998gnZet coll., 2001 ; Diaz et Casali, 2002].
Par contre son réle dans la commutation isotypiejugans les processus tumorigéniques B
n’a pas encore été établi.

Des études antérieures ont montré que l'inactivatio gene codant pour la sous-unité
catalytigue de la polymérasé était letale dés les stades précoces du dévelapgem
embryonnaire [Bemark et coll., 2000 ; Espositoadt ,c2000 ; Wittschieben et coll., 2000]. II
était donc impossible d’étudier le réle de cettendee dans les stades ultérieurs de
développement. Pour cela, nous avons recouru enédéedes d’inactivation conditionnelle.

Une partie de mon travail de thése a donc porté&ablissement de modeles murins
de déregulation conditionnelle de I'expression de polymérasel, afin d'étudier les
conséguences sur I'hypermutation somatique, la ag@aion de classe et les translocations
chromosomiques.

Du fait que nous soyons encore aux étapes préliragde ce travail, cette partie sera

exposée dans le chapitre « discussion et perspsctiv

PARTIE 2: Autre collaboration

Cette partie va traiter des recherches réaliséesolaboration avec le Docteur

Reynaud sur le switch interchromosomique.
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Les éléments régulateurs situés en 3’ du locusrigiutent vraisemblablement une
activité acetyl histone tranférase afin d’induine temodelage chromatinien au niveau des
régions impliquées dans la commutation de clasSRJCUn tel remodelage pourrait alors
entrainer d'une part la transcription des régiongtSd’autre part leur accessibilité par
relachement de la structure chromatinienne [MadeteGroudine, 1994 ; Madisen et coll.,
1998].

Cependant, peu d'études ont évalué si ce phénosepeoduit sur un ou bien deux
alleles, hormis une étude de notre laboratoirepdgidait pour une transcription germinale
symétrique et bi-allélique [Delpy et coll., 2Q0Be phénotype cellulaire ne dépendanmriori
gue de l'alléle possédant un réarrangement VDJifumeel et donc positivement sélectionné,
tres peu de données sont connues quant au statlallée exclu. Il a récemment été
démontré qu’il existait une accessibilité asymeigigdes deux alleles, ce qui pourrait
influencer des réarrangements VDJ monoalléliquessfiklavsky et coll., 2001 ; Liang et
coll., 2004]. Cependant, cette asymétrie n'a éréadérée que pour les cellules pré-B et pour
le locusk et peut difficilement étre transposée au locus kfHaux cellules B matures
soumises a la CSR dans la mesure ou 75% des sdjuileommutent réalisent également des
recombinaisons intrachromosomales sur l'allelensileux [Borzilio et coll., 1987]. De plus,
la commutation de classe semble impliquer dansdnité des cas le méme géne de chaine
lourde sur les deux alleles [Rothman et coll., 19B@ns ce contexte, il devient tres difficile
d’affirmer que la commutation de classe est l'ueigproduit d'une recombinaison
intrachromosomique plutdét que celui d'un échangapréque de matériel entre les deux

alléles.

Il semble en fait que tout soit réuni, dans lesgiiocytes B stimulés, pour que puisse
se produire une recombinaison interchromosomiquee etheux régions S simultanément
transcrites. Un tel phénomene n’a en fait été dérdg@récédemment que chez le lapin. Dans
ce modéle, il semble que 3 & 7 % de la commutatenlasse vers IgA est le produit d'une
transrecombinaison [Knight et coll., 1995 ; Kingzetté eoll., 1998]. Cependant, ce
phénomene pourrait étre attribué a la singularé® gene<a du lapin qui ont évolué par
duplication successives jusqu’a 13 copies par lossis avons donc voulu étudier dans le
modele beaucoup plus classique de la souris, duudrice deéransrecombinaison durant la
commutation de classe en comparaison du modéle ncpred de délétion

intrachromosomique.
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* Mise en évidence du phénoméne dens-recombinaison chez la souris.

Dans un premier temps, nous avons utilisé un modelsouris transgénique généré
dans notre laboratoire pour lequel un alléle dérehbourde a été rendu non fonctionnel par
I'insertion d’un exon de chaine variabl& ¥ntre JH4 et Ep (mutation frky. Cette insertion
entraine une incapacité de l'allele & produireAledim VDJ-Cu fonctionnels. Cet alléle non
fonctionnel a la particularité de posséder un gllet« a ». Les animaux homozygotes pour
cette mutation sont dans l'incapacité de produgs M et sont totalement dépourvus de
lymphocytes B matures. Afin de quantifier utensrecombinaison, au cours de la
commutation de classe, nous avons évalué la capdiaihimaux hétérozygotes (possédant un
allele sauvage d'allotype « b »), a produire desNARou des anticorps d’allotype « a » alors

gue I'allele muté (possédant cet allotype) estfootionnel.

» La trans-recombinaison peut restaurer la commutation de clsse vers tous les

isotypes d’anticorps.

Dans un second temps, nous avons utilisé un awidgle de souris transgénique que
nous avons généré par croisement de deux lignéestdelaboratoire. La premiére lignée est
le modele de souris précédemment cité {)y-\WL.e second modele concerne le modéle de
souris décrit par Pinaud et collaborateurs (20@Bns ce modeéle, la délétion des activateurs
HS3b et HS4 (mutatioA) conduit a une forte inhibition de la commutatoa classe vers la
majorité des isotypes, due a une diminution drastide la transcription germinale des genes
correspondants. Nous avons souhaité savoir, ael'didnimaux hétérozygote§/fr-Vk, si
I'allele non fonctionnel (fr-WK) peut, patransrecombinaison entrainer une restauration de la

commutation de classe, contrastant avec le dé&astvitch observé dans les souia.
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RESULTATS

PARTIE 1:

o Manuscrit N°1 (en préparation):

Replacement of the Su sequences by neomycine resistance gene impairs B cell
development and p gene expression.

Hei-lanne Dougier Zeliha Oruc, Maha Samara, Ahmed Boumédiene ancheshAmine
Khamlichi

o Manuscrit N°2 (soumis)

Germline transcription in mice bearing ned gene downstream of y3 exon in the
immunoglobulin heavy chain locus.

Maha Samara, Zeliha Oruc, Hei-lanne DougiEamer Essawi, Michel Cogné and Ahmed

Amine Khamlichi

PARTIE 2:

e Manuscrit N°3:

Interallelic class switch recombination contributessignificantly to class switching in
mouse B cells.

Stéphane Reynaud, Laurent Delpy, Laurence Fleusiydtine DougierChristophe Sirac and

Michel Cogné

o Manuscrit N°4 (soumis)

Interallelic class switch recombination can reversallelic exclusion and allowtrans-
complementation of an IgH locus switching defect.

Stéphane Reynaud, Hei-lanne Dougi@laire Carrion, Eric Pinaud, Laurent Delpy and

Michel Cogné
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MANUSCRIT N° 1

Replacement of Su sequences by neomycine resistance gene impairs
B cell development and |1 gene expression

(En preparation)

Hei-lanne Dougier Zeliha Oruc, Maha Samara, Ahmed Boumédiéne and
Ahmed Amine Khamlichi

Dans cette étude, nous décrivons le phénotype dessmutantes dans lesquelles
lintron Ip-Cp a été remplacé par le géne fiéo

Nous avons trouvé que le compartiment B était prdéonent altéré avec un blocage
des les stades précoces du développement. En cemeég une faible proportion de cellules
B atteint les organes lymphoides secondaires. drastription germinale initiee a partir du
promoteur |u est bloguée.

Les résultats sont discutés dans le contexte desaations longue-distance avec des
séquences régulatrices en aval et de la nécessité épissage correct des transcrits

germinaux.
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MANUSCRIT N°2

Germline transcription in mice bearing negene downstream ofy8
exon in the immunoglobulin heavy chain locus

(soumise a International Immunology)

Maha Samara, Zeliha Oruc, Hei-lanne Dougieamer Essawi, Michel Cogné
and Ahmed Amine Khamlichi

Dans cette étude, nous avons généré des sourisleanelles le géne néa été
inséré en aval de I'exonyd en laissant intacts tous les éléments nécesspoes la
transcription germinale et I'épissage normal dasdcritsy.

Nous montrons que I'expression du géne“riaéterfére avec la transcription initiée &
partir de {3 et provoque une diminution de la commutation kdsse vers IgG3. De plus,
cette étude montre que le géne 'hépporte tous les éléments nécessaires a I'épiskme
transcrits germinaux par I'activation de deux n@uwsesites cryptiques d’épissage, I'un dans

la région codante du géne Réat I'autre dans I'intronyB-Cy3.

44



MANUSCRIT N°3

Interallelic class switch recombination contributesgnificantly to
class switching in mouse B cells

(The Journal of Immunology)

Stéphane Reynaud, Laurent Delpy, Laurence Fleurgi-ldthne Dougier

Christophe Sirac and Michel Cogné

Nous avons tout d’abord vérifié que notre modeélesaigris fr-\k n’exprimait pas de
BCR d'allotype « a ». En effet, cet alléle n’étgrats fonctionnel, il est impossible que les
souris expriment un anticorps de surface de cetyal.

Pour la commutation vers IgA, I'analyse s’effecpsr séquencage et digestion des
produits de RT-PCR correspondant aux transcrite @daine lourde (A partir de LB issus
des plaques de Peyer). Nous avons travaillé sumadiesaux de génotypa/b dont l'alléle
«a» est rendu non fonctionnel par la mutatioVdr-Dans le cas de réarrangements
purement intrachromosomiques, tous les transaitstionnels du locus IgH devraient donc
correspondre a l'allotype k». Nous avons pu tirer parti des différences dpiesgces entre
les transcritsa d’allotypes «@ » et «b » (qui se manifestent en outre par la présence ou
'absence d'un site d’enzyme de restriction). Apeamir séquencé et digéré 120 clones
provenant de 3 souris différentes nous trouvons dm@guence de recombinaison
interchromosomique de#2 %. Ce pourcentage est confirmé par séquencagprdeuits de
RT-PCR totaux. Nous avons également démontré psagdo ELISA la présence d’IgA
sériques d’allotype a». De plus en microscopie confocale, environ 6 & gdlasmocytes
présents dans les plaques de Peyer expriment daadgbranaires d’allotype « a ».

Pour la commutation vers 1gG3, nous avons pu obsenne recombinaison
interchromosomique a une fréquence encore pluséélede 17,95t 1,15 % dans des
splénocytes stimulés au LPS pendant trois jours.r€sultats sont confirmés par la digestion
des produits de RT-PCR totaux qui présentent lataus polymorphisme de restriction

permettant de les assigner a I'allotypieu b.
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MANUSCRIT N°4

Interallelic class switch recombination can reveraélelic exclusion
and allow trans-complementation of an IgH locus swahing defect

(Soumise a The Journal of Immunology)

Stéphane Reynaud*, Hei-lanne Dougie€laire Carrion, Eric Pinaud, Laurent

Delpy and Michel Cogné

* these authors contributed equally to this manuscrip

Nous avons généré des souris provenant du croiseange les souris précédemment
citées (fr-\k) et des souris décrites par Pinaud et collaborsté2001) pour lesquelles les
activateurs HS3b et HS4 de la LCR 3’ ont été dslééutationd), conduisant a une forte
inhibition de la commutation de classe vers la mi#ales isotypes, due a une diminution
drastique de la transcription germinale des genogggpondants. Nous avons travaillé sur des
animaux hétérozygote¥fr-Vk qui portent d’'une part la mutation frk\sur un allele (lequel
allele, non fonctionnel pour I'expression de traitsd/DJ, devient par force I'allele exclu), et
d’autre part la mutatiod/fr-Vk Hs3b/hs4, qui entraine un défaut de switch du iéeu
allele IgH (qui constitue cependant par force diEsscellules B de ces animaux l'allele
productif). La mesure de I'ensemble des isotypés skrique révéele une restauration partielle
du défaut de commutation dans les soliffsV K comparativement aux souddA. Dans les
surnageants de cultures de splénocytes stimulésepaPS en combinaison ou non avec
différentes cytokines, la mesure du taux d’lg révehcore une fois une restauration de la
commutation de classe pour les soWis-V Kk comparativement aux sousA. Nous avons
vérifié si la restauration du taux d’lg était cdée avec les transcrits correspondants par
Northern blot a I'aide d’'une sondequi cross hybride avec tous les isotygeélors que les
transcritsy sont dramatiqguement diminués dans les splénodsdas de sourid/A stimulées
par LPS, LPS+IL4 et LPS + IBN la présence de l'allele non fonctionnel restalare
production de ces transcrits dans les splénocgses ide sourié/fr-V k. Afin de déterminer si

la sécrétion d’'lgG3 et IgG2b par les splénocyteaudés est a corréler avec la fréquence des
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cellules ayant subi la commutation de classe og &vé¢aux d’expression des géenes qui ont
commuté, nous avons voulu apprécier le pourcentggeellules ayant commuté vers ces
isotypes par cytométrie en flux. La commutationctiesse et I'expression a la membrane des
IgG3 et IgG2b dans les splénocytes stimulés avetbRib sont dramatiquement diminuées
dans les sourid/A. Dans les sourig/fr-VK, la présence de l'alléle non fonctionnel leve
partiellement le défaut de commutation observé desssourisfA/A. L'étude des transcrits
germinaux révéle une restauration de la transoriptierminale dans les soudsfr-Vk
comparativement aux soudgA. Cette restauration provenant de I'allele non fiamnel est
attendue puisqu’il a déja été montré que l'allélele effectuait une transcription germinale
normale. En revanche, dans les sodfs-VK on note une restauration de la quantité de

transcrits hybrides Ip-Cx révélant utnans-recombinaison pour la totalité des isotypes.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

PARTIE 1:

En dehors de son utilisation comme marqueur decséh, le géne n&oest utilisé
pour comprendre les interactions pouvant se predairsein d’'un locus complexe. Bien que
d’autres marqueurs de sélection soient égalemgisest[Lorenz et coll., 1995 ; Harrimann et
coll., 1996 ; Seidl et coll., 1998 ; Hein et coll998 ; Qiu et coll., 1999], nous parlerons ici
d’effet « néo » car c’est probablement le promotssocié au gene de résistance qui joue un
effet plutdt que le marqueur de sélection.

Au sein du locus IgH, il est aujourd’hui connu dedfet « néo » ne dépend ni du sens
de transcription du géene de résistance ni du premnattilisé que ce soit pgk ou tk. Au sein de
ce locus, il a été montré que l'effet « néo » iaftid’influence de la LCR 3’ sur les
promoteurs | situés en amont mais pas en avaltdudshsertion du géne nBdexception
faite de V1) [Manis et coll., 1998 ; Harriman et coll., 199Qiu et coll., 1999 ; Seidl et coll.,
1999 ; Kusin et coll., 2000 ; Cogné et coll., 19%hamlichi et coll. 2000 ; Pinaud et coll.,
2001 ; Manis et coll., 2002a], suggérant que leegéd’s peut perturber les interactions entre
la LCR 3’ et les promoteurs | a une distance sepéei a 100 kb.

L’ensemble des études réalisées au sein du lo¢dioohg eu pour but de remplacer
certains éléments critiques pour la transcriptiemrgnale (promoteurs I, exons | ou C) ce qui
ne permet pas de savoir si I'effet observé est dalt@ration de ces structures, a l'effet
« néo » ou au deux. Il est donc intéressant d’aealieffet « néo » en laissant intacts tous les
éléments nécessaires a la transcription germiriadel@ commutation de classe. Les souris

présentées dans les manuscrits n°1 et n°2 répoadatte exigence.

Dans le manuscrit n°1, le remplacement de l'intgor€ conduit & un sévére blocage
du développement B (mais pas a son arrét totad)derla transition du stade pro-B au stade
pré-B. Cet effet est la conséquence directe dediiion du géne n&aans la mesure ou la
délétion de ce gene conduit & un nombre de celpied normal et & une augmentation de
deux a trois fois du nombre de cellules pré-B [Kahilet coll., 2004]. Cependant, bien qu'il

soit clair que l'effet « néo » puisse expliquerctamulation des cellules au stade pro-B, la
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diminution du nombre des cellules au stade pré-B plmvenir a la fois de I'absence de
lintron Ip-Cu et de I'insertion du géne rféd'analyse des taux d’anticorps sériques montre
une diminution importante dans les souris N/N datian avec la faible quantité de cellules B
matures pouvant atteindre la rate. Les étudesgivo révelent que les cellules B sont trés
sensibles a la mortalité induite par le LPS. Unestomulation des splénocytes a I'lL4 et a
I'anti-CD40 conduit & une amélioration de la vi#gBildes cellules.

L’étude de la transcription germinale révele ubseace totale de transcrits Ipu-Cp
dans les souris N/N alors que des transcrits Né@Néo-@ sont détectés. L'analyse des
séquences des transcrits Iu-Cp n'a pas mis enrad&ctivation d’un site cryptique dans le
géne néd contrairement & ce que nous avons observé damariascrit n°2.

Pourquoi n'y a-t-il pas de site cryptique activ®lffe possibilité est que la sensibilité
de la RT-PCR ne peut détecter de rares transcéts@u épissés. Il se peut également que
linsertion particuliére du géne n&guisse empécher I'épissage sur Cp. Dans les souris
mutantes présentées dans le manuscrit 2, I'insedio géne nében aval de\B laisse un
large intron [(4Kb) entre la cassette et le site accepteur g& Oans les souris Iu-Cu
mutantes, seulement 75 pb séparent la cassettedicsepteur sur Cu. L'épissage est normal
dans les souris délétées du géne®née qui suggére que les éléments nécessaires a un
épissage normal des transcrits g sont présentajkdia et coll., 2004]. Il semble ainsi que
des contraintes structurales imposées au pré mersddgo-Cu empéche leur détection.

Plusieurs possibilités peuvent expliquer le blecagtre le stade pro et pré-B. La
premiére est que le site de polyadénylation du geé® puisse bloquer la transcription
précoce de Cp. La seconde possibilité est queetiim du géne n&opuisse bloquer les
réarrangements V(D)J dans les souris N/N. Des étgdat en cours pour clarifier cette
hypothése.

De nombreuses études ont montré que le gérféétéit inductible par le LPS. Dans
cette étude nous avons démontré qu'il était egalermeluctible par I'anti-CD40 + IL4,
cependant nous ne savons pas si la réponse a Emason anti-CD40 + IL4 est similaire a
celle du LPS.

Cependant, partant de I'idée que l'inductibilitd déne néd nécessite les
activateurs du locus IgH, la question qui se pagtecemment le promoteur du géne héo
interagit avec ces derniers et quelles sont lalestités ? Un candidat potentiel est la LCR 3’
qui a été montrée comme contrlant la transcripierminale a partir de promoteurs |

incluant Ip [Pinaud et coll., 2000]. Un autre catadipourrait étre des éléments de régulation
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se trouvant en aval du géned Car des travaux récents suggerent fortement texie
d’éléments régulateurs, non encore clairement ifintet localisés en aval du gené C
humain [Palomo et coll., 1999 ; Mundt et coll., @D0Ces études laissent penser que des
éléments régulateurs de la transcription, situéS’edu gened chez la souris, pourraient
interagir avec le géne ndoDans le but d'élucider cette hypothése, nous remmmes
proposés d’isoler leurs équivalents murins et dechractériser aussi bien d’'un point de vue
structural que fonctionnel. L'étude de la séquathegéned murin nous a permis d’identifier
deux domaines caractérisés par une forte concemraie sites de fixation de facteurs
agissant errans Plusieurs de ces motifs sont communs aux prom®teuactivateurs des
genes d’lg [Ernst et Smale, 1995]. Si ce résulsated soi encourageant, il ne constitue pas
pour autant une preuve formelle de I'existenceétr@nts de régulation, ni que les sites en
guestion soient fonctionnels.

Dans ce scénario, le géne Remurrait interférer avec I'effet polarisé de laRG’ ou
avec des activateurs situés en 3’ du gedes@ Iy, ce qui aboutirait a I'abrogation de la

transcription germinale a partir de Ip.

Dans le manuscrit n°2, nous avons démontré qug, iéductible par le LPS, inhibe
spécifiguement la transcription germinale a patéri3 mais par a partir de/2b situé en
aval, ce qui est en accord avec des études an&gifseidl et coll., 1999]. Il a été montré que
la transcription germinale, a elle seule, n'est gaffisante pour la commutation de classe et
gue la maturation des transcrits germinaux jouéeégant un réle clé [Lorenz et coll., 1995 ;
Hein et coll., 1998 ; Qiu et coll., 1999 ; Kusin ebll., 2000]. Nos résultats semblent
confirmer ces hypothéses dans la mesure ou, eselale du site donneur d’épissage & |
deux autres sites cryptiques sont activés dont #unsein du géne nBaboutissant a la
formation d’'une protéine de fusion nég3aC Le fait que cette protéine puisse jouer un role
dans la commutation de classe vers IgG3 demeucatinc Bien que le géne riépuisse se
substituer ayi3 pour initier la transcription germinale, le nivede commutation de classe
observé dans les souris N/N est trés faible contiparaent aux souris N/+ et +/+.
L’explication la plus plausible est que I'essentel la transcription s’arréte au niveau du site
de polyA du géne nEme permettant ainsi pas a la régioB §'étre transcrite et de former

des boucles R nécessaires a la commutation.
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Les mécanismes par lesquels la LCR 3’ et les preuanstl interagissent et comment
un géne nédinductible par le LPS peut interférer avec ce pmé&ne ne sont a ce jour
toujours pas élucidés. Le fait que Rémuisse localement altérer la structure chromatitée
ou bien entrer en compétition avec des promoteiitgss en amont requiert encore de
nombreuses études. Il est maintenant démontré ajrdcture de la chromatine est un
élément essentiel de la machinerie de régulatianstriptionnelle. Alors méme que les
mécanismes moléculaires gouvernant [l'ouverture @e chromatine compactée et
'accessibilité des promoteurs et des activateurss facteurs agissant érans sont encore
débattus, il est clair que les changements derletate chromatinienne proches des génes
transcrits nécessite une coopérations entre lésuiscde transcription, les histones et d’autres
cofacteurs afin de remodeler et de déplacer lekosames. La LCR 3’ est capable d’établir
et de maintenir un état transcriptionnel activé sddes régions entieres de la chromatine
probablement en recrutant des histone acétyltreasdé (HAT) contenant des cofacteurs qui
pourraient induire une acétylation locale des Inistose propageant le long de la chromatine
sous l'influence de la LCR 3’ [Madisen et coll.,98).

L'insertion du géne néb peut inhiber linitiation de la transcription a rfia de
promoteurs situés en amont en bloquant la propaygde signaux émanent de la LCR 3’ vers
les promoteurs en amont (mais pas ceux localiséavahde I'insertion) : c’est le modéle
linking. Alternativement, le promoteur du géne fi@ourrait interragir physiquement avec la
LCR 3': c’est le modele looping.

Cependant, il semble tout & fait improbable quertenoteur de nébpuisse avoir une
affinité beaucoup plus forte pour la LCR 3’ carc®tait le cas nous devrions observer une
altération de la transcription germinale a partis gromoteurs | situés en amont et en aval de
linsertion du géne néb Il semblerait qu'au cours d’un modéle strict deding [Bulger et
Groudine., 1999], les effets de la LCR 3’ sur lesnpoteurs | situés en amont de l'insertion

du géne de résistance puisse étre bloqués pafatriselateur de néoactivé.

L'utilisation du géne nébcomme outil pour comprendre les loci complexeséa é
d’'une grande aide pour appréhender les mécanismdmsk permettant les fonctions des
régions régulatrices éloignées, et pour élaboreageroches complémentaires afin d’élucider

les mécanismes régissant les interactions a distanc

Polymérase zéta :
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Dans une situation physiologique, I'hypermutatimmsatique et la commutation de
classe introduisent des cassures double-brins, n@isnachinerie mutationnelle peut
egalement affecter, en dehors des sites physialegjgdes proto-oncogénes comme bcl-6 et
c-myc dans certains lymphomes humains. La polyreéZata {) jouerait un rble important
dans le maintien de l'intégrité chromosomique & elst impliguée dans I'hypermutation
somatique [Gibbs et coll., 1998 ; Zan et coll., 2QMiaz et Casali, 2002].

Nous sommes entrain d’établir des modéles murindédégulation conditionnelle de
l'expression de la polymérasé. afin d’étudier les conséquences sur I'hypermaiati
somatique, la commutation de classe et les traastos chromosomiques.

Le premier modeéle repose sur la surexpression dmligmérasel spécifique aux
cellules B, par insertion du géne féet de I'activateur intronique Ep (Figure 18). Nous
venons d’obtenir des souris chimériques a partinalone ES recombinant. Leur analyse est
en cours et il nous faut obtenir une transmissienmgnale de la mutation. Si cette derniére se
confirme par la suite, nous envisageons de craissrsouris avec des souris transgéniques
Cre pour délétein vivole géne néd

Le second modeéle est une inactivation conditioengd la polymérasg, car il a été
montré que l'inactivation du géene codant pour lassonité catalytique de la polymérase
était létale dés les stades précoces du développemibryonnaire. Il était donc impossible
d’étudier le role de cette derniere dans les stattéseurs de développement. La figure 19
présente le schéma de la construction réaliséeseftion du géne nEoavec cette fois la
localisation des sitebxP qui permettra apres croisement des ces souris @@gcsouris
transgénique€re la délétion géne n&amais également d’'un exon du géne de la polymérase
zéta.

Ces modéles nous permettront d'étudier les conségse sur I'hypermutation
somatique, les translocations chromosomiques ausile réle de la polyméragesur la

commutation isotypique et dans les processus tg@iques B qui n’est pas encore établi.

PARTIE 2:
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La grande majorité des recombinaisons de commoutatie classe observées dans les
cellules B sont classiqguement considérées commeepant d’une association d’'un geng V
avec un gene Cparcis-recombinaison. Ce modeéle repose sur I'associagodeux régions S
localisées sur le méme chromosome par délétiomedd de la région génique située entre le
point de fusion des deux régions S [Dudley et cB005]. Un échange réciproque de matériel
génétique entre deux chromatides-soeurs a égalétéegmtoposé conduisant a une cellule fille
commutée et a une autre cellule fille possédantdupdication des régions constantes. Ce
phénomene est tres rare, s'il existe [Harriman ak,c1993]. Un troisieme modele fait
intervenir letranssplicing répandu chez les nématodes et les trygmmes. Ce phénomene
permettrait d’expliquer I'expression de multiplestypes d’'lg par un méme lymphocyte B
mais n'a pas été prouvé de fagcon convaincante [[Bhiet Honjo, 1993 ; Gerstein et coll.,
1990].

Finalement malgré le dogme declarecombinaison lors de la commutation de classe,
le phénomeéene déransrecombinaison a été démontré chez le lapin comargicipant
significativement a la commutation de classe varslhsse IgA [Knight et coll., 1995;
Kingzette et coll., 1998]. Cependant ces étudestintonsidérées comme marginales par la
communauté scientifique et plus ou moins spécifiquelapin qui a la particularité de
posséder des duplications multiples des géemesa bout du locus IgH (point chaud de

recombinaison ou de conversion génique ?), ceauirgit favoriser ce type de phénomene.

En utilisant un modeéle de souris hétérozygote pallotypie «a / b» au niveau du
locus IgH et pour lequel le locus d’allotypea« a été rendu non fonctionnel, nous avons
montré que ce phénomeéne ttansrecombinaison n'est pas spécifique au lapin eil qu’
participe de facon active a la commutation de elasss IgA et IgG3. En effet nous avons pu
montrer que 7% pour IgA et 17% pour IgG3 des ampie@roduits par ces souris possédaient
lallotype «a». Cette fréquence déransrecombinaison supérieure pour IgG3
comparativement a IgA est tout a fait surprenantapte tenu de la faible distance génique
séparant les génes J des gengd. Comme I'espérance d’'une recombinaison homologue
interallélique est trés faible pour des genes éspde moins de 300 kb ce phénoméne de
transcommutation doit faire intervenir une recombinaismterchromosomique entre les
deux régions S ainsi que I'ensemble de la mackingei la commutation de classe. Nous
avons ainsi pu proposer deux modeéles pouvant em@rnors de la commutation de classe :
un modeéle majeur faisant intervenir une recomboraigmtrachromosomique et un modele

alternatif faisant intervenir une recombinaisorinohromosomique (Figure 20).
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Afin d’étudier si le phénoméne deansrecombinaison peut se produire lors de la
commutation de classe vers tous les isotypes d@ps nous avons utilisé un deuxieme
modele de souris portant des mutations cibléesclusligH. Ces animaux possedent un allele
IgH rendu non fonctionnel par I'insertion d’'un exoon traductible (mutation f&-V« ») et
l'autre allele pour lequel la commutation est quesolie par délétion de deux activateurs 3’
du locus IgH, HS3b et HS4 (mutation diteAw) [Pinaud et coll., 2001]. Dans les
lymphocytes B issus d’animaux hétérozygotes, lalfé-Vk sera exclu (bien qu’il porte tous
les élémentis régulateurs du locus) tandis que I'all@desera productif mais déficient en
€léments activant la transcription germinale etdenmutation de classe. Dans un modéle ou
ne surviendraient que des réarrangements inta-ds@mques, ces animaux hétérozygotes
devraient donc présenter un défaut de switch seynééi celui des sourisa puisqu’ils ont le
handicap supplémentaire de ne disposer que d'aleakprimable par cellule B. Ce modéle
nous a en fait permis de montrer que lallele exdurant les premiers stades du
développement B, peut restaurer la déficience sédeércommutation de classe vers tous les
isotypes d’lg imposée par la délétion de HS3b et Ha&ns les LB matures. Ce phénoméne est
rendu possible par le fait que bien que l'allel&/k soit non exprimé, il peut tout de méme
étre le substrat pour les phénoménes de recombmetar cet alléle, comme la LCR 3’ IgH
est maintenue intacte, la transcription germinalgient normalement et des coupures double
brin peuvent survenir au niveau des régions S [Petroll., 2003]. Dans le cas de la délétion
de HS3b et HS4, la transcription germinale depuir’ést pas affectée. Cet alléle fonctionnel
est donc capable, dans les LB activés, de préseeterexons VDJ fonctionnels et des
coupures double brin au niveau de Sp, fournissaatussi un partenaire pour fens
recombinaison (Figure 21).

Il apparait ainsi qu’un alléle « exclu » (car namdtionnel dans notre modele) peut
lever partrans-recombinaisorin vivo etin vitro le défaut sévere de commutation de classe lié
a un défaut de l'allele « productif ». Le phénoméledransrecombinaison précédemment
observé lors de la commutation de classe vers Ighg@3, se manifeste ici et peut étre
aisément mis en évidence pour la commutation dsselavers I'ensemble des isotypes
d’anticorps. De plus dans le modele de soliffsVK la fréquence déransrecombinaison
semble plus importante que celle mesurée dansolesssvt/fr-Vk suggérant que lorsque la

cisrecombinaison est non fonctionnelle, le phénontrteans-recombinaison est stimulé.
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En général, les échanges interchromosomiquesldam®llules somatiques sont rares
mais sont le fruit de coupures double brin. Cepetydaen que ces coupures apparaissent au
cours des réarrangements VDJ, le phénomerteadsrecombinaison ne se produit pas a ce
stade du développement B [Knight et coll., 1995ngKette et coll., 1998 ; Delpy et coll.,
2002]. Dans le cas de la commutation de classdasadisation nucléaire identique pour les
deux alléles autoriserait ce genre de recombinaifians ce sens il a été montré une
localisation asymétrique des alleles lors des adgements VDJ alors que les deux alléles
sont symétriguement localisés dans I'euchromatisesdes LB mature et les LB actives
jusqu’au jour 1,5 apres I'activation [Skok et cal001]. Cette localisation nucléaire identique
pourrait permettre a AID et a la machinerie de caration de classe de concentrer leur
action sur les régions switch des deux alléles ptamt par la suite de résoudre les coupures
double brin générées dans ces régions gsr(modele majeur) ouransrecombinaison
(modéle alternatif).

L’ensemble de cette étude a permis de bousculedolgme de l'immunologie
moléculaire selon lequel, au cours de la commutatie classe, la recombinaison ne se
produirait qu’au sein d'un méme allele. Nous avamssi pu, dans un premier temps,
déterminer que cettgansrecombinaison peut concerner jusqu'a 17 % desmbowisons
effectuées lors de la commutation de classe veES8.lgCe phénoméne est d’ailleurs plus
important pour 1IgG3 que pour IgA et ceci malgréplas faible distance entre JH et
comparativement a JH ebCDans un second temps, nous avons pu étendreccemliene de
transrecombinaison a I'ensemble des isotypes. Cettedgréréquence de recombinaison peut
contribuer a expliquer la forte incidence des myds, lymphomes et plasmocytomes
mettant en jeu des translocation liant une régioduSocus IgH avec certains oncogenes
comme c-myc, bcl-2... Cette étude confirme eégaleméntpothése selon laquelle la
machinerie de commutation de classe peut recraies dn compartiment nucléaire spécialisé
plusieurs génes transcrits et non pas seulemenrtgeesont liés a l'alléle productif.

A Tlissue de ce travail, plusieurs perspectivesiveat étre envisagées. Dans un
premier temps, il serait intéressant de quantgfrécisément, par la génération d’hybridomes,
le pourcentage dgansrecombinaison pour chaque isotype. Cette étudeadedgalement
permettre de confirmer que cettansrecombinaison se produit lors de la commutation de
classe et non pas lors des réarrangements VDJ. $talsitons également déterminer si la
recombinaison interchromosomique met en jeu les @sgohénomenes que la recombinaison

intrachromosomique par séquencage des régionshsiatdin nous avons également entamé
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une étude chez 'hnomme afin de déterminer si lenph#&ne ddransrecombinaison existe

également lors de la commutation de classe.
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