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ABREVIATIONS

Ac : anticorps

ADN : acide désoxyribonucléique
ADNCc : acide désoxyribonucléique
complémentaire

Ag : antigéne

AID : cytidine désaminase induite
aprés activation

ARN : acide ribonucléique

ARNmM : acide ribonucléique
messager

B : lymphocyte B

BCR : récepteur des cellules B
BSAP : “B-cell specific activation
protein”

CD40-L : ligand de CD40

CDR : régions déterminant la
complémentarité

CG : centre germinatif

Cy . région constante de chaine
lourde d'immunoglobuline
cHS4lIns :insulateur HS4 de poulet
CSR : commutation de classe
d'immunoglobuline

D : segment de diversité

DNase | :désoxyribonucléase |
ES : cellule souche embryonnaire
GL : transcript(ion) germinal(e)

H ou HC : chaine lourde
d'immunoglobuline

HAT : histone acétyltransférase
HS ou hs :site hypersensible a la
DNase |

IFN : interféron

Ig : immunoglobuline

IgH : chaine lourde
d'immunoglobuline

IL : interleukine

J : segment de jonction

kb : kilobase

KO : « knock out » : mutation de
gene par recombinaison homologue
LC : chaine légeére
d'immunoglobuline

LCR : région de contréle du locus
LPS : lipopolysaccharide bactérien

MAR : région d’ancrage a la
matrice

MARE : site de liaison des
protéines Maf

MMR : « Mismatch repair »

neo’ : géne de résistance a la
néomycine

NHEJ : jonctions d’extrémités non
homologues

nt : nucléotide

pb : paire de bases

PCR : réaction de polymérisation
en chaine

RAG : génes activant la
recombinaison V(D)J

3'RR : région de régulation en 3’
RSS :séquence signal de
recombinaison

S :région « switch »

SHM : hypermutation somatique
TD : T-dépendant

Tl : T-indépendant

Th : lymphocyte T auxiliaire
TNF : “ tumor necrosis factor”
TGF : “ transforming growth
factor”

V : région variable
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Figure 1 : Représentation tri-dimensionnelle d’'une immuobgline.
Les chaines lourdes sont colorées en rouge, léseshiégeres en jaune, les glycosylations
sont indiquées en violet.



INTRODUCTION

Les immunoglobulines (Ig) sont les acteurs pringipae la réponse immunitaire
humorale. Elles sont constituées de deux chainesglde identiques (H) et de deux chaines
légeres identiques (L) reliées entre elles par pests di-sulfures. Chaque chaine est
composée d’'une partie constante (C) et d’'une peati@ble (V) Eig. 1). La partie constante
permet de distinguer deux types de chaines légeres), et différents isotypes de chaines
lourdes |, 9, 1, y2a,y2b, y3, € eta chez la souris 4, d, y1, V2, V3, v4, €, al eta2 chez
'Homme. Les régions constantes des chaines lowdeferent les propriétés effectrices a
'lg (fixation de certains composants du complémeinteraction avec des récepteurs
spécifiques a la surface dautres types cellulairesLes régions variables des chaines
lourdes et lIégéres constituent le site de fixatlen’antigene déterminant ainsi la spécificité
de I'lg.

Dans la mesure ou mon travail a porté sur le logks murin, I'introduction
bibliographique sera essentiellement focaliséelesiprocessus qui affectent ce locus. Les

loci K etA seront mentionnés de fagon trés concise.

1. STRUCTURE ET ORGANISATION DES GENES
D’'IMMUNOGLOBULINES

1.1. Chaines légéres

Les genes des L& sont situés sur le chromosome 6 de la souris. Bns
configuration germinale, le locus murin comprend entre 100 et 300 segmenksée¥ 5
segmentsklqui codent la région V de la LC, et un seul segn@an

Les genes des L& sont situés sur le chromosome 16 de la sourigrtiépen 4
familles comprenant chacune une paire de segmangs QA (A1 & A et Q\p a Q) ; le
locus ne comporte que deux segmenks  segment ¥; s'associe préférentiellement &gJ
et A\, alors que le segmentAY s’associe préférentiellement &,JLes segments\d et O\,

sont défectifsKig. 2).
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Figure 2 : Représentation schématique des loci des Ig.

Les segments de genes sont repésentés par degylestalancs, les activateurs et promoteurs
par des cercles et des rectangles gris respectntetee RSS par des triangles blancs (12-
RSS) ou noirs (23-RSS). Les différents exons dg®mé constantes ne sont pas détaillés
(D’aprés Hesslein et Schatz, 2001).

1.2. Chaines lourdes

Le locus des HC est situé sur le chromosome 12adsouris et comprend des
centaines de segmentsg,Wune douzaine de segments Bpécifiques du locus IgH) et quatre
segments il On trouve ensuite huit genes codant des régiome<huit classes et sous-
classes d’lg, répartis dans le sens:|5%, y3, y1, y2b, y2a € et a -3’ (Fig. 3). Chaque géne
constant est composé de multiples exons codardde®ines structuraux propres a chaque
HC.
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Figure 3 : Organisation du locus des HC d'immunoglobulingsi{l

Représentation schématique du locus IgH murin, distances approximatives entre les
segments de genes sont indiquées sur la partieisuee Plusieurs genesyVle segment de
géne I le plus en amont (DFL 16.1), les segments de gepdss plus en aval (Dg52) et les
4 segments de genes sont représentés en amont des différents genetacds (@, CJ,
Cy3, Oy1, O2b, GRa, & et ). Le nombre de genes de chaque famillg, By ou J,, est
indiqué entre parenthéses. Les 3 éléments conntis-tigulation, I'activateur introniquelk

le promoteur/activateur DQ52 et la région 3’ detodle du locus ou LCR (3} sont
représentés par des ovales rouges. La partieanférdétaille le locusVavec la localisation
relative des segments de genes appartenant auteefadb58, 3609, Q52 et 7183. Les cercles
noirs représentent les télomeres (D’aprés ChowdéuBen, 2004).

1.3. Les réarrangements dans les loci Ighk et A

La configuration germinale des trois loci est eeletrouvée dans tous les types
cellulaires. Dans cette configuration, les genes ld€ et LC ne sont pas fonctionnels. En
effet, I'expression de ces genes est exclusivemesirieinte a la lignée lymphocytaire B. Pour
devenir fonctionnels, ces genes doivent d’abordrsadtune fagcon ordonnée, une série de
réarrangements intra-géniques qui commencent aalestprécoces du développement de la
lignée B Fig. 4).

- stade pro-B

Les premiers réarrangements sont genéralementtéetdans le locus IgH, au stade
pro-B entre un segmentyDet un segmentyJsur les deux chromosomes, aboutissant a un
segment RQJy. Ce réarrangement peut également étre détectdadborais IgH des cellules T
(pour revue : Jung et al., 2006).
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Figure 4: Stades de développement de la lignée B.

L’expression de RAG, les réarrangements des lochdine lourde (IgH) et de chaine |égere (IgL) smaiués.

GL signifie que le locus est dans sa configuratjerminale.

L’expression des différents récepteurs a la surfiesecellules pro-B (Calnexine etildg), pré-B (Iqu, WL et Iga-Igp) ou B (Igu,
Igk ou Ig\ et Iga-1gP) est représentée.

Le développement de la lignée B peut étre blogaé (tertical) a différents stades par I'inactigatiou I'absence d’expression de
facteurs de transcription (PU-1lkaros", EBF", E2A", PaX") ou de recepteurs (mid, IgB™) (D'aprés Meffre et al., 2000).



Au cours des rearrangementsJp une forme tronquée de la protéine p (appelée Dy,
dépourvue de région variable;Vest parfois produite dans le cadre de lecture. RB&que
cette protéine Du est formée, le développementtBlegué (Gong et Nussenzweig, 1996)
par un signal négatif transduit par I'hétérodimigra/Ig-B qui assure la transduction grace a
un motif ITAM (Immune receptor Tyrosine-based Aetion Motif) dans le domaine

cytoplasmique des protéinesilgt I3 (Meffre et al., 2000).

Dans les cellules pro-B, I'hnétérodimére dfjg-3 peut étre détecté a la surface en
association avec la calnexine. Une signalisatiarnt-pee induite par ce complexe permettant
le recrutement de tyrosines kinases et il a ététmaque dans des souris RAG2-/-, cette
signalisation permettait I'acquisition de certam&rqueurs du stade pré-B (Nagata et al.,
1997).

- stade pré-B

Un deuxiéme réarrangement sur un allele entre gmeet \{; et le segment LI
formera un segment\DyJy codant la partie V de la HC (pour revue : Junglet2006). Ce
réarrangement requiert une accessibilité induitd’aetion de Pax5 et de I'lL7 en particulier
des segments les plus proximaux (Nutt et al., 299@rcoran et al., 1998 ; Hesslein et al.,
2003). Si ce réarrangement est productif, ’ARNmfeactionnel (=dans la bonne phase de
lecture) et la chaine lourde p est produite et a@yes transportée vers la membrane de la

cellule sous forme de « pré-BCR » (pre-B cell réagFig. 4).

Le pré-BCR est composé de la HCen association avec deux « pseudo-chaines
légeres », codées par les géenes VpréXbeet 'hétérodimere IgHlg- (Meffre et al., 2000).
C’est au stade pré-B que s’effectue I'exclusioglajue, un processus important qui assure la
monospécificité du BCR. C’est également a ce stpdeles réarrangements entre les régions
V et DJ ont lieu. Pour certaines cellules, les dallsdes de la chaine lourde se présentent sous
la forme réarrangée VDJ, alors que pour d’autresali¢le se présente sous la forme VDJ, et
l'autre sous la forme DJ. Dans les « cellules VI3X}#DI'alléle recombiné VDJ est fonctionnel
et code pour la HQu du pré-BCR. Le pré-BCR issu de cette associatiannhiber le
réarrangement entre V et DJ de l'autre alléle,tclexclusion allélique. Pour les cellules
« VDJ/VDJ », seul un des deux alléles est foncebiirig. 5).
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Figure 5 : Réarrangements des génes de HC et exclusion a#€éliq

L’état des réarrangements des genes varialesddguiéhau sein des cellules (cercles) sur les 2
alléles, ainsi que leur caractére fonctionnel ouwn mb les événements qui en découlent
(D’apres Mostoslavsky et al., 2004).

La délétion de la partie transmembranaire de pecanos seulement une absence de
signalisation nécessaire a la prolifération, majalément un défaut d’exclusion allélique
(Kitamura et Rajewsky, 1992). De plus, la présecbez des souris du transgene p
membranaire (et non sécrété) induit I'exclusioglajle des génes endogénes (Nussenzweig
et al., 1987). Des inhibiteurs de la transcriptitels que I'hétérochromatine ou encore la
présence du facteur transcriptionnel Ikaros, setrouvés sur l'allele exclu de cellules B
activées. Le second allele se trouverait sous omae transcriptionnellement silencieuse, en

périphérie du noyau et ne pourrait pas subir deaggement (Skok et al., 2001).

“Le modele régulé” permet d’expliquer mieux ce phr@ene d’exclusion : le produit
protéigue d’'un réarrangement productif V-DJ suralléle inhibe le réarrangement V-DJ sur
l'autre allele grace a un signal transmis par & I3 du pré-BCR. D’autre part, le pré-BCR
transduit un signal positif entrainant un réarraneget \VJ sur le locus de L& La cellule preé-

B devient alors une cellule B immature qui rempli=e pseudo-chaines Iégeres par des LC

classiques, ce qui aboutit a I'expression d’'une tgvsurfaceHig. 4, 5.



Il faut néanmoins signaler que si ce modele régsiele plus populaire, des travaux
récents tendent a le remettre en cause (Liang,&(4l4 ; et pour une discussion des modéles
régulé et stochastique, Mostoslavsky et al., 2004).

- stade immature

L’expression du pré-BCR permet a la cellule prdeBpasser au stade suivant ou les
réarrangements |VJ,. se déclenchent d’abord dans le loguguisA si les réarrangemenks
ne sont pas productifs, on parle d’exclusion isiofyp. Dans les deux loci, le phénomene
d’exclusion alléligue blogue les réarrangements bespression d'un allele réarrangé
fonctionnel(Fig. 6). Ce phénomene permet a la cellule B de n’exprémsa membrane qu’un

seul type de BCR composé d’IgM {4,) associée a I'hétérodimere édig-p3, c’'est le stade

B immature.
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Figure 6 : Réarrangements, exclusion isotypique et excludiéticaie dans les loci des LC.
Chronologie des différents réarrangements des gnebaines |égeres au niveau des laci Ig
et Ig\, caractéere fonctionnel ou pas de ces réarrangeetrégsénements qui en découlent
(D’apres Mostoslavsky et al., 2004).



Il est important de signaler deux caractéristigges réarrangements géniques : 1) les
réarrangements sont ordonnés. En général, ilsrgestdon la chronologie suivante : locus
IgH » locusk » locusA. 2) ces réarrangements ont lieu avant que laleedli rencontré un
Ag. Cette phase «indépendante de I'Ag” a lieu denfoie foetal et la maelle osseuse de
'adulte (Fig. 4).

Les cellules B immatures quittent la mcelle osseteys les organes lymphoides
périphériques (rate, ganglions...). L'expression aslaface de ces cellules d'une IgM
spécifique leur permet de reconnaitre un Ag. Ldkiles ainsi activées se différencient en
cellules B matures exprimant IgM et/ou IgD de mé&gggon V mais de régions C différentes.
La co-expression d’'IgM et IgD est régulée au nivpast-transcriptionnel grace a un épissage

alternatif et au mode de sélection du site de gidgglation du long transchitd (Fig. 7).

ONA T " -
LD £ L Hm Hm, ol B chgeBycts b Ba B,

pre =mAMA

Figure 7 : Régulation de I'expression de IgM ou IgD.

La premiére ligne représente le locus IgH avecéaamrangement VDJ ou les géngs &€ &

sont détaillés. Les exons et les introns sont segmtés respectivements par des rectangles
noirs et des lignes. Les cercles noirs représenéantdifférents sites de poly-adénylation
(poly-A). Les 4 lignes inférieures schématisentRM pré-messagear-6 (ou long transcrifi-

0) qui donnera naissance aux differnents ARN messags, um, ds etdm) grace a un
épissage alternatif et selon le choix du site dggo@nylation. Le processus d’épissage est
schématisé par des lignes en pointillés (D’aprés &teal., 1991).



2. RECOMBINAISON V(D)J

Les recombinaisons entre les segments V, (D) mécéssitent la présence de sites
spécifigues nommés RSS (séquence signal de recaistni) constitués de deux motifs
consensuels de sept (heptam€ARCAGTG) et de neuf nucléotides (nonameére de sémpien
consensus ACAAAAACC), trés conservés, espacés par régions de 12 ou de 23

nucléotides aléatoires (pour revue : Tonegawa, 1F83. 9).

[H[23]N] [N[12[H[TH[12[N]

:’r,f l“h\ ’;.-’ \“L\:

I,J’ -.,\ .a-’ hhl
O+t HH——
VH IZ:-H JH Enhancer

[H[23]N] (IN[12]H[TH[12]n] [N[12]H|[N[12[H]

. T PR = :

1 i
-
- - !
1 e . - *a | " |
1 n o .l ol

OO0t H—e

-
EI—EI]]—D—D ©

lgH variable exon laH constant exons

Figure 8 : Schéma du locus IgH murin montrant les positiors sEments de génes,\Dy

et J; et I'enhancer intronique|E

En haut est représenté le locus sous sa configarggrminale, au milieu un allele ayant
partiellement réarrangé D a J et en bas, est mmésun réarrangement complet et
fonctionnel V(D)J codant I'exon V de chaine louftiefleche indique le promoteuryy. Les
positions des séquences signal de recombinaisoi®)(R8Bnt indiquées, ainsi que leur
composition : les heptameres (H) immédiatementcadis aux séquences codantes et les
nonameres. La longueur des séparateurs (12 ou @@otides) est également indiquée

(D’apres Schlissel, 2003).

La recombinaison s’effectue entre un RSS compbuarséparateur de 12 nucléotides
et un autre RSS contenant un séparateur de 23otidele. La disposition des RSS adjacents
aux segments est telle que les recombinaisons ngepe se faire qu’entre segments
d’espaceurs différents (« régle 12/23 »). Cependaatété récemment rapporté que dans de
rares cas, un réarrangemer#-34 pouvait se produire mais avec une efficacité maind

gu’un réarrangement classiquelDHJH (Koralov et al., 2005).



Les produits des genes RAG-1 et RAG-2 (genes attlaarecombinaison), exprimés
dans les lymphocytes B et T (Schatz et al., 198@ttinger et al., 1990), forment la RAG
recombinase qui introduit une coupure endonucléplgt précisément a I'extrémité de
I'heptamere [fig. 9). Les protéines HMG1 (High Mobility Group 1) aativt cette réaction du
moins in vitro. La coupure par la recombinase RAG généere quatteereités libres
intermédiaires : deux extrémités « codantes » @nglp a cheveux et deux extrémités
« signal » phosphorylées en ¥ig. 10). Le « processing » des extrémités fait appel\ia
NHEJ (Non homologous end joining) comportant plussefacteurs incluant Ku70/Ku80,
DNA-PKcs, XRCC4, DNA ligase IV, Artemis et Cernursi¥LF. Les deux extrémités
« signal » sont liguées par la DNA ligase IV alqte les extrémités codantes sont d’abord
reconnues par Ku70 qui interagit avec Ku80. Ku&0dute la kinase DNA-PKcs qui va activer
Artemis, ce dernier clive les épingles et procdsseextrémités libres avant qu’elles soient
liguées par la DNA ligase IV en complexe avec XR@&ECpeut-étre avec Cernunnos/XLF, un
nouveau facteur qui semble activer I'étape de ibgatLa jonction codante est imprécise et
peut comporter de courtes délétions, I'addition digplications palindromiques (appelées
eléments P), ou de courtes insertions de nucléotajgpelés N ajoutés par la terminal
désoxynucleotidyltransférase (TdT) avant la ligatides extrémités. Cette cascade de
réactions aboutit a la juxtaposition des segmeartsmbinants avec une importante flexibilité
jonctionnelle (pour revue, Schlissel, 2003 ; Sekiget Ferguson, 2006).

v ]
- s J >
RAGIRAG2 | —— OH [> 23 bp RSS
Initiasted V) < L] | | L% » bp RSS
recombination OH OH
L L1 B I D P
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Figure 9 : Mécanisme biochimique de la RAG recombinase.
La RAG recombinase agit en introduisant des cogenelonucléotidique au niveau des RSS
(D’apres Dudley et al., 2005).
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Figure 10 : Réaction de recombinaison V(D)J.

Les protéines RAG se fixent aux séquences RSSretliisent des cassures bouble-brin entre
les segments V, D ou J, ce qui génere des extraffttdlantes” en épingle a cheveux et des
extrémités “signal”. Les protéines RAG maintiennairtsi 'ensemble dans des complexes
synaptiques stables et recrutent les facteurs deia NHEJ. La jonction des extrémités
“codantes” et la jonction des extrémités “signattassitent I'intervention de Ku70, Ku80 et
XRCC4/Lig4 alors que la formation des jonctions aats requiert en plus I'activité des
DNA-PKcs et de Artemis (D’aprés Dudley et al., 2D05

3. MATURATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE

La maturation de la réponse immunitaire comportexdgolets essentiels : la
maturation de l'affinité et la commutation isotyeg La maturation de I'affinité implique la
sélection d'Ac de plus forte affinité pour I'Ag. lmse de la maturation de l'affinité est un

processus complexe appelé hypermutation somat®jdM]) qui opére dans les loci des Ig.



Le deuxiéme aspect de la maturation de la réponseinitaire concerne l'existence de
plusieurs classes de HC possédant des régionsd€sdbnctions effectrices différentes. La
génération de cette diversité des régions constafati¢ appel a un type particulier de
recombinaison au sein du locus IgH appelé comnmutate classe ou commutation isotypique
(CSR). Celle-ci permet a une cellule B mature erprit IgM et/ou IgD de commuter, dans

certaines conditions, en une cellule exprimant ligk, ou une des quatre sous-classes d'IgG.

3.1. Maturation de l'affinité — Hypermutation somatique

L’extréme souplesse dans les mécanismes de recaisdninV(D)J est une source
primordiale de la grande diversité du répertoire 8 SHM permet d’amplifier cette diversité
en augmentant la fréquence des mutations somatsyitesa une stimulation antigénique. Ce
processus est essentiellement ciblé vers la régides genes d’lg des cellules B activées. Les
mutations introduites permettent éventuellemenughaenter l'affinité de I'Ac pour I'Ag

spécifique et la sélection des cellules B exprincantAc (Neuberger et Milstein, 1995).

3.1.1. Sélection clonale

La rencontre avec un Ag étranger qui entraine @pense T-dépendante déclenche la
formation de structures particulieres appeléesresngerminatifs (CG) ou I'on détecte un

pool oligoclonal de cellules B activées (pour reviacLennan, 1994)g. 11).

Les CG apparaissent quelques jours aprés I'exposdil’Ag et persistent pendant
guelques jours a quelgues semaines. lls sont @ssadtiexpansion clonale des cellules B, a la
SHM des génes de la région V des genes d’lg, aléztion des cellules B exprimant I'’Ac de
forte affinité, & la CSR et a linduction de lafdienciation en cellules B mémoires ou
plasmatiques. Dans les CG, on distingue deux zpnasipales dites zone sombre et zone
claire. Les centroblastes sont localisés dansia sgombre, siege d’une prolifération massive,
et sont la cible de la SHM alors que les centracgtnt localisés dans la zone claire et sont la

cible de la CSR (pour revue : Rajewsky, 1996).
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Figure 11 : Cheminement des cellules B dans le centre germinfi(D’aprés McHeyzer-
Williams et Ahmed, 1999).es différentes zones du centre germinatif sontjunges sur le schéma
du haut, le schéma du bas résume les étapes dplivation et de sélection des cellules B. Les
abréviations sont : B pour lymphocyte B, FDC poeliutes folliculaires dendritiques etd pour
macrophage.



Les mécanismes de sélection des cellules expridemAc de haute affinité semblent
particulierement stringents et font intervenir de®ractions spécifiques avec les cellules T
reconnaissant le méme Ag. Les cellules B en pralifégn dans les CG semblent étre destinées
a mourir si elles n’interagissent pas avec d’aulypss cellulaires en particulier les cellules T
auxiliaires (Th) et les cellules dendritiques, tpur délivrent des signaux de survie et de
maturation par des récepteurs accessoires tels Gjp#0, BCMA, etc...(pour revue :
MacLennan, 1994).

Apres gquelques semaines, le CG régresse et fimitdpgparaitre, les cellules B
sélectionnées expriment plus fortement le gene2Bdbnt le produit a des fonctions anti-
apoptotiques, et deviennent des cellules B rédehidPascual et al., 1994 ; Schittek et
Rajewsky, 1990), ces cellules expriment des Ig @@ affinité pour I'Ag et constituent le
répertoire immunologique « mémoire ». Les celluBsmémoires constituent un groupe
minoritaire de cellules a durée de vie tres longuiepeut atteindre des mois a des années, ces
cellules peuvent exprimer IgM ou d’autres classastitorps. Elles sont préférentiellement
localisées au niveau des muqueuses (Liu et al5)1@® elles peuvent rapidement répondre a
des pathogénes externes. Ces cellules peuvennf@ésapidement et efficacement I'Ag aux
lymphocytes T. Ce processus peut avoir lieu en dedtun CG et ne donne pas lieu a
d’autres hypermutations (Siekevitz et al., 1987y kt al, 1991). Cependant une cellule
mémoire peut, en formant un nouveau CG, subir devemux cycles de mutations et de

sélections qui optimiseront la mémoire immunitaieg’individu (Berek et Milstein, 1988).

Apres la réponse immunitaire, certains plasmocstecalisent au niveau de la zone
marginale des manchons périartériolaires splénigue@sl niveau de la moelle osseuse. lIs y
exercent une fonction de sécrétion d’anticorpsdiffiilsent dans I'ensemble de I'organisme.
La durée de vie des plasmocytes est controvemg@ldsmocytes pourraient avoir une durée
de vie longue (Slitka et al., 1998) ou ils seraiemsus de la transformation rapide d’'une
cellule B mémoire (a longue durée de vie) suitee stimulation antigénique (Ochsenbein et
al., 2000).



3.1.2. Modelesn vivo pour I'étude de I'hypermutation somatique

Au cours de la SHM, des mutations ponctuellesadbfs des insertions ou délétions,
sont introduites dans la région V, le plus souvdaris les CDRs, régions hypervariables, et
qui forment le site de fixation de I'Ag. En revaeg¢ltes mutations sont sous-représentées
dans les FRs qui constituent le « chassis » de cégion (Neuberger et Milstein, 1995).
Alors gque I'on pensait au départ que la SHM étstreinte aux genes d’lg, plusieurs cas de
genes subissant la SHM ont été décrits comme leesgmbl chez la souris ou Bcl6 chez
’lhomme, mais la fréquence des mutations est 100afdis moindre et le profil des mutations

n'est pas toujours comparable a celui des géngqpldur revue : Weill et al., 2002).

La démonstration qu’un transgene d’lg peut étrsulestrat de la SHM (O’Brien et al.,
1987) a permis de développer un systeme intéreggamt I'analyse de ce mécanisme, en
particulier pour décrire le profil des mutations petur identifier le role des éléments de

contrdle transcriptionnel.

Des modéles transgéniques ont ainsi permis de isecalune concentration
importante des mutations dans des « hot spotsitusat essentiellement au niveau des CDR,
de motif RGYW (R=AouG;Y=CouT;W=Aoy (Sharpe et al., 1991 ; Lozano et al.,
1993 ; Betz et al., 1993 ; Betz et al., 1994). Fomplication des élémentsis-régulateurs,
ceux du locux ont été les plus étudiés. Ces études ont aboutirésultats suivantst)
'enhancer intronique K la MAR flanquant E et 'enhancer X sont requis pour une SHM
optimale de la région ¥ (Betz et al., 1994 ; Goyenechea et al., 1997) sMianplication de
'enhancer 3 n'a pas été confirmée dans des souris dépourveieidenhancer (van der
Stoep et al., 19982) la transcription en soi est nécessaire mais lareatu promoteur ou de
la région V n’est pas importante (Betz et al., 199¢lamos et al., 1995 ; Fukita et al., 1998),
3) il existe une corrélation entre le taux d’expresset le taux de mutation (Goyenechea et
al., 1997 ; Fukita et al., 19984) le processus de SHM se limite aux ~2 kb en aval du
promoteur (Manser et al., 1998).



Toujours dans le but d'identifier les régions régutes de la SHM, un intéressant
modele a été décrit par I'équipe de Storb : le mi@ur normalement localisé en amont de la
région \Kk a été dupliqué en amont de la régiandli sein d’un transgene. Non seulement les
régions VJ étaient mutées, mais la régienl’€tait également, alors qu’elle est normalement
épargnée. La fréquence de mutation était identiie les deux régions. Ce résultat a amené
a proposer un modéle de mutation associée a lactiption ou le facteur mutateur serait
associé a la machinerie transcriptionnelle et déms I'ADN lors de pauses de I'ARN

polymérase Il pour y introduire des mutations (Pe¢ Storb, 1996).

Les transgenes ont été moins étudiés. Dans un modele, le tramsheiait sous le
contrdle de I'enhancer intronique Ep et d’un proenotde HC. Les mutations somatiques ont
été étudiées dans les hybridomes dérivés de cess.sBien que les taux d’expression du
transgeneh soient normaux, les mutations dans la région Vtrdmsgéne n'ont pu étre

observées (Hengstschlager, et al., 1994).

Dans d’autres systemes étudiant le locus IgH, deslati VDJ ont été la cible de
mutations en I'absence d’enhancers en 3’ du logtis (Voir plus loin), mais le taux était
réduit (Taylor et al., 1994 ; Wagner et al., 19940e autre étude a révélé un taux normal de

SHM en I'absence des deux enhancers hs3b et hs4lus loin) (Morvan et al., 2003).

Il n'est pas clair si les mutations dépendantesetdsncers sont position-dépendantes
(Bachl et al., 1998 ; Winter et al, 1998) ou indé&gentes (Klix et al., 1998 ; Papavasiliou et
Schatz, 2000). Il est possible qu'une distancenmgd® soit nécessaire pour obtenir une
communication efficace entre promoteurs et enhandese pourrait aussi que la combinaison
enhancer-promoteur soit plus critique que pourdagcription. Par exemple, une construction
contenant un promoteur fort, indépendamment dehdaper, permet une transcription
constitutive, en revanche, les mutations sont déguates de la présence des enhancesrs Ig

(Papavasiliou et Schatz, 2000).

En conclusion, méme si la transcription joue ure4@é dans la SHM, la nature des

séquences responsables du ciblage des mutatiotosijEstrs incertaine.



3.1.3. Le role de AID

Une avancée majeure dans I'étude de la SHM e @SR a été I'identification de la
protéine AID (Activation-Induced cytidine Deamin@sexprimée par les cellules B du CG
(Muramatsu et al., 1999), et la démonstration dgr'élait absolument requise pour la SHM et
la CSR (Muramatsu et al., 2000 ; Revy et al., 200bez les souris AID-/-, le développement
des cellules B est normal et IgM et IgD sont noemant exprimés. Par contre, les souris
sont déficientes dans les autres isotypes malgeétramscription germinale (voir plus loin)
(Muramatsu et al., 2000). Chez des patients asteintsyndrome d’hyper IgM de type Il, qui
se manifeste par un défaut de CSR et la présenC&dgants, des corrélations de marqueurs
génétiques (microsatellites) chez 12 familles amperde localiser le géene AID sur le
chromosome 12. Chez 18 patients, 10 mutationsreiftés (apparition de codons stop ou
faux sens) dans le géne AID ont été décrites (Réeway., 2000).

AID est un membre de la famille APOBEC 1, une féande désaminases éditrices
d’ARN (pour revue : Honjo et al., 2005). AID estestiellement localisée dans le cytoplasme
des cellules B probablement pour limiter son effetagéne. Apres activation des cellules B,
elle est transloquée dans le noyau grace a unlsigracalisation nucléaire dans sa partie N-
terminale et est exportée du noyau grace a unlgsiggrport dans sa partie C-terminale (Ito et
al., 2004 ; McBride et al., 2004¥if. 12). Il est a noter que le taux d’AID augmente adis f
dans le noyau et dans le cytoplasme apres activdéida cellule pour la CSR (Shinkura et al.,
2004). Le mécanisme qui régule le ratio nucléajteflasmique est inconnu, mais certaines
données suggeérent une corrélation avec la phodptioryde AID par la protéine kinase A
dépendante de 'AMP-c (Basu et al., 2005).
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Figure 12 : AID et la désamination.

a) La structure primaire de AID montrant le signalldealisation nucléaire (NLS), le signal

d’export (NES) et d’autres domaines de la proté@ertaines mutations affectant la fonction
de AID sont représentées : les mutations danddeastif et la région linker (fleches bleues)
diminuent a la fois la CSR et la SHM alors que tagtations a I'extrémité C-terminale

(fleches oranges) ou la délétion de 10 acides antiaterminaux (non indiquée) diminuent la
CSR sans affecter la SHM.

b) Mécanisme réactionnel de la cytidine-désaminati@agres Chaudhuri et Alt, 2004).

L’analyse mutationnelle de AID a révelé que la @m¢ avait une structure bipartite
au regard de son activité mutagénique. Les mutaadiectant sa partie N-terminale bloquent
la SHM mais pas la CSR. Inversement, les mutaidiestant sa partie C-terminale bloquent
la CSR mais pas la SHM suggérant fortement I'ertstede co-facteurs distincts pour la SHM
et la CSR. Mais l'identité de ces co-facteurs asbee inconnue (Shinkura et al., 2004).

Dans des cellules B activées, I'expression du gen@lD est régulée par différents
signaux. Par exemple, I'activationa CD40 va déclencher la voie TRAF et permettre la
translocation de NkB au noyau. De maniére synergique, I'lha son récepteur va
déclencher la voie JAK/STAT et permettre la phosplation du facteur STAT6. Les facteurs
NF-kB et STAT6 phosphorylé vont se lier & leurs sifgac#fiques en amont du promoteur du

géne AID et activer sa transcription (Dedeoglulet2®04) (voir aussiig. 20). L’'expression



du géne peut aussi étre réegulée négativement pgdélla famille helix loop helix) qui se lie

a son site dans un élément de régulation transmomipl conservé dans le premier intron, et
bloque la transcriptiomn vivo et in vitro (Sayegh et al., 2003). Deux autres sites dans cet
élément de régulation intronique sont liés pardtlPax5 dont les effets sont antagonistes. 1d2
inhibe I'expression du gene AID, mais son effettp&we supprimé par Pax5 (Gonda et al.,

2003) (sur les différents facteurs, voir plus loin)

Aux meécanismes de régulation transcriptionnelledetlocalisation intracellulaire,
s’ajoutent probablement d’autres niveaux de régulatie I'expression de AID pour limiter
ou supprimer ses effets mutagéniques. En effatétié montré dans un systeme transgénique
gue la surexpression ubiquitaire de AID provoqdat lymphomes T (Okazaki et al., 2003).
Curieusement, le compartiment B n’était pas toudh&.surexpression B-spécifique d’un
transgéne de AID dans un fonds sauvage ou AID# pas révélé d’anomalie dans le
développement B, ni d’effet activateur sur la SHM la CSR malgré I'abondance de la
protéine AID suggérant fortement que I'accés de AHDs ses cibles est étroitement contrblé
dans les cellules B (Muto et al., 2006).

AID est clairement associée aux clivages d’ADN dEn§SHM et la CSR. Mais le
mécanisme en jeu a été l'objet d’'un débat vif enleeix écoles : 1) le modele d’édition,
défendu par Honjo stipule que AID désamine une iy en uracile dans un (ou plus)
ARNmM (non encore identifié(s)), TARNm ainsi éditéderait une endonucléase qui cliverait
I’ADN. 2) le modéele de désamination de 'ADN, pradoinitialement par Neuberger, stipule
gue AID désaminerait la cytosine en uradleectement sur ’ADN (pour revue : Neuberger
et al., 2003 ; Honjo et al., 2005).

Dans la mesure ou AID est impliquée dans la SHN& €€SR, les données résumées
ci-dessous s’appliguemgfrosso modaux deux processus et le role de AID dans la C&R n

sera repris que brievement dans la section suBR @ésentée plus loin.

Les principaux arguments du modele d’édition repbsar I'appartenance de AID a la
famille trés conservée APOBEC 1 éditrice d’ARN @t s nécessité d’'une synthése protéique
pour le déclenchement de la SHM et la CSR (Muramettsl., 2000; Doi et al., 2003; Begum
et al., 2004; Nagaoka et al., 2005). Les argumdatsnodéle de désamination de '’ADN

reposent sur de nombreuse données biochimiquesétigues (Petersen-Mahrt et al., 2002 ;



Rada et al., 2002 ; Bransteitter et al., 2003 ;udhari et al., 2003 ; Dickerson et al., 2003 ;
Pham et al.,, 2003 ; Ramiro et al., 2003). Il eshég@élement admis que le modéle de
désamination rend mieux compte des événements épércthent la SHM et la CSR, en
particulier le ciblage de ’'ADN simple-brin. Il fagependant souligner que plusieurs résultats

de ce modéele ont été contestés (pour revue : Hargb, 2005).

Dans le modele de désamination, AID initie la SHMaeCSR en reconnaissant et en
modifiant la cytosine du « hot spot » en uracil@sd#ADN. Mais, l'uracile n’est pas un
composant naturel de ’ADN et doit donc étre répaté& modele propose que cette réparation

peut étre mutagénique, tout dépendra de la madaTel'uracile sera « traitée #if. 13) :
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Figure 13 : Modéle de désamination et diversification des Acafbes Neuberger et al.,
2003).



1) elle peut étre «ignorée » et considérée comme thymine par les ADN
polymérases réplicatives aboutissant a une trans@t>T apres réplication (phase 1a),

2) elle peut étre éliminée par l'uracile glycos@d$NG créant ainsi un site abasique
qui peut alors générer une transition ou une trenssom,

3) le site abasique peut étre la cible d’'une endé@age APE1, I'endonucléase
majeure de la voie BER (Base Excision Repair), divie I'ADN, les ADN polymérases
translésionnelles pourraient alors insérer un deatrg nucléotides en fonction de leur
spécificité, aboutissant a une transition, unestvarsion ou a la reconstitution de la cytosine
initiale (phase 1b).

4) la phase 2 rend compte de la survenue de musatians les positions adjacentes a
la cytosine du « hot spot » et essentiellementiaean de la paire dA/dT. Elle fait intervenir
le systtme MMR (Mismatch repair) et des ADN polyas&s translésionnelles qui agiraient
de concert pour une resynthése mutagénique suéteneue d’ADN plus ou moins longue

(pour revue : Neuberger et al., 2003).

Récemment, il a été montré que le complexe MRN {iRad50/Nbsl) intervenait
apres la cascade AID/UNG pour cliver ’'ADN simplénbdes régions V au cours de la SHM.
Le complexe MRN joue un rble essentiel dans la ragmmn de I'ADN. La liaison du
complexe a I'ADN est assurée par Rad50, alors quell confere les activités exo- et
endonucléotidiques au complexe. La sous-unité asd un réle régulateur de la localisation
nucléaire du complexe et de sa réponse aux sigihaubétection des lésions d’ADN (Larson
et al., 2005).

Une Iésion d’ADN (par exemple un site abasique)lpaue I'arrét de la réplication
par les polymérases réplicatives. Cet arrét peutema la mort cellulaire si la réplication
n'est pas relancée. Certains membres de la fadegiéepolymérases connues sous le nom de
polymérases translésionnelles (ou mutagéniques daptatives) peuvent intervenir pour
insérer de facon potentiellement mutagénique (nepewdant pas forcément Ia
complémentarité C:::G et A:T) un nucléotide faae site abasique en fonction de leur
spécificité (par exemple Revl insere préférentiediet une cytidine) Hig. 14). D’autres
membres de la méme famille peuvent étendre la paigation sur quelgues nucléotides en
aval du nucléotide inséré (Pol théta et Pol zé&d)la aussi de maniere peu fidele et

potentiellement mutagénique, permettant finalemani polymérases réplicatives de



continuer la synthese du brin d’ADN. Ces polymésasanslésionnelles agissent souvent en
concert : une assurant I'insertion et une autreddiesion Fig. 15. A ce jour, seule Pol théta a
été décrite comme pourvue des deux activités rtingeet extension. Plusieurs modeles KO
ou transgéniques de ces polymérases translésiesneiit été genérés et ont confirme
limplication de plusieurs membres de cette familéas la SHM et la CSR (pour revue : Seki
et al., 2005).
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Figure 14 : Mécanisme des polymérases translésionnelles.

Lorsque la réplication est bloquée par une IésigkDN, la polymérase réplicative est
remplacée par une polymérase translésionnelle ([@F&$ qui va introduire un nucléotide
correcte ou incorrecte, et la réplication pourrarsalreprendre normalement (D’apres
Lehmann, 2003).



A Two-polymerase model for insertion and extension at an AP site
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Figure 15 : Modéles d’insertion et d’extension par les polyasé&s translésionnelles.

A) Plusieurs familles de polymérases sont capalesé&far un nucléotide au niveau du site
abasique (AP): POLI, POLH, POLK, REVL1 ; cepende@$ polymérases sont incapables
d’assurer I'extension au-dela du site AP et c’es autre polymérase, telle que [@olqui
permet I'extension apres insertion.

B) POLQ est capable d’assurer a la fois I'insertiais fextension.

(D’apres Seki et al., 2005).

Dans le cadre du modele de désamination, AID maitida cascade des réactions
aboutissant au clivage d’ADN essentiellement suseml brin au cours de la SHM. Dans le
cas de la CSR, AID désaminerait des cytosines adfas sur les deux brins, les sites
abasiques pourraient donc étre générés par UNGeratent clivés par une endonucléase
APE1 aboutissant ainsi a des cassures double-fpog revue : Neuberger et al., 2003 ;
Chaudhuri et al., 2004).

Des résultats obtenus avec des souris déficiemtddN& et/ou MSH2 (Rada et al.,
2002 ; Rada et al., 2004) valident ce modéle, dinsnen partie (pour revue : Honjo et al.,
2005).



De nombreuses questions restent cependant en suspehe réle précis des ADN
polymérases translésionnelles, 2) la relation &eéplication et le cycle cellulaire, 3) le réle
précis des différentes voies de réparation de I'ARIN la nature précise et I'étendue du

« patch repair » (phase 2)...etc.

Une autre gquestion cruciale reste pour le momens séponse : c’est le ciblage
spécifique de AID vers les régions V et les séqasr® (pour switch)(voir plus loin). Dans la
mesure ou ’ARNm intermédiaire et les cofacteurtepbiels n’ont pas encore été identifiés, il
est difficile d’évaluer le modele d’édition. Lesrd@es biochimiques montrent que AID en
association avec la protéine RPA (qui se lie a NlABimple-brin) reconnait le motif RGWY
des simples bring vitro suggérant que RPA pourrait étre le facteur quieckiD vers ce
motif. Cette interaction pourrait étre régulée pmrmphosphorylation B-spécifique de AID
(Chaudhuri et al., 2004 ; Basu et al., 2005). Cdpat) le motif RGWY est retrouvé dans tout
le génome de la cellule B, comment expliquer dlpécificité du ciblage vers les régions V
etS?

Rappelons que les modéles transgéniques concotdestsur I'importance de la
transcription, il se pourrait donc que des élémaidscontrole transcriptionnels soient
impliqués dans le ciblage de AID, mais aucune détmation n’a a ce jour été faite. Une
étude récente suggere que le facteur de transerigi2A qui lie le motif CAGGTG, présent
dans les enhancers Ig, pourrait étre le facteurerebé (Michael et al., 2003). Mais la aussi,
ce motif est frequemment retrouvé dans le génomen@yenne tous les 4 kb) y compris dans

des régions codantes qui ne sont pas la cible SelM.

La focalisation préférentielle des mutations ssrdehot spots » des CDR de la région
V pose aussi le probleme de savoir pourquoi d’'u@ & promoteurs des genes d’lg ou les
séquences juste en leur aval (~100 nucléotidegje dtautre c6té les séquences distales de
~1,5 a 2 kb, ne sont pas la cible de mutationsndlizse d’'un gen& endogéne et d'un
transgenek dans un fonds sauvage ou UNG-/- a montré I'abseectansitions de C et G
(signature de AID en 'absence de UNG) dans lex dends génétiques suggérant que AID
(et non des événements postérieurs a son inteov@mtia pas accés aux ségquences épargnées

(Longerich et al., 2005). Mais le mécanisme rastennu.



L’analyse de la chromatine des genes d’lg n’a paélé de corrélation entre la SHM
et I'acétylation des histones dans tous les lo@inalyse des génesNget IgH de cellules B
des CG a montré une distribution normale des nmratdans les régions VH ef\\ét pas
dans les régions C. L'acétylation des histones HBi4 et la méthylation de H3 (H3K4)
étaient plus prononcées dans VH que daps Rar contre, aucune différence n'a pu étre
observée entre Met Q\. De plus, ces profils d’acétylation et de méthglaetaient similaires
entre cellules B naives et cellules B activées@®s Par contre, une corrélation existe entre
I'activation des cellules B et la phosphorylatica ld sérine 14 de I'histone H2B (HZB*.
Cette modification est absente chez des souris/AlDggérant que la modification H¥B*"

est consécutive a I'action de AID (Odegard et240Q5).

3.2. Commutation de classe

Les réponses Ac a une stimulation antigénique gout la plupart dépendantes de la
présence des cellules auxiliaires Th. La coopératittre les cellules B et les cellules Th est
nécessaire a la réponse B, on parle d'Ag « T-dégp@rd> (TD) et de réponse immune TD. La
majorité des CSR vers les classes IgG, IgA et gl $D. Les interactions entre ces cellules
font intervenir, en plus des contacts inter-cellels de nombreuses cytokines synthétisées
par les Th et d’autres types cellulaires, qui daahla CSR vers tel ou tel isotype. Chez la
souris, des combinaisons Anti-CD40+IL4 ou LPS+llohtssouvent utilisées pour mimer la
CSR dans une réponse T vitro. Cependant, certains Ag ou mitogéenes (le plus esauv
multivalents) peuvent induire la CSR d’une cellBlsans l'aide de cellules Th, il s’agit alors
d’Ag T-indépendants (TI). Les Ag Tl induisent la RBréférentiellement vers lisotype 1gG3
et peuvent étre mimés vitro en activant les splénocytes murins par du LPSr(pexue :
Stavnezer, 2000).

3.2.1. Les différents isotypes

Au cours de la CSR, c’est le méme gene réarrarigé yui sera éventuellement
exprimé par la nouvelle classe d’lg. La seule chipsesoit modifiee, hormis la SHM de sa

région V, est la région C de la HC, et par consegses fonctions effectrices.



Les IgM sont majoritairement produites au courdadetponse primaire, alors que les
lgG, IgA ou IgE sont majoritairement produites aours d’'une réponse secondaire ou
tertiaire.

L’lgG est lisotype prédominant dans le sang etiyimphe. Les différentes sous-
classes d’lgG ont des fonctions différentes dulesiid capacités variables 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, induiteivo par l'inactivation du gene, se
traduit par une altération de la réponse Tl (Sloagiral., 1998).

lgG2a est dominant dans les réponses anti-virei€2a peut activer le complément,
et elle est particulierement efficace dans le ddemédiateur de la cytotoxicité en liant les
récepteurs Fc sur les macrophages.

Dans les réponses TD, IgG1 est l'isotype dominamisda lutte contre les infections
virales et parasitaires. La voie du complément tnjgss activée mais IgGl stimule la
phagocytose efficacement.

Les IgA, prédominantes dans les sécrétions (de rypeiratoire, digestif ou génital)
sont fortement résistantes a la protéolyse enzgoumatiChez 'homme, le défaut d’'IgA ne
conduit pas a un déficit immunitaire dans la mégodies cas. Chez certains patients, ce déficit
conduit & un manque de résistance aux infecticsyEregoires (Snapper et Finkelman, 1993).
Un modele de souris déficientes en IgA montre que&dveloppement lymphocytaire, de
méme que la prolifération ou encore la productiercygtokines, sont normaux (Harriman et
al., 1999).

IgE est impliquée dans la défense parasitaire, pgis également médier les réactions
d’hypersensibilité. Les mastocytes et basophilgwiament des récepteurs de haute affinité
pour IgE (FeRIl) qui peuvent lier les IgE monomériques en absede I'Ag. Les Ag
spécifiques induisent I'agrégation des complex&sHgER entrainant la sécrétion d’histamine
impliqguée dans les réactions d’hypersensibilité. ekiste en revanche une voie
d’hypersensibilité indépendante d’IlgE. Chez desrisodélétées pour € on note la

persistance d’une réaction anaphylactique en abs#igE (Oettgen et al., 1994).



3.2.2. Role des cytokines et de CD40

Difféerents modeles d’étude ont clairement mis endé&we le role majeur des
cytokines dans le contrdle de la production defemdints isotypes (pour revue : Coffman et
al., 1993).

L’IL-4 fut la premiére cytokine décrite comme réguol I'expression de différents
isotypes d’lg. Elle induit la production d’'lgG1 igfE et semble inhiber celle d’'IgG3 et IgG2b
(Bergstedt-Lindqvist et al., 1984 ; Layton et dl984 ; Coffman et Carty, 1986). Chez les
souris ou le gene de I'lL4 a été inactive, IgEtetdlement absente, méme aprés infection par
des helminthes. Il n’en est pas de méme pour Ig&t th quantité produite est fortement
mais incomplétement inhibée dans un contexte TDguaoht I'existence d’autres signaux
capables d’activer la CSR vers IgG1 (Kuhn et @91). L’hypothese que la CSR vers IgE
passe tout d’abord par un stade IgG1 a été avaargausieurs équipes, I'analyse des clones
sécréteurs d’IgE (provenant de souris infectéesdparhelminthes) montre que ceux-ci sont
issus de clones IgG1l (Yoshida et al., 1990). D&utexperiences de mise en culture de
splénocytes exprimant IgG1 et IgE montrent quedegsiers se différencient en plasmocytes
sécréteurs d’'IgE (Snapper et al.,1988 ; Mandlat.etl993). Ces résultats suggerent que dans
certains cas, les événements de CSR induits pdrpéuvent étre séquentiels. Cependant des
souris ou la régionyl a été délétée (Jung et al., 1993) (et qui somt doquées dans la CSR
vers 1gG1, voir plus loin) sont tout a fait capabtie synthétiser des IgE apres infection par

des parasites remettant en cause la généraliggtC8R sequentielle.

L’IL-4 et 'IFN-y sont des antagonistes (Coffman et Carty, 198@ddition d’'IFN-
yréduit la CSR vers IgG1 et IgE dans les celluledeBsouris stimulées par le LPS et I'lL-4
(Berton et al., 1989). L’addition d’'IFN-a des cellules activées par le LPS induit la
commutation vers IgG2a (Collins et al., 1993). Despl'IFN-y inhibe les sécrétions d’'lgG3
dans des cellules B stimulées par le LPS (Coffriaad.£1986). Chez des souris déficientes
pour le récepteur de I'lFI¥; on remarque une réduction des réponses Ac spgetfilpG2a et

IgG3 contre le virus de la vaccine (Huang et &93).



Le TGF{3 (Transforming growth factgs) favorise la CSR vers IgA, surtout quand il
agit en synergie avec IL2 et IL5 (Coffman et al989). Un isoforme, le TGPB1 est
également impliqué dans la CSR vers IgG2b (Mcinggral., 1993). D’autre part, TGFpeut

aussi inhiber la commutation vers IgE induite gaktPS 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 Ig&ilprésence d’Ac anti-D couplés a du
dextran, I'lL5 et I'lFN+y stimulent la CSR vers IgG3 alors que I'lfNa réprime (Snapper et
al., 1992).

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

In vivo, il est clair que le jeu de toutes les cytokines rendu plus complexe par
'association de leurs effets directs et indirentstamment par le rétro-controle des cytokines

de type 1 (IL2, IFN...), par les cytokines de type 2 (IL4, IL10, IL13.et)inversement.

En plus des cytokines, les signaux issus des dsntdre cellules T et B sont
impliqués dans la CSR. L’élément le plus impori@ems ces contacts est CD40-L (ligand de
CD40) exprimé sur les cellules T activées (pouueeBanchereau et al., 1994). L'implication
de cette voie d’activation dans la CSR est confampér I'existence de déficits immunitaires
rares, liés a I'absence de la molécule CD40-L, dwgwerproduction d’lgM chez 'lhomme
(HIGM1) et un déficit de tous les autres isotygdes,individus atteints ne forment pas de CG
et n'ont pas de cellules B mémoires (Allen et #93 ; Aruffo et al., 1993 ; DiSanto et al.,
1993 ; Fuleihan et al., 1993 ; Korthauer et al93)9Un déficit similaire est observé chez les
souris déficientes pour CD40 ou CD40-L (Castigliatt, 1994 ; Kawabe et al., 1994 ;
Renshaw et al.,1994, Xu et al., 1994). Chez cesissam peut cependant remarquer une
réponse Ac normale aux antigenes Tl, avec productiosmale d’lg spécifiques IgG1, IgG2b,
IgG3 et IgA. Le sérum des souris CD40-lagées de trois mois contient des quantités
normales d’IgM, réduites d’'un facteur 2 a 3 pou2p et IgG3, d’'un facteur 10 a 100 pour
IgG1 et IgA et aucune trace d’IgE (Xu et al., 19%8) qui laisse supposer que la CSR vers cet
isotype est totalement dépendante de la voie #aain CD40. Ces résultats montrent la



nécessité du signal CD40 pour la CSR induite paotgération T/B. La molécule CD40-L
soluble induit en synergie avec I'lL-4 la prolificn des cellules B et la CSR vers IgG1 et

IgE (pour revue : Stavnezer, 2000).

Cette activatiorvia la voie CD40 peut étre inhibée spécifiguementalesence d’Ag,
par l'interaction de la molécule CD30 (exprimée fgalymphocyte B activé) avec son ligand
CD30-L (exprimé par le lymphocyte T activé) ; entreu I'activation de la CSR par des
cytokines est indépendante de la voie d’inactiva@®30 (Cerrutti et all., 1998).

4. MECANISMES DE LA COMMUTATION DE CLASSE

La CSR met en jeu un type particulier de recombomaisur le locus IgH. Elle est
meédiée par des séquences particulieres, ditesnegwitch (ou S) composées de motifs
répétés riches en G/C. Elles sont situées en ade®moutes les régions C fonctionnelles a

I'exception de & (par exemple @ Sa...) (Fig. 16).

1y3 lyl 1y2b ly2a e la
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Pun Ep MAR MAR MA\

Su Sy3 Syl Sy2 Sy2a

Figure 16 : Structure d’un géng réarrangé dans le locus IgH murin.

Les genes constants sont représentés pas desgtesthlteus, les activateurs par des ellipses
vertes, les ellipses jaunes représentent les ségsigl® commutation S, les rectangles violets
les régions d’ancrage a la matrice (MAR) et lesnwteurs germinaux sont signalés par les
fleches cassées (adapté d’apres Khamlichi etGOQ)2

Contrairement aux recombinaisons V(D)J, les redonabons de CSR ne
s’effectuent pas en un site précis de la régioacBmbinante (Dunnick et al., 1993). La taille
des régions S varie de 1lkbefS 10 kb ($1). Il existe une corrélation entre la taille de la
séquence S et I'efficacité de recombinaison (Zagtial., 2005). § a plus d’homologie avec

Se et St qu'avec §. Plus on s’éloigne de|Cet plus la divergence de séquence entre la région



Sy et les régions ysest prononcée. On trouve 70% d’identité entreréggons §, ces
dernieres difféerent encore plus avece$ St (Stanton et Marcu, 1982). Dans les régiops S
Se et Sx de souris, on trouve des motifs pentamériquesés&GGGT, GAGCT, GGGCT]
organisés en unités elles-mémes répétées d’unadang’environ 20 pb poun£40 pb pour
Se et 80 pb pour & Les régions % contiennent également ces motifs simples et ddautr
[TGGGG, GCAGC, ACCAG] mais different des trois pieres par la taille des unités

répétées : 49 ou 52 pb (pour revue : Stavnezef)199

4.1. Protéines associées aux séquences S

De nombreux facteurs protéiques se fixent suelgs séquences S. Certains de ces

facteurs se fixent également sur les enhancemlglus loin).

La protéine NF«B p50 se fixe a 8, S2b et §1. Kenter a identifié dansy$ un
motif de 49 bp nommé SNAP qui pourrait lier lestéacs E12 et E47 et un motif nommé
SNIP qui fixe NFKB p50 (Kenter et al., 1993 ; Wuerfell et al., 199%enter and Hu, 1996).
Kenter a récemment proposé que le facteukBPB50 était le facteur isotype-spécifique de la
CSR p>y3 qui permettrait le recrutement de composantsadeole du MMR (MSH2) et
d’autres facteurs impliqués dans la recombinais¢enter et al., 2004). DansuSil a été
montré qu’'une protéine, Bp-2 qui aurait une activité hélicase, se liaitnanootif de 10 nt
riche en G apres activation par le LPS (Fukitd.ett893 ; Mizuta et al., 1993). Une protéine,
NF-Sp (renommée SNUP) se fixe a un motif de 15etadégion Su aprés stimulation par le
LPS et le sulfate de dextran (Wuerffel et al., 1990

Le groupe de Maizels a montré que le facteur LiRdyit par le LPS, peut se fixer
sur §3 et §1 (Williams and Maizels, 1991 ; Williams et al.,983). La distribution du facteur
BSAP (produit du géne Pax5) a une distribution zsdxquitaire, il a été détecté dans toutes
les séquences S a I'exception peut-étre y@eeb §2b (Liao et al., 1992 ; Waters et al.,1989 ;
Xu et al., 1992).

Cependant, aucun rdle précis n'a été attribué s faeteurs et la signification

physiologique de ces liaisons n’est pas claire.



4.2. Transcription germinale

La transcription germinale (GL) est induite paaction de signaux extracellulaires
incluant les cytokines, CD40-L et autres facteégufateurs. La liaison des mitogenes, des
cytokines et du CD40-L a leurs récepteurs resmedtitluit des voies de signalisation
spécifiques (pour revue Banchereau et al., 199%onard and O’Shea, 1998 ; Akira et al.,
2001 ; Bishop, 2004). Leur action s’exerce esshkatient au niveau des promoteurs | en
induisant des facteurs (décrits plus loin) quiiserft sur leurs motifs spécifiques (Rothman et
al.,, 1991 ; Lin et Stavnezer, 1992 ; Xu et Stavnel@92 ; Nilsson et Sidéras, 1993 ; Albrecht
et al., 1994 ; Delphin et Stavnezer, 1995 ; WaeteBerton, 1995)Hig. 17).
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Figure 17 :Modele de I'accessibilité de la chromatine et cortation de classe.

Dans les cellules B au repos, 'TARNimcodant les régions V etCest transcrit au niveau du
locus IgH. De plus, des transcrits germinaux sgnthetisés a partir du promoteur germinal
i situé en amont delS L'exon Iy est épissé aux exongu(pour former les transcrits
germinaux matures, ne codant aucune protéine.dgisns S et C en aval englobées dans un
large ovale rosé sont constituées de chromatinasdrgptionnellement inactive. La
stimulation par des cytokines active la transaviptiinitiée a partir d’'un promoteur |
spécifique et induit I'ouverture de la chromatine,qui est représenté par une interruption de
la zone rosée. Les régions S transcriptionnelleantives sont alors considérées comme
accessible aux recombinases. Les lignes rougesléemsdiet fléchées représentent les
séquences exoniques des transcrits et les lignisrae de V les reliant indiquent I'épissage.
(D’aprés Kinoshita et Honjo, 2001).



La corrélation entre la transcription GL et la C8Reté établie depuis longtemps
(Stavnezer-Nordgren and Sirin, 1986 ; Yancopoulkosle 1986 ; Lutzker and Alt, 1988 ;
Rothman et al.,, 1990)F{g. 17). L'accessibilité des séquences S aux recombingisst
précédée de leur transcription sous forme d'ARNiqudiers, dits transcrits germinaux,
prenant origine au niveau des régions | (promotgersninaux ou 1) qui précédent chaque
séquence S et se prolongent jusqu’aux signaux pelyfaval des régions C respectives. Le
pré-messager subit un épissage juxtaposant I'erda Fégion C (forme Ix-Cx).

Apres CSR, un autre transcrit GL est détectéfrdiiscrit « post-switch », sous la
forme -Cx et qui est initié dans le promoteyr imbriqué dans I'enhancerpg(Li et al.,
1994). Sa fonction physiologique est inconnue rsais abondance est un bon marqueur de
I'efficacité de la CSR.

Les transcrits germinaux sont dits aussi trarsaiériles car ils contiennent des
codons stop dans les trois cadres de lecture ebdent pas de protéine connue. Certaines
phases de lecture coderaient au mieux un peptidedrentaine d’acides aminés (Goodman
et al., 1993 ; Radcliffe et al., 1993)i¢. 19).
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Figure 18: Commutation de classe vers 1gG3.
(A) Schéma diocus IgH.
(B) Bas.Représentation schématique du geng & ant commutation, montrant le promoteur
germinal ¥3 (Ply3), I'exon k3 et le transcrit primaire (fleche cassée).

Haut. Transcrit germinaj3. Le transcrit primaire subit une maturation ersggmt I'exon
ly3 sur G3, aboutissant a un ARNm matuy@Cy3 non traductible.
(C) Commutation isotypique ver8. La recombinaison est médiée par les séquencet S
Sy3. La transcription est initiée au sein du promotey,. Le transcrit primairg/3 (fleche
cassée) subit une maturation en épissant VDJ $8r &boutissant a un ARNm mature
VDJCy3 qui sera traduit en chaine lourge. Le transcrit hybridebCy3 est également
montre.



4.2.1. Induction et suppressiomle la transcription germinale

Les promoteurs | sont généralement bien consemvies especes (Mills et al., 1990).
Des homologies de séquences ont été trouvéeslgBtet y2b (Rothman et al., 1990), ainsi
gu'entre £ et lo (Rothman et al., 1990 ; Gerondakis,1991 ; Lebmaal.£1990). La structure

du promoteurd est représentée schématiquemerd. (19, d’apres Oettgen, 2000).
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Figure 19 : Structure du promoteur germinal |

La CSR vers IgE est précédée de la transcriptiomigale initiee a partir du promoteur
germinal £ répondant & IL4. Le promoteur contient des siteg$idtion pour C/EBP, Stat6,
PU.1, NKB (2 sites) et BSAP (Pax5). En plus de leur fixatéoodes éléments adjacents du
promoteur, Stat6é et NdB interagissent physiquement et affectent la tnapison de facon
synergique. Le répresseur BCL-6 rentre en compgtiivec Stat6 pour la fixation au
promoteur et peut atténuer la transcription (D’apdettgen, 2000).

L’activation de cellules Bn vitro par du LPS induit la transcription GL g ety2b en
recrutant le facteur de transcription MB-(pour revue : Stavnezer, 1996). Le LPS et I'lL-4
ainsi que le CD40-L et IL4 induisent la transcoptiGL deyl ete (Fig. 20) (Bergstedt-
Lindgvist et al., 1984 ; Coffman et Carty, 1986utiker et al., 1988 ; Rothman et al.,1990 ;
Severinson et al., 1990). Seule, I'lL-4 induit farnscription deyl a de faibles taux et ne
permet pas d'obtenir de transcrésdans les cellules B (Bergstedt-Lindqvist et &lbg4).
L’addition d’'IFN-y a des cellules activées par le LPS induit la tapson dey2a (Collins et
al., 1993). Le TGH induit les transcripts GL de (Coffman et al., 1989).
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Figure 20 : Les signaux d’activation par IL4 et CD40 conduis&d transcription germinale
dee et AID.

La fixation de I'lL4 a son récepteur (IL4-R) permigt recrutement et l'activation des
tyrosines kinases JAK1, JAK3 et TYK1, qui activénteur tour STAT6. L'interaction des
cellules T exprimant le ligand de CD40 (CD40L) ales cellules B exprimant CD40 permet
le recrutement et l'activation des facteurs TRARsaique la translocation nucléaire des
facteurs NKB et I'activation de la protéine activatrice AP% &timulation de I1L4-R et CD40
permet ainsi I'activation synergique de la transton germinale dee et celle de AID
(D’'aprés Geha et al., 2003).



Des combinaisons différentes entre mitogénes etytokines peuvent stimuler ou
inhiber la transcription GL d’un isotype donné patr conséquent la CSR a cet isotype) par

des voies de signalisation différentes.

Le CD40-L et IL4 inhibent fortement voire supprimdes transcrits Gly2b ety3
(Rothman et al.,1990 ; Severinson et al., 1990)TGE&PB qui induit les transcrits, inhibe la
transciption GLe mais beaucoup moind induite par CD40-L et IL4 (Sugai et al., 2003 ;
pour revue : Geha et al., 2003){. 20). Dans I'exemple deg) le CD40-L et IL4 induisent les
facteurs E2A, C/EBP, Paxb5, NB et STAT6, qui se fixent sur leurs sites respsctif
permettant I'activation de la transcription. Notaemty STAT6 phosphorylée par le signal
induit par le récepteur de ILvia la voie JAK/STAT, antagonise avec BCL6 qui répritae
transcription ded. L’addition de TGPB va activer I'expression de 1d2 qui va séquestih E
empéchant sa fixation sur son site et inhibanti #nganscription Gle (Fig. 21). Les souris
STAT-6" sont déficientes en IgG1 et IgE (Kaplan et al98)9et les transcrits Gl sont
absents apres stimulation de splénocytes STATg/-anti-CD40 + IL4 (Linehan et al.,
1998).

L’exemple de la régulation de la transcription &lillustre bien la complexité des

régulations mises en jeu pour contréler la CSR.
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Figure 21 : Régulations complexes de la CSR vers. IgE

Les sites de fixation pour les facteurs de trapsion qui sont impliqués dans I'activation du
promoteur ¢ sont représentés en jaunes. Les molécules quisemula CSR vers IgE
(régulateurs positifs) sont représentés en vedekds qui I'inhibent (régulateurs négatifs) en
rouge (D’apres Geha et al., 2003).

4.2.2. Maturation des transcrits germinaux

Deux cibles ont essentiellement fait I'objet d##s par KO chez la souris : les
promoteurs GL et le site donneur d’épissage. Ledates KO relatifs aux promoteurs | seront
décrits plus tard, une fois que la région 3'RR comtrole encis la transcription GL et les

modeles proposés pour son mode d’action auromrésentés.

La mutation du site donneur d’épissage de I'exdndiminue sévérement la CSR a
IgG1 malgré une transcription GL abondante (Lorehzal., 2005). Ceci indique que la

transcription toute seule n'est pas suffisante @ tp maturation des pré-messagers est



importante. Ceci est également démontré par lauesion du phénotype sauvage quand le
promoteur Y1 est remplacé par le promoteur de la métallothi@ngourvu du site donneur

d’épissage de I'exoryl en son aval (Hein et al., 1998).

Le remplacement deal (incluant son site donneur d’épissage) par le géee
’hypoxanthine phosphoribosyltransférase (HPRT) trenune CSR normale vers IgA
(Harriman et al., 1996). L'analyse des transcriteeeelé la présence de transcrits-Ca
suggérant que la transcription a continué au delsighal polyA du géne HPRT. L'épissage
du transcrit du gene HPRT lui-méme se déroule niemment, et un épissage d’exons du gene
HPRT sur @ a été démontré (Qiu et al., 1999).

De facon surprenante, la mutation du site donadé&pissage depl n'altére pas le
phénotype. L'analyse des transchitsa montré que des sites cryptiques d’épissagenétaie

activés dans I'intron par la mutation du site cagoe de 1 (Kuzin et al., 2000).

Si ces travaux révélent 'importance de la matanatles transcrits GL pour une CSR

efficace, les mécanismes sous-jacents sont compétanconnus.

La démonstration de I'existence d’hybrides sta®iB&N/ADN in vivo au cours de la
transcription GL (Yu et al., 2003), aboutissanaddrmation d’'une boucle R simple-brin qui
serait le substrat de AID, suggére que la stabiité duplex ARN/ADN pourrait étre
destabilisée par I'épissage et rendrait le brindcat accessible a AID pour introduire des
cassures double-brins (Yu et al., 2003).

Cependant, il est probable que la situation stis pcomplexe que la simple
maturation des transcrits le suggére. En effetsdam modéle ou la séquencglX été
inversée ou remplacée par une plus courte séqegndestique riche en G, formant la boucle
R in vitro, mais ne contenant pas les motifs répétésyde |& CSR vers IgG1 est diminuée

malgré une transcription et une maturation de tnidssnormales (Shinkura et al., 2003).

Quelgue soit le role de la maturation des tratsscdans le processus de
recombinaison, il est clair qu'une fonction essdldi de la transcription GL est de

promouvoir I'accessibilité des séquences S et deriger la genese de structures qui seraient



la cible de AID pour initier le clivage d’ADN et diencher la CSR (pour revue : Chaudhuri
and Alt, 2004). Quatre modéles de structures @np#iposés : les quartets G (Dempsey et al.,
1999), les stem-loops (Tashiro et al., 2001), ladmR (Yu et al., 2003) et la bulle stabilisée
par RPA (Chaudhuri et al., 2004fid. 22). Des quatre structures, seule le modele de la
boucle R a été demontm vivo (Yu et al., 2003), mais ces modeles ne sont pagrfoent
exclusifs : la taille de la boucle R simple-brigt& décrite comme pouvant dépasser 1 kb, on
ne peut pas exclure que les autres microstrucpuissent se former sur la boucle. De méme,
le remplacement dey§ (riche en GC) par une séquence S de xénope (gich&T) qui ne
forme pas de boucle R mais qui contient le motifGNG(« hot spot » de la SHM), diminue
mais ne bloque pas la CSR suggérant I'existenagedoie indépendante de la boucle R pour
'acces a ’ADN (Zarrin et al., 2004).
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Figure 22 : Transcription germinale et structures généréesgpmanscription au cours de la
CSR

(A gauche)Les génes codant les régions constantes des chafingss constituent des unités
transcriptionnelles, dans lesquelles la transanptest initiée a partir des promoteurs
germinaux (P) en amont des exons (I) et contintrawv@rs les régions S jusqu’aux exong C
Le transcrit primaire est ensuite épissé pour gé&ném transcrit germinal mature qui ne code
pas de protéine connue.

(A droite) Les transcrits des régions S peuvent s’associdagin stable au brin d’ADN
matrice pour former des hybrides ARN-ADN, dans leds le brin non-matrice peut
théoriquement adopter différentes structures (gteafs, stem loops ou bulles) ou peut rester
simple brin (R-loop). RPA : protéine de réplicatiain

(D’apres Chaudhuri et Alt, 2004).



Le réle de la transcription GL dans le recrutentmfAID, bien qu'assumé depuis la
découverte d’AID, n'a été démontré que récemmem. dffet, AID a pu étre co-
immunoprécipitée avec I'’ARN polymérase Il au codesla transcription GL des (Nambu et
al., 2003), ce qui renforce le modéle proposé parbSassociant le facteur mutateur avec la
machinerie transcriptionnelle (Peters et Storb,61;9pour revue : Kaminski et Stavnezer,
2004) fFig. 23).

Model for AlD recruitment by germline (GL)
transcription

(1} RNA pol Il recruits AID to promoter & of Se

AID RNA pol I

(i1} ssDMNA is created by transcription and R loop
formation; AID deaminates dC

R-loop C—=U
T Ct'

—‘_,./':

GL transcript

(i) Uracil DNA glycosylase (LUNG) excises dUJ bases;
AP endonuclease nicks DNA at abasic sites

Figure 23 : Un modéle pour le r6le de la transcription germerddns la CSR.

(i) Suite a l'activation des cellules B par le LPSlet, la transcription germinale deest
induite. La transcription germinale recrute AID aiveau des régions Sia I'ARN-
polymérase Il efii) conduit a la formation d’'une boucle R et donc d&imple brin d’ADN
stable (ssDNA), substrat pour AID. AID convertibed les résidus dC en dU, ce qui génére
des cibles pour l'uracil-DNA glycosylase (UNGiIji) Les sites abasiques créés par UNG sont
les cibles des endonucléases apyrimidiques/apwi(ARe), bien que le rdle de ces dernieres
dans la CSR n’ait pas encore été démontré (D’dfmésnski et stavnezer, 2004).



La chromatine des séquences S a été tres pee&tiRins I'étude citée ci-dessus
(Nambu et al., 2003), il a été montré que le LP8. 4tinduisaient I'acétylation de I'histone
H3 dansyl, Sy, le et &. L'addition de TGH3 bloque la CSR a IgE, la transcription Gl_elt
'acétylation de H3 associée aét &. Par contre aucun effet n’a été observéyduils ont
egalement montré que AID ne s’associait pas a@ transcrite méme si ses H3 étaient
hyperacétylées, suggérant que I'acétylation de HBabsence de transcription GL n’est pas
suffisante pour lier AID.

Une analyse plus récente a montré une corrélamdre la transcription GL des
geneyy et lacétylation de H3: une forte concentratioes dH3 acétylées a été détectée
préférentiellement dans leg ét Sy aprés activation avec du LPS, par contre I'acébiiade
H4 semblait corréler avec l'expression de AID. Dates splénocytes AID-/- actives,
I'acétylation de H3 et H4 est réduite et celle deddt plus diminuée, ce qui ameéne ce groupe
a proposer que l'acétylation de H4 pourrait étrenarqueur des cassures d’ADN associées a
la CSR (Wang et al., 2006).

4.3. Lésions d'’ADN associées a la recombinaison

Apres activation des cellules pour la CSR, demiésd’ADN sont détectées dans
Su. Deux types de Iésions ont été décrits : des moutaponctuelles et des délétions internes
(intra-Su). Ces lésions sont induites par AID (Petersenl.et2@01; Dudley et al., 2002;
Nagaoka et al., 2002). Ces lésions sont détectémst aecombinaison entre séquences S
partenaires, mais leur signification n’est pasrelatn particulier, on ne sait pas si ces lésions
sont liées au processus de la CSR proprement ditel o’est un effet secondaire de leur
proximité de K ou de la région VDJ, cible de la SHM. Curieusemees mutations et
délétions ne sont pas détectées dgnapses activation (Schrader et al., 2003). Parrepst
Su est délétée, des Iésions sont alors trouvées ldanséquencesySGu et al.,, 1993 ;
Schrader et al., 2003 ; pour revue : Chaudhurilget2@04)Fig. 24).



L’analyse mutationnelle de AID a révélé deux damaj le domaine N-terminal
responsable de la SHM et le domaine C-terminaloresgble de la CSR. Les mutations qui
bloquent la SHM n’affectent pas les mutations &t delétions intra4$ (Shinkura et al.,
2004), suggérant que ces lésions sont probableiesta la CSR. Une possibilité serait que

ces lésions intraib soient des tentatives de CSR avortées a causéaluserce d'une

séquence S partenaire.

AlD targeted
to Sy onty

Figure 24 : Délétions internes dans la séquenpea8 cours de la CSR.

Lors d'une CSR abortive, la régionu peut subir a taux élevé des délétions interA&p)
lorsque cette région est ciblée par AID, contragatraux régions S situées en aval (D’apres
Chaudhuri et Alt, 2004).

Dans le cas classique d’une CSR productive, festr@ption GL des deux séguences
S partenaires génére les simple-brins et les stegttibles de AID. La détection d’épisomes
formés de séquences intermédiaires entre deux IEERIES partenaires a suggéré depuis
longtemps que la CSR impliquait des cassures ddubie dans les deux séquences S

partenaires.

Ainsi, le modele en vogue actuellemeénig( 25 implique AID dans l'initiation de la
CSR en désaminant une cytosine en uracile dansN'AbDnple-brin exposé (boucle R ou
autres structures) par la transcription GL dansdisx séquences partenaires. Cette uracile



serait éliminée par UNG créant un site abasique éhdonucléase APE1 cliverait 'ADN au
niveau de ce site. Mais des données récentes imapligplutét le complexe MRN
(Mrel1l/Rad50/Nbsl) dans le clivage du simple-bonseécutif a I'intervention de AID et
UNG (Larson et al., 2005).

Quoi qu'il en soit, pour gu'il y ait cassure doeHrin, il faut qu’AlD accede au brin
transcrit qui forme un duplex stable avec le trah€&l. Les modalités d’acces de AID a ce
brin ne sont pas claires et pourraient impliquépitsage du transcrit ou la reconnaissance et
'attaque du duplex par la RNase H (Yu et al., 20@uelque soit le mécanisme précis, le
modele stipule gu’AID a accés a certaines cytosthedrin transcrit déclenchant la méme

cascade que sur la boucle.

Une implication de ce modeéle est que les cassloeBle-brins dans les séquences S
ne sont pas dans un premier temps des cassuraemigds franches, mais plutét des clivages
simple-brins distribués sur une distance plus ounsidongue sur les deux brins des
séquences S. Les mécanismes qui gouvernent lagi@dwl’extrémités franches et I'étape
précise a laquelle ces extrémités sont produiesont pas clairs. De nombreuses donirees
Vivo suggeéerent gqu’une action concertée de nucléasgmlgmérases translésionnelles et de la
voie du MMR aboutirait a la genese d'extrémiténdtaes (Faili et al., 2004 ; Ehrenstein et
Neuberger, 1999 ; Schrader et al., 1999 ; Schratlat., 2002). L’'action concertée de ces
eléments dans la synthese ou la dégradation d’AbBte e@leux clivages adjacents mais sur
des brins différents, avec ou sans réparation gx@tait les mutations, insertions et délétions
fréquemment retrouvées au niveau des jonctions r8sapccomplissement de la CSR
(Dunnick et al., 1993).

Les cassures double-brins sont tres vite déteqiéedes « senseurs » des Iésions
d’ADN tels que le complexe MRN et la kinase ATM ékta Telangiectasia Mutated). Ces
cassures induisent une phosphorylation rapide ldstdhe H2AX (un variant de H2A) par
ATM dans la chromatine adjacente a la cassureotrad phosphorylée de H2AX, appelgée
H2AX, est alors détectée dans des foci autour desuces (pour revues : Bassing and Alt,
2004). Ces foci semblent contenir d’autres facteomgliqués dans la réponse aux lésions
double-brins tels que 53BP1 (p53-binding proteius les KO de ces facteurs affectent la
CSR mais ne l'inhibent pas (pour revue : Chaudlamg Alt, 2004).



Chez les souris déficientes en H2AX, la CSR estirdiée. Par contre, les lésions
intra-Su sont intactes, la transcription GL est égalemetdcie. Les auteurs proposent que
H2AX (et les facteurs associés) jouerait un rélesdia synapse entre les deux séquences S
partenaires (Reina-San-Martin et al., 2003y (25. Un role de MSH2 et MSH6, composants
de la voie du MMR, dans la synapse a égalemerduggeré (Larson et al., 2005 ; Li et al.,
2006).
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Figure 25 :Modéele courant pour la CSR.

La transcription a travers les 2 régions S implegudans la CSR génére des boucles R (ou
autres structures non montrées), a l'origine déotenation de substrats ADN simple-brin
pour AID. Les activitts UNG (uracile-DNA glycosy®set APEL (apurique/apyrimidique
endonucléase) peuvent alors introduire de nombcluages sur le brin non-matrice. Ceci,
combiné a des clivages trés proches sur le brimigraf*), peut provoquer des cassures
double-brin dans les régions S. La synapse desireaspeut alors se faire grace a un certain
nombre de protéines telles que H2AX, 53BP1, LRIMAMLH1, DNA-PKcs. La CSR sera
complete par la fusion des 2 régions S, probablém&te a la jonction des extrémités non
homologues NHEJ (D’aprés Chaudhuri et Alt, 2004).



En I'absence d’homologie entre les deux sequeBiqesrtenaires, c’est la voie NHEJ
qui intervient dans la jonction entre les deux @xités d’ADN. L’implication de cette voie
est fortement suggérée par le phénotype des sigficsentes en Ku70 et Ku80 (reconstituées
par des transgenes IgH et IgL) qui montrent une@regaltération de la CSR (Casellas et al.,
1998 ; Manis et al., 1998), cependant, les celliBesle ces souris ne proliférent pas
normalement et il n’est pas formellement prouveé cegedeux protéines interviennent dans la
CSR. L'implication de DNA-PKcs dans la CSR s’esvélée plus complexe, les souris
complétement déficientes en cette protéine sorilbéels dans la CSR vers tous les isotypes a
'exception de IgG1l (Manis et al., 2002). Curieusem les souris homozygotes pour la
mutation SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency)e umutation qui n’affecte que le
domaine kinase de la DNA-PKcs mais laisse le rdetéa protéine intact, sont peu altérées
dans la CSR (Bosma et al., 2002 ; Cook et al., R@®3ur expliquer ces différences, il a été
proposé que le réle de la DNA-PKcs dans la CSRitséistinct de son réle dans la voie
NHEJ, en particulier elle pourrait jouer un réledépendant de sa fonction kinase, dans la
synapse des séquences S (pour revue : Chaudhukita2004).

L’étape de jonction/ligation entre deux séquergespliquerait XRCC4 et la DNA
ligase IV, mais a cette étape aussi, de nombrep&cts restent a élucider. En patrticulier,
l'intervention des sytemes de réparation de I'’ADRNt¢ avant ligation et son articulation avec
la voie NHEJ, le rbole des polymérases translésites)da hiérarchie des événements entre la
détection de cassures double-brins, leur procegssuy’a I'obtention d’extrémités franches,

a supposer gu'il faille absolument des extrémitésdhes pour 'accomplissement de la CSR.

En conclusion, de grands progrés ont été réaliaés la mécanistique de la CSR, sur
le role d’AID et des nombreux facteurs impliquésaisnde nombreuses zones d’ombre

subsistent.

5. ELEMENTS CIS-REGULATEURS DU LOCUS IgH

5.1. L’enhancer intronique Ep

Au vu de I'abondance de la littérature suyr, Eai choisi de me focaliser sur les

études qui ont abordé sa fonctiarvivo par KO.



L’enhancer | est situé dans l'intron entre les segmemsed Qu. Le core de
'enhancer (clH) est entouré de deux MAR. Sa localisation en arden§u le préserve dans
tous les événements de CSR normauyxséit également de promoteur Gjl, |

Ep joue un réle important dans les réarrangements)V (@ dans la régulation
transcriptionnelle initiée a partir de plusieursmpoteurs : P4 en amont des segments \, |
DQ52 en amont du segment D le plus distal, et paet d’autres promoteurs (pour revue :
Jung et al., 2006)~g. 26).
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Figure 26 : Les transcrits initiés grace asE

A) La région variable du locus IgH humain sous forreengnale est détaillée, la taille des
groupes de genes et les distances intermédiairgsirgtiquées au dessus. Les segments de
genes sont représentés par des rectangles, lep&®RS8s triangles blancs (12-RSS) ou noirs
(23-RSS).

B) Représentation schématique d’'un réarrangement YBdsetranscrits stériles dans le locus
IgH murin. Les promoteurs sont représentés paiodakes blancs, I'activateur introniquel E

par un cercle gris et les transcrits stériles par ftbeches cassées (D’aprés Hesslein et Schatz,
2001)

Ep fixe de nombreux facteurs (pour revue : ErnsSraale, 1995 Fig. 27). Parmi
ces protéinesrans-activatrices : Oct-1 et Oct-2. Oct-1 est une pn&éibiquitaire alors que

Oct-2 est B-spécifique. Un coactivateur nommeé OCAsBictement B-spécifique interagit



avec Oct-1 et Oct-2 pour assurer une expressigueBHggue optimale. De fagon surprenante,

les souris déficientes en Oct-2 et OCA-B ont unettiiypement B précoce normal (Schubart

et al., 2001), par contre elles jouent un rolequi dans la CSR et la différenciation terminale
(Schubart et al., 1996 ; Kim et al., 1996 ; Schubaal., 2001). Le core deuEcEu) contient

plusieurs sites qui fixent des protéines activaricle la famille helix-loop-helix dont les

produits du gene E2A. Le géne E2A produit troistgires par épissage alternatif, E12, E47

et E5-2. Les souris E2Asont bloquées & un stade trés précoce du dévehsppe (Zhuang
et al., 1994 ; Bain et al., 1994). La liaison desdpits du gene E2A a 'ADN peut étre

inhibée par des regulateurs négatifs tels queltlet 1d3 (pour revue : Murre, 2005). Les

protéines ZEB sont ubiquitaires et pourraient rm@pri 1 dans les cellules non-B.

L’activation de la transcription par PU.1 dépendde la fixation des protéines adjacentes

Ets-1 et TFES sur les sites respectifs adjacentstyfe3 (pour revue : Ernst et Smale, 1995).
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Figure 27 : Sites de fixation et facteutgans-activateurs au niveau du promoteus; et de
I'activateur intronique H (Ernst et Smale, 1995).



Plusieurs KO ont ciblé le ¢k les MAR adjacentes ou touptEcEu + MARS). Le
remplacement deEpar un oligonucléotide diminue mais ne bloque lpasréarrangements
V(D)J, ce qui a amené les auteurs a suggeérer tanage d’autres e€léments de contréle des
réarrangements distincts dg ESerwe and Stablitzki, 1993). Le remplacementspb en
aval de cEp incluant une partie de la MAR 3’ ekdie Iy par le génened n’a pas d'effet
détectable sur les réarrangements. Par contreeniplacement de |E par le génened
provoque une sévere diminution des réarrangemants,nhibition de la déméthylation du
locus H et de la transcription GL du locus. Un phénotyjoalaire est obtenu quand le gene
ned est inséré ~100 nt en amont dg &uf que la déméthylation ne semble pas affectée
suggérant une dissociation entre la déméthylatiolodus et sa recombinogénicité (Chen et
al., 1993). Curieusement, l'insertion du géred ~450 nt en amont depEn’a pas d'effet
majeur sur les réarrangements V(D)J, par conteeiglibe la transcription GL ainsi que la
transcription initiée a partir devR. Ces résultats suggerent un effet polarise dédg 3’ vers
5’) et ont été interprétés en terme de compétitinine promoteurs (Delpy et al., 2002). Ces
études révélent la complexité des phénotypes @&ssaki 'insertion du gén@ed en
remplacement ou a proximité d’éléments de contn@ascriptionnels et suggerent la plus
grande prudence dans l'interprétation de ces plpast(I'effet «neo» est discuté plus loin).

La délétion propre de ¢E(avec suppression du gémed) par l'utilisation de
blastocystes RAG-2-/- a montré que pcEtait I'élément central dans le contrdle des
réarrangements V-DJ, qui sont séverement inhibéss pas des réarrangements D-J qui ne
sont que partiellement affectés, ce qui suggesastence d’'autres éléments de contrdle. De
facon surprenante, la délétion des MAR, individeraként ou conjointement, n'a pas révélé
d’effet détectable sur les réarrangements ou lastrgption (Sakai et al., 1999). Le méme
phénotype a été confirmé chez des souris ou latiomta été transmise par la lignée

germinale (Perlot et al., 2005).

La corrélation entre transcription GL et réarrangats V(D)J est mise en évidence
par ces phénotypes. Deux transcrits GL sont dé&tedsns le locus IgH avant tout
réarrangement)’ initié du promoteur DQ52 eful: le remplacement depEpar le génaed
bloque la transcriptiop’ tout comme les réarrangements V(D)J. La délétimpne de H
inhibe fortement les réarrangements V-DJ mais o’amgeffet modéré sur les réarrangements
D-J, et corrélativement sur les transcits Ce phénotype confirme le réle central dedans

la régulation de I'accessibilité du locus et derémscription GL mais suggére fortement que



d’autres éléments de controle des réarrangemegdtetde la transcription GL existent dans
le locus IgH (Sakai et al., 1999 ; Perlot et aDP%). Une autre possibilité serait qu’'une
fraction des réarrangements D-J, indépendante e piduise de faibles taux de

recombinaison D-J dans les précurseurs lymphoidesmuns permettant un certain niveau
d’ouverture du locus avant activation dg Bans les cellules pro-B qui activerait alors les

réarrangements D-J (pour revue : Sen and Oltz,)2006

Au regard de la CSR, la délétion de @iminue mais ne bloque pas la CSR dans des
hybridomes dérivés de souris hétérozygotes ponruition. Par contre le remplacement de
Eu par le gén@ed restore des taux quasi-normaux de la CSR (Bo#hab., 1998). Chez les
souris, la délétion propre de gEliminue modérément la CSR. Par contre les MAR ne
semblent pas avoir d'effet sur la CSR (Sakai et1#99 ; Perlot et al., 2005). Quant a la
SHM, la délétion propre de gEn’a pas révelé deffet détectable sur la SHM @eet al.,
2005).

5.2. Le promoteur/enhancer DQ52

Cet élément est situé en amont du segment DQ%$R¢eproche de la régiomi.JDe
nombreux sites potentiels de fixation de factewrdéaires comme E2A, Ets, NdB et AP2
ont été décrits dans cet élément et il a été ségyée la transcription de ce segment serait le
préalable nécessaire a I'accessibilité de la réBiaha la recombinaison V(D)J (Thompson et
al., 1995). Cet élément a été considéré commeagissn synergie avec El, impliqué dans
I'activation des réarrangements D-J (Kottmann gt1#194). La délétion de cet élément avec
le segment DQ52 n’inhibe pas le réarrangement D-dogélativement ne bloque pas la
transcriptiony®, par contre une diminution des réarrangementsidgupht H3 et J4 a été
observée (Nitschke et al., 2001). La délétion dobgode cet €élément aveqia révélé que le
promoteur/enhancer DQ52 n’était pas requis pourrdarrangement D-J et pour la
transcriptionp® (Afshar et al., 2006). Ceci suggére I'existencauttes éléments de controle

non encore identifiés dans le locus IgH qui régulerréarrangement D-J et la transcription
0

.



5.3. Controle de I'accessibilité

Le réarrangement V(D)J est étroitement contrdee fais au niveau de la spécificité
tissulaire et au niveau du stade de développenizes. mécanismes doivent exister qui
permettent le ciblage spécifique de la recombifi&€ vers les séquences RSS. Le contrble
du réarrangement V(D)J est ainsi corrélé au conti@ I'accessibilité de la chromatine des
RSS (pour revue: Schlissel, 2003). La corrélatewulignée précédemment entre la
transcription GL et les réarrangements suggéerdajabromatine des RSS est permissive a la
fois pour 'ARN polymérase Il (transcription) et yoo RAG (recombinaison). De cette
maniere, les éléments de contrble transcriptiondglileraient également les réarrangements
(pour revue : Dudley et al., 2009)ig. 29).
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Figure 28 : Remodelage de la chromatine et réarrangement VDJ.

La chromatine hautement condensée empéche l'aeseséguences RSS aux protéines RAG.
Les activités ATP-dépendantes de remodelage ddérlamatine telles que Swi/Snf et les
activités modifiant la structure des histones selipie HAT provoquent le déroulement
progressif de la chromatine, permettant ainsi Bacdes séquences RSS (triangles blancs ou
rouges adjacents aux carrés bleus représentagiedes V, D ou J) aux RAG (D’aprés Roth
et Roth, 2000).



La découverte récente de l'interaction entre RAGRS histones, et I'importance de
cette interaction pour le réarrangement V(D)J (Wasal., 2005) montre la complexité du

phénoméne et souligne I'importance de la struatbrematinienne dans ce processus.

L’analyse de la chromatine du locus D-J a révéke dbmaines distincts caractérisés
par des marques épigénetiques caractéristiques IParcellules pro-B, les histones H3 des
segments H sont fortement acétylées sur leur lysine 9 (H3KSstcdiméthylées sur leur
lysine 4 (H3K4mg), marque d'une chromatine active. Des niveaux phibles de ces
modifications se retrouvent en aval jusqu'®. Mans la région B, on retrouve les
modifications H3K9ac et H3K4mewu niveau des segments DFL16.1 (le plus en anetd d
région) et DQ52 (le plus en aval) (Chowdhury et,S891). Cette observation est en accord
avec des études antérieures sur l'usage préfdrdeiesegments DFL16.1 et DQ52 dans les
réarrangements (Tsukada et al., 1990 ; Chang,et32 ; Nitschke et al., 2001). De facon
surprenante, les histones des segmentsnizrmédiaires sont di-méthylées sur leur lysine 9
(H3K9me), marque d’'une chromatine compacte (Chowdhuryeet, 2001). Dans ce cadre,
I'accessibilité des RSS des segmentsiftermédiaires a la recombinase RAG est diffiaile
concevoir, et le mécanisme en jeu est encore obgdtarnativement, il se pourrait que

d’autres modifications épigénétiques interviennent.

La recombinase RAG cible les segmentd ®pres le réarrangement D-J et le
probleme de l'accessibilité des RSS des segmentsé/pose de nouveau. Les marques
épigénétiques d’'une chromatine active sont retresidans les segmentsi VChowdhury et
Sen, 2001 ; Maés et al., 2001 ; Chowdhury et S@a3 2 Johnson et al., 2003). Le facteur
Pax5 jouerait un réle crucial dans ce processusapression de la méthylation d’histone
H3K9, marque d’'une chromatine inactive. Le mécarisaste obscur mais semble mettre en
jeu un échange d’histones (Johnson et al., 20@&})nécanisme est davantage compliqué par
le fait qu’en I'absence de Pax5, une transcriptBindes segmentsf/non réarrangés a éte
détectée (Hesslein et al., 2003).

Cette chromatine ouverte est corrélée avec unesdrgtion GL initiée aux
promoteurs PH. Cependant, cette transcription subsiste mémeéabgeince de £ et DQ52
(Perlot et al., 2005 ; Afshar et al., 2006). Launatdes éléments qui contrélent I'accessibilité
des segments W/ est encore inconnue. Alternativement, il se poumgae les enhancers
facilitent I'accessibilité des RSS a la recombind®&G en recrutant des facteurs de



remodelage de la chromatine qui déplaceraient le$2asomes dont le rdle inhibiteur des
réarrangements V(D)J a été fortement suggéré (maure : Roth and Roth, 2000). Mais la
découverte récente de transcrits anti-sens (Bolketndl., 2004)ig. 29), produits apres

réarrangement D-J et qui disparaissent aprés uranggment V-DJ, suggere des niveaux de

régulation plus complexe de I'accessibilité des RSS
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Figure 29 : Réarrangements et transcription au sein du loddsalgcours du développement.
(a) Au stade pro-B précoce, des transcrits germinaéch&s vertes) sont présents dans la
région des genes D-J-C en méme temps que se fadgctanbinaison D-J (fleche bleue
discontinue). Les transcrits’ sont initiés & partir d’'un promoteur situé juste amont du
segment P le plus en aval alors que les transcritg $ont initiés a partir du
promoteur/activateur it Il n'y a pas de transcrits germinaux au niveasl skgments pplus

en amont et des segmentg. VA ce stade, on ne sait pas s'’il existe des traasgerminaux
anti-sens au niveau des segmenigfi2ches rouges discontinues).

(b) Dans les pro-B tardifs, en méme temps que le négeraent V a DJ (fleche bleue
discontinue), les segments; \ét le complexe QJréarrangé sont transcrits (fleches vertes),
mais pas les segments; [@n amont. A ce stade, des transcrits germinauxsans (fleches
rouges continues) sont initiés a partir des proorsten aval de chaque segment &t
s’étendent le long de ces segments.

(c) Aux stades pré-B et B mature, les exons Y@$semblés sont transcrits a partir du
promoteur V, (fleche verte), mais aucun transcrit sens ou ams$’est présent au niveau des
segments { en amont.

(D’apres Giallourakis et al., 2004).



Un autre niveau de complexité apparait quand @aiesde corréler la structure
chromatinienne avec la dynamique du locus au cdursléveloppement. En effet, il a été
montré que le locus IgH était localisé en périghédu noyau dans les progéniteurs
hématopoiétiques et les cellules non-B. Cette ikmi@dn est généralement corrélée avec
'hétérochromatine. Au stade pro-B, le locus migvers le centre du noyau ou
'environnement serait plus favorable a la trandosn et & la recombinaison. Ainsi, des
boucles se formeraient avec I'aspect d'une strectompacte rapprochant les segments VH
de la région DH et JH (Kosak et al., 2002 ; Roléaral., 2005 ; Sayegh et al., 2005). Ces
structures compactes sont absentes dans les seputeB Pax5-/- suggérant un role du
produit de ce gene dans la compaction du locus(Fka et al., 2004). La dynamique des
loci IgH et Ik a également été corrélée avec I'exclusion alléliglialléle exclu serait
relocalisé vers la périphérie du noyau (Goldmidlet2005 ; Roldan et al., 2005).

Un modele qui essaie de rendre compte de tous leasoménes a été proposé par R. Sen

(pour revue : Sen, 2005) et est récapitulé dafiguae 30.
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Figure 30 : Localisation nucléaire et structure de la chronea#iu cours de I'ontogénie B.

Au stade des précurseurs des cellules B, les sagrgren position distale sont localisés en
périphérie du noyau et sont constituées d’histomesves. Le passage au stade pré-pro-B est
accompagné d’'un déplacement vers le centre du ndgamodifications des histones activant
Cu et partiellement les génes;VCe stade, ou a lieu la recombinaisan dJ; ne nécessite
pas Pax5. La progression au stade pro-B, ou sealigett la plupart des réarrangements V
nécessite Pax5 et IL7. Ces 2 facteurs combinésucsemt a la perte des histones méthylées
H3K9me et 'augmentation de I'acétylation des histonesdtiBi4 ; le locus se compacte (les
régions \, et Gy se rapprochent en formant une boucle). Ces celtylé produisent une IgH
se différencient en pré-B ou l'acétylation desdrists des genes VH est réduite. L’alléle non
fonctionnel est dans une conformation étendue epraximité de I'hétérochromatine
centromérique (en bleu) (D’aprés Sen, 2005).



5.4. La région régulatrice en 3’ du locus

Ep fut le premier éléments-activateur du locus IgH a étre identifié et futdgbemps
considéré comme I'élément majeur du locus. Cepdngarsieurs données suggeéraient qu'il
pouvait exister d’autres éléments capables d’actiegpression du locus. Certaines lignées
cellulaires B ayant perdu I'élément Ep sont capablexprimer leurs genes d’'lg (Klein et al.,
1984 ; Wabl and Burrows, 1984 ; Aguilera et al.839 Eckhardt and Birshtein, 1985). De
méme, certaines translocations de 'oncogeneg/cau locus IgH permettent la surexpression
de l'oncogene méme lorsque la translocation caasdidparition de Ep (Neuberger and
Calabi, 1983). Une large délétion de la régionésiten aval du gere (I'élément Ep étant
conserve), associée a une diminution de la trgstgami du geney, faisait de cette région une

candidate pour contenir des élémarssmodulateurs (Gregor and Morrison, 1986).

Chez le rat, un élément activateur B-spécifiqueidantifié ~25 kb en 3’ de € et
appelé IgH 3aE (Pettersson et al., 1990) ; son équivalent caesoliris se trouve ~16 kb en
3’ de Gu (Davariach et al., 1991 ; Lieberson et al., 198tLprienté en sens inverse, mais
contient des séquences trées homologues au « chem@ar » de I'activateur de rat. De plus,
des séquences en orientation inversée bordent léetedt chez les deux especes.
Ultérieurement, un activateur plus faible appet8E fut localisé a 2 kb en 3’ de I'exon de
membranen (Matthias and Baltimore, 1993). L'exploration derégion 3% murine par la
recherche de zones d’hypersensibilité a la DNaseérmis de superposer ces régions hs a
des éléments décrits comms-activateurs. Ainsi I'élément IgH 8E a pu étre confondu
avec les sites hsl et 2 situés eux aussi 16 kb ém §enea (Gianini et al., 1993 ; Madisen
and Groudine, 1994 ; Michaelson et al., 1995), dautxes activateurs hs3 et hs4 furent de la

méme facon identifiés respectivement ~29 et ~38rkB’ de @:.

Le séquencage plus large des régions 3’'lgH a phod révélé une structure
globalement palindromique contenant de longues esémps en répétitions inversées qui
flanquent I'élément AE (hsl et 2), centre de cet immense palindromplule grand jamais
décrit chez les mammiféres (Chauveau and Cogné6)l199¢élément proximal G3’'E
(Mathias and Baltimore, 1993) se trouve étre I'hntogoe inverse de I'élément hs3. Pour plus
de clarté, la terminologie suivante (Saleque etl@97) sera adoptée pour les enhancers de la
région 3'a de souris (de 5’ vers 3’) :d@3’E : hs3a; IgH 3'E : hs1,2; hs3: hs3b et hs4, et



pour la région englobant les quatre enhancers R3Récemment, trois nouveaux sites hs,
hs5, hs6 et hs7, sans activité enhancer, ont &d@tsién aval de hs4 (Garrett et al., 2005)
(Fig. 32).
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Figure 31 : Localisation des sites hypersensibles (hs) a lad@Nen 3’ du locus IgH.

7 sites hs ont été identifiés en 3’ du locus Ighitdb (les plus en amont) ont des propriétés
activatrices (hs3a ; hsl,2 ; hs3b et hs4) et fotriee®RR. Il n’a pas encore été démontré de
propriété activatrice pour hsb, hs6 et hs7.

5.4.1. Activité de la 3'RR au cours du développemeB

L’activité de cette région a été abordée par feamti®n de lignées cellulaires B, par
des modeles transgéniques et par KO. Les modelesekant décrits plus loin.
L’enhancer hs1,2 de rat fat décrit comme actif atades B tardifs, jusqu’au plasmocyte ou
son activité est maximale (Pettersson et al., 19B@ément hsl,2 de souris ne semble
également actif qu'aux stades tardifs mais avec agtiwité moindre au stade plasmocyte.
(Davariach et al., 1991 ; Lieberson et al., 1991).

Des souris transgéniques contenant un géne rappadus la dépendance de hsl,2
de souris montrent une expression importante desscéllules B activées. Cependant la
spécificité B de cet éléement pris isolément n'eas gompléte, puisqu’une expression
aberrante faible a été constatée dans d’autrasstissmme le thymus, le coeur et le rein

(Arulampalam et al., 1994 ; Andersson et al., 1999)

Les éléments hs3a et hs3b ses enhancers plus faibles en expression trares{ir
a 15% de l'activité de Ep), leur activité n'estetée qu'au stade B mature et plasmocyte

(Matthias and Baltimore, 1993 ; Madisen and Groedir994).



Le dernier éléement de la 3'RR, hs4, est égalemensidéré comme assez faible
mais son activité se retrouve tout au long du dépmdment B, depuis le stade pro-B jusqu’au
plasmocyte (Madisen and Groudine, 1994 ; Michaettal., 1995).

5.4.2. Protéines se liant a la 3'RR

La 3'RR du locus IgH est la cible de nombreux dacs transmodulateurs. La
fixation de ces facteurBans sur des régions d’ADN plus ou moins conservéekriskes
facteurs) a fait I'objet de nombreuses études fonntlles. Notons également que 3'RR
contient un grand nombre de ségquences consensaettespondant a des sites potentiels de

fixation de facteurs agissant gans (Fig. 32).

o
>
F 5 >
¢ F & sovse
momnse -
L_\_\_—\—
_\_\_\_\_—\_
—
MAR ¥ SEOFEP W o MAR
| |
|
Poupg B BSAP BSAL | |
e i - & 8
1538 hs1.2 ;
VO CuCd -::g.| | h|a.?h hs4
A | | Moo » B P
|‘*5‘ S PSS CEOIVEF & ¢ FeIS
— e ——C— ~ H T H O =
MARE Sere

Figure 32: Schéma des sites de fixation identifiés dansdg®ns K et 3'RR du locus IgH.
Les symboles noirs correspondent aux sites de idixatqui ont été caractérisés
biochimiqguement et fonctionnellement, les symbdikscs représentent les sites fixant des
facteurstrans d’'aprés une homologie de séquence. IR signaleségsiences répétées et
inversées qui encadrent le core de l'activateur,zhghez le rat et la souris (D’apres
Khamlichi et al., 2000).



5.4.2.1. Protéines se fixant a hs3

Deux octameres imparfaits ont été décrits comard livec une assez faible affinité
les facteurs de transcription Oct-1 et Oct-2 (Maghand Baltimore, 1993), aucune

coopération entre les facteurs Oct n’a pu étre réent

Les éléments hs3a et hs3b (qui sont a 97 % idesgigais orientés de fagon inverse)
sont la cible, au niveau de sites MARE, de factelerda famille Maf. Les protéines de la
famille Maf constituent d’importants régulateursldealifférenciation cellulaire. Ces protéines
contenant un domaine riche en leucine (« basiciteuzipper » ou bZip) sont capables de
fixer d’autres protéines mais aussi de se fixéABN. Les petites protéines de la famille Maf
telles que MafF, MafG et MafK ne possedent queoimaine bZip (elles n’ont pas le domaine
transactivateur canonique N-terminal que seulesgtemdes protéines de la famille Maf
possédent). Les protéines Maf peuvent se combinkaiLares protéines et se fixer aux sites
MARE in vitro (pour revue : Blank et Andrews, 1997).

Quelques protéines sont connues pour former désddémeres avec les petites
protéines Maf et sont également capables de sedixeMAREIn vitro ; parmi ces protéines
on trouve le facteur de transcription Bach2 doexpression est restreinte a la lignée B et au
cerveau. Dans les cellules B, Bach2 est expriméstades précoces de la différenciation B,
son expression diminue progressivement pendantataration et semble totalement éteinte
au stade plasmocyte (Muto et al., 1998). La pradoctle souris déficientes en Bach2 a
montré un rdle majeur joué par cette protéine daiB-HM et la CSR et confirmé gu'il n’était

pas indispensable a la différenciation plasmoogt@tuto et al., 2004).

5.4.2.2. Protéines se fixant a hs1,2

L’enhancer hsl,2 a fait 'objet de nombreuses stigations quand a son occupation
par des protéines liant 'ADN au cours de I'ontogéB. L’élément hs1,2 du rat a été divisé
en trois parties A, B et G-(g. 32, les activités ont été recherchées dans un sgstiilisant
le gene rapporteur de [&globine (Grant et al., 1992). L'activité des donmes A et B est
restreinte a la lignée lymphoide B. La délétionside Oct du domaine A ou de l'activateur

complet n’abolit pas I'activité de hs1,2. Le doneb contient trois motifs p1, pA et un motif



proche du motif uByuB), la délétion de pul supprime l'activité du doneaB, alors que la
suppression des domaines pAynuB a des effets moindres (Grant et al., 1992). dmaine

C contient un motif HE3 mais son activité n’est ppécifique de la lignée lymphoide. Les
motifs YuB et pA ont été supposés fixer des protéines dentdle Ets. Cette étude montre
gue hsl,2 fixe a la fois des facteursnsactivateurs ubiquitaires et des facteurs B-
spécifiques, se liant notamment aux motifs Oct,gifuB (Grant et al., 1992). L'importance
des facteurs Oct, et notamment le facteur Oct&galémontrée pour I'activité de I'élément

hs1,2 mais aussi pour I'activité de la 3'RR danglshalité (Tang et al., 1999).

Dans I'éelément hsl1,2 de souris, un motif pE5 aidgétifié jouxtant I'élément HEL.

Ce site LE5 semble jouer un réle important puisguenutation diminue l'effet activateur de
hs1,2 et il est capable, lorsqu’il est placé enieopnultiples devant un géne rapporteur,
d’induire I'expression dans une lignée plasmocgtdMeyer et al., 1995). Cet é€lément fixe
les protéines E12 et E47, membres de la familleHblgui sont soumises a une régulation par
les répresseurs de la famille 1d, comme Id3 qusthéxprimé qu’aux stades pré-B et B. Les
auteurs proposent un role inhibiteur de la protéif3eaux stades précoces de I'ontogénie B,
empéchant la fixation du complexe E12/E47 au nudEb (Meyer et al., 1995).

Dans le domaine B de I'élément hs1,2 de souritihidentifies des sites de fixation
du facteur NF«B (protéine de la famille Rel) et, jouxtant celiji-an site fixant le facteur
NFE (protéine de la famille Ets, homologue du factee fixant sur I'élément uB de
I'activateur de rat) (Michaelson et al., 1996 ;diémson et al.,1997). La mutation de I'un ou de
I'autre de ces sites diminue trés nettement I'&étile hs1,2 sur un géne rapporteur, dans des
lignées plasmocytaires (Michaelson et al., 199éndérson et al.,1997) alors que I'effet
inverse est observé pour la mutation du isBedans des lignées B matures, suggérant un role
répresseur du siteB aux stades précoces, puis activateur au stadmptayte (Michaelson et
al., 1996). Les facteurs nucléaires se fixant i3 ont été identifiés : p50, p65 et c-Rel
(Michaelson et al., 1996 ; Linderson et al.,199\).stade plasmocytaire, le facteur NFE fixé
a proximité aurait un effet synergique aux fact@b® et c-Rel fixés au siteB (Linderson et
al., 1997).



Parmi tous les facteurs se fixant la 3'RR, ledefacs BSAP (pour « B-cell specific
activation protein », produits du geRax-5, ont probablement été les plus étudiés. L'analyse
détaillée de I'expression du géRax5a montré que ce dernier pouvait présenter, pbaike
d’épissages alternatifs, quatre types de messdg@rents (Paxb5a, Pax5b, Pax5d et Pax5e).
Le messager Pax-5a est exprimé aux stades prétedaslifférenciation B mais non au stade
plasmocyte; lisotype Pax-5b serait quand a luitrest aux cellules B matures, les
conséguences de I'expression des différents massdgd®ax5 n’ont toutefois pas encore été
définies (Zwollo et al., 1997).

Les souris KO pour le génBax-5 sont incapables de survivre au dela de trois
semaines, elles présentent un blocage complet vklapgpement B a la transition pré-Bl
pré-Bll (Urbanek et al., 1994). La recombinaisopDdy semble dramatiquement diminuée
(Urbanek et al., 1994 ; Nutt et al., 1997), cesuted pré-Bl ont de plus les caractéristiques
remarquables de pouvoir se renouveler et de sérelif€ier vers des lignées non-B (T ou
macrophagique) (pour revue : Rolink et al., 20@»ys résultats mettent en évidence le réle
important de BSAP pour I'ontogenése cellulaire Bn&l le foie foetal et la moelle osseuse) et
'engagement irréversible vers la voie de difféiation B (Rolink et al., 2000).

Ces protéines semblent fonctionner soit en adtisaih en réprimant des génes : elles
régulent positivement les genes mb-1, CD19, N-ntytkE-1 et répriment la protéine de
surface PD-I et la chaine J (Fitzsimmons et al§19Rinkenberger et al., 1996 ; Nutt et al.,
1998). De nombreux genes restreints a la lignéplhpide B possedent des sites de fixation
pour BSAP dans leurs pomoteurs (CDAS, Vpré-B etBIk, etc...) ; cependant, a I'exception
de CD19, I'expression de ces genes semble tout ademale dans les animaux déficients
pour BSAP (Nutt et al., 1997).

Apres leur mise en évidence dans des régions sSsitks de fixation de BSAP ont
donc été démontrés dans la 3'RR. Une région capdbldixer BSAP fut tout d’abord
identifiée en 5’ de hs1,2 mais son importance foncelle n’a jamais été étudiée (Liao et al.,
1992). Par la suite, deux équipes ont montré queéoleaine A de l'activateur de souris
contenait deux sites capables de fixer BSAP avex af@énités différentes (Singh and
Birshtein, 1993 ; Neurath et al., 1994). Plusieauweurs ont montré que lI'expression de
BSAP était restreinte aux stades précoces de ténie B, et que le réle de BSAP pourrait

étre la répression de hs1,2 a ces stades précoces.



Dans des essais utilisant des genes rapporteusslsa@ontrole de hsl,2, la mutation
du site de fixation pour BSAP entraine une augntiemale I'effet activateur dans des lignées
B, alors que cette mutation est sans effet dansigieses plasmocytaires (Singh et Birshtein,
1993). De la méme facon, une étude dans la ligtesmopcytaire MOPC-15 (qui n’exprime
pas BSAP) montre, dans des expériences de codiust, que I'expression de BSAP régule

négativement I'activateur hs1,2 (Neurath et al94)9

Si l'activité de hsl,2 semble globalement réprinpse les facteurs BSAP, des
constructions utilisant les sites a et b montrert ces sites BSAP ne suffisent pas a eux seuls
a expliquer la répression. Des régions flanquansies BSAP a et b sont capables de fixer
les facteurs Oct (pour la région en 5’ du sitetd)ile-kB et en 3’ du site b, une protéine liant
un motif riche en G (Singh et Birshtein, 1996 ; Naelson et al., 1996). La mutation de I'un
ou l'autre de ces motifs entraine une augmental®i’activité transcriptionnelle dans les
lignées B (Singh et Birshtein, 1996 ; Michaelsoralet 1996). Des mutations combinées des
sites flanquants démontrent cependant que les BB&d® sont nécessaires a la répression.
Apres que la fixation des facteurs Oct-1 et Octit2ég¢ démontrée au site Octamere, les
auteurs ont proposé l'existence d’une interactiotneela protéine BSAP et le domaine POU
des facteurs Oct-1 et Oct-2 (Singh and Birshted9g6).

Les protéines BSAP exerceraient un réle répressaurl’élément hsl,Zia des
interactions avec d’autres facteurs modulateurésfia proximité, ou en empéchant, par

compétition, la fixation d’autres facteurs aux sdellulaires B précoces.

5.4.2.3. Protéines se fixant a hs4

A linverse de hs3 ou de hs1,2, I'élément hsddésecté comme actif depuis les stades
précoces (pré-B) jusqu’au plasmocyte. Dans cet édénon trouve plusieurs sites BSAP,
deux sites Oct et un siB dans une configuration groupée (Michaelson ¢t18196). La
fixation des facteurs BSAP a hs4 a pu étre détenigestades précoces (pré-B et B) mais pas
au stade plasmocytaire ; le facteur Oct-1 sembféexseau site octamére aux stades pré-B et

B seulement (et non le facteur Oct-2 qui lui, se fsur hs1,2) ; un complexe similaire au



complexe NF«B (fixé au sitexB) est détecté quand a lui du stade pré-B jusgplasmocyte
(Michaelson et al., 1996).

Dans des systéemes utilisant des genes rapporégurexpression transitoire, des
mutations dans les sites BSAP, Oct i diminuent l'activité de hs4 dans les lignées B
(Michaelson et al., 1996). Dans une lignée prél&sague les mutations effectuées dans les
siteskB et Oct diminuent tres significativement I'act&itle hs4 KB semble étre un site
essentiel pour I'activation de hs4), une mutationsdée BSAP conduit & un doublement de
I'activité transcriptionnelle (Michaelson et al996). Le réle des facteurs BSAP semble donc

double, répresseur au stade pré-B puis activatestaale B mature.

5.4.3. Fonctions attribuées a la 3'RR

Bien que la 3'RR soit actuellement le sujet d'&ulk plusieurs équipes, sa fonction
n’est pas encore clairement établie et un certambre de questions restent en suspens. Cette
région peut-elle interagir avec d’autres élémeittgs plus en amont sur le locus ? Si ces
interactions existent, comment peuvent-elles adfelets processus physiologiques tels que les
recombinaisons V(D)J, la transcription, la SHM audSR ? Dans ce chapitre seront résumés

les modéles développés pour tenter de répondre guesstions.

5.4.3.1. Réplication

La description de la région contenant Ep commatétae origine de réplication
(Ariizumi et al., 1993) laissait envisager qu’il eait de méme pour la 3'RR : il a été suggeére
gue le locus IgH faisait partie d’un unique répficyant pour point de départ la région située
en 3’ de @, la réplication se poursuivant vers les génesneond Dans les cellules non-B,
Ca semble en effet se répliquer trés précocemernts gloe les autres régionsg €e répliquent
progressivement dans le temps (Brown et al., 198ifrnakova et al., 1999). Au contraire,
dans les cellules B, tous les gengss€ répliquent trés précocement, au tout débwa gadse
S. Des études sur la réplication dans une lignée Bouris suggérent que des séquences en
aval du gene @ sont impliquées dans la régulation de ce processuut début de la phase

S (Brown et al., 1987 ; Ermakova et al., 1999). €elant, le maintien d’'une méme



chronologie de la réplication constaté dans ladggmurine, LP1-2, portant une délétion pour
la 3'RR, exclut un réle de cette région dans letidda de la réplication (Michaelson et al.,

1997). Pour l'instant aucun argument ne prouvegliocation de la 3'RR dans la régulation de
la réplication de I'ADN, et il semble que linitianh précoce de la réplication débute au
niveau de régions situées en aval de la 3'RR, etdps changements dans l'initiation de la
réplication se produisent au cours du développemenir les deux alleles (Michaelson et al.,
1997 ; Ermakova et al., 1999 ; Norio et al., 2005).

5.4.3.2. Hypermutation somatique

L’association de Ep et de hsl,2 n’induit pas deMS#lun transgene IgH dans
plusieurs lignées cellulaires an vivo chez I'animal (Thumas-Brundage et al., 1997), les
résultats d’autres auteurs (Lin et al., 1998) alepar transfection de cellules B cultivées
semblent confirmer cette hypothése. Chez les saléiétées de hs3b/hs4 (Pinaud et al.,
2001), la SHM n’est pas altérée (Morvan et al.,3@cluant un réle majeur de cette région

dans ce processus.

5.4.3.3. Transcription GL et CSR

Le premier KO a consisté en un remplacement d& lgsr un génaed (Cogné et al.,
1994). A I'état homozygote, la stimulation des spl&ytesin vitro montre que cette mutation
diminue considérablement la transcription GL dasegg3, y2b, y2a ete et par conséquent la
CSR vers les isotypes 1gG3, 1gG2b, IgG2a et lgEvivo, on constate une diminution des
IgG3 et IgG2b sériques alors que les IgG2a et lgA&t aormalement présentes, indiquant que
seules certaines voies de stimulation de la CSR ganturbées (notamment celles
déclenchées par le LPS). Chez ces animaux, legeotigM et IgG1 ne sont pas affectés

aussi bienn vivo qu’in vitro (Cogné et al., 1994).

L’élément hsl,2 est maintenant connu pour fixergletéines de la famille NikB ; la
recherche de cette fixation a été faite a causkadalogie entre le phénotype des animaux
portant un remplacement de hsl,2 et ceux déficieats les différentes protéines de cette
famille (pou revue : Gosh et al., 1998). Dans lasris déficientes pour la protéine p50, on
observe une diminution des isotypes sériques IggH et IgA (Sha et al.,1995) alors qu’
vitro les cellules B de ces souris sont capables de cvenmormalement vers IgG1 mais de



facon diminuée vers IgG3, IgE et IgA. Les défawstrdinscription GL vont dans le sens du
défaut de CSR, a I'exception d’IgA pour lequel keanscrits GL @ sont subnormaux
(Snapper et al., 1996).

Les lymphocytes B provenant de souris KO pouralgdur RelB ne montrent aucun
défaut de CSR (Snapper et al., 1996), par contr@sarvan vivo une diminution sévere des
lgG1l et 1gG2a (Kontgen et al., 1995). Une mutatjos ciblée, dans le domaine de
transactivation C-terminal, de la protéine c-Rebvoique lincapacité des cellules B a
commuter vers IgG1, IgG3 et IgE ; on note égalemertdans ce cas, le défaut de CSR vers
IgE ne s’accompagne pas de la diminution des trasdce (Zelazowski et al., 1997, pour
revue : Snapper et al., 1997). Pour RelA (appelssig65), une autre protéine de la famille
NF-kB, la suppression provoque une diminution des IgG8A sériques (Doi et al., 1997) et
un défaut de CSR vers Ig@38vitro associé a une diminution des transcritsy3I(Horwitz et
al., 1999).

La suppression des difféerentes protéines de laillearNF-kB semble affecter
I'expression des Ig differemment selon le facteilmécmais ces diminutions de CSR ne
s’accompagnent pas systématiquement d’'un défatradscription GL. La présence de sites
capables de fixer NkB dans hsl,2 et hs4 fait de ce facteur un régulajiebal et essentiel
de 3'RR, impliqué dans les processus de CSR etratesdription GL. Cependant, outre
I'action directe, il est probable que I'action pifbpe exercée par NEB (par exemple en
régulant négativement la synthése de certainekiog® ou autres molécules) lui permette

d’agir indirectement sur la CSR.

Il faut noter qu’en I'absence de transcription @R’y a pas de CSR. Par contre, la
présence d’'une transcription GL n’est pas suffesgrdur une CSR optimale (Bottaro et al.,
1994). Cependant, dans cette étude, la régigpromoteur et exon) a été remplacée par une

cassettemed-Ep-Pvn délétant du méme coup le site donneur d’épissage.

Il est tentant de penser que les mécanismes déati@y par la 3'RR se rapprochent
de ceux, trés étudiés, de la LCR dgdiglobine (pour revue : Martin et al., 1996). Dedac
similaire au KO de I'élément hsl,2, le remplacendmnt’élément 5’ HS2 de la LCR de ffa

globine par un géneed provoque de sévéres anomalies qui disparaisseerment lorsque



le géne de sélection est eliminé (Fiering et &951; Hug et al., 1996). Il était donc important
de savoir si un effet similaire pouvait étre obtexues la délétion « propre » d’éléments 3’
IgH. Les remplacements respectifs de hs1,2 et 8a par le génaed flanqué de deux sites
loxP ont été réalisés, le phénotype observé poumelezement de hs3a paed s’est avéré
tout a fait similaire a celui du remplacement dé,Bsavec le méme défaut de CSR (Cogné et
al., 1994 ; Manis et al., 1998a). La suppressiormduqueur de sélection a, comme pour la
LCR de laB-globine, permis la restauration d’'un phénotypd totait normal (Manis et al.,
1998a), assignant ainsi un réle mineur et/ou redondes éléments proximaux de la 3'RR
dans la CSR.

Comment la mutation de hsl,2 affecte-t-elle la @G3R premiere hypothése proposée
est un défaut de I'accessibilité des régions Syaoétre lié a I'inhibition de la transcription
GL ou a une perturbation du remodelage de la chiiomgui précede normalement la CSR.
Des phénomeénes de compétition entre promoteursgient notamment survenir a distance ;
ainsi le promoteur du gémed inséré dans le locus pourrait priver certains iems GL de
facteurs de transcription (Cogné et al., 1994)erlativement, le géneed ou son promoteur,
pourrait jouer un role d’insulateur et empécheprigpagation, de proche en proche le long du

locus, d’'influences activatrices provenant de ldipda plus en aval de la 3'RR.

L’hypothese d’'un effet polarisé de la 3'RR est rag@es les expériences de KO
insérant le géneed en remplacement du promotey2h ou des exonsgdSeidl et al., 1999).
Dans le premier cas la transcription GL et la C8Rsy3 sont bloquées et dans les autres cas
le blocage affecte 3, Cy2b et G2a ; dans tous les cas, les recombinaisons wdre{ ne
sont quasiment pas affectées. Ces résultats peétrennterprétés comme un blocage, par le
géenened de l'activation a distance de la transcription @r la 3'RR. La compétition entre
le promoteur du géneed et les différents promoteurs GL n’affecterait aimse les génes en
amont du site d’insertion, les genes en aval desdition pourraient, quant a eux, subir une
activation par la 3'RR (Seidl et al., 1999).

Toujours dans I'hypothése de l'accessibilité dsgians C, un réle défini de chacun
des différents enhancers 3’ a été proposé. Danmadele, les enhancers 3’ agiraient
alternativement grace a la formation de boucleslsulocus, permettant une interaction

physique directe entre un enhancer et tel ou whpteur rendu accessible selon les stimuli



(Arulampalam et al., 1997). Un tel modele «loopin@ été également proposé pour
I'expression des génes du locus d@4globine (pour revue : Bulger and Groudine, 1999).
recombinaison pourrait étre facilitée par I'existerde ces boucles d’ADN dont la formation
serait favorisée par 'amarrage du locus au niveawses régions MAR (Cockerill et al.,

1990) ; cependant aucune MAR n’a encore été idéatdfans la 3’'RR ou en aval de celle-ci.

A propos de I'effet polarisé, on note toutefoi® dieffet inhibiteur d’un géneed sur
les isotypes en amont n’est pas toujours aussifasdaj en particulier lorsqued est sous le
contrble de I'association enhancer du polyoma vimasnoteur de la thymidine kinase (Jung
et al., 1993 ; Zhang et al., 1993) ou la combinaigp-promoteur \ (Bottaro et al., 1994).
L’effet du promoteur du géneed semble étre un fait constant : des auteurs aydistéuce
promoteur associé au gene de I'HPRT en remplacechergromoteur d ont observé un
défaut de CSR aux IgG (Harriman et al., 1996 ; &iwal., 1999). Une délétion plus large
remplagantd, Sa et la partie 5’ de @ par une cassetted montre, dans le sérum des souris,
une augmentation des IgG1 et IgG2b et une diminuties IgG3 et pas de variation pour
lgG2a, mais aucune donnée de stimulationvitro n'a été rapportée dans cette étude
(Harriman et al., 1999).

Un autre point mérite d’étre noté a propos desptacements par le gémed au sein
du locus IgH. Curieusement, le gémed semble inductible par le LPS lorsqu’il est placé a
sein du locus IgH (Manis et al., 1998a ; Seidllet2998). Si I'activation se propage de 3’
vers 5, ceci suggere qu’il existe d’autres élérmegn aval de hsl,2 capables d’induire la
transcription GL aprés stimulation par le LPS. lasdidats potentiels peuvent étre les
éléments hs3b et hs4. Il est peu probable que jus@ba lui seul un role déterminant, cet
enhancer faible est un homologue a 97% mais enigosnversée de hs3a (Chauveau and
Cogné, 1996) dont la délétion ne donne aucun pkpadiManis et al., 1998a). De plus le
locus humain ne comprend pas d’élément hs3b etsesitgénes de HC parfaitement bien
exprimés. Ainsi hs4, le plus distal de la 3'RR, ipait étre I'élément clé, puisqu'’il n’a pas été

décrit jusqu’alors d’enhancers plus en 3'.

De fait, la délétion conjointe de hs3b/hs4 abautine diminution de la CSR a tous les
isotypes sauf IgG1 dont la diminution est moinsguae. Cet effet sur la CSR s’accompagne

d’'une diminution de la transcription GL des isotydfectés. La aussi, le remplacement de



hs3b/hs4 paned, inductible par le LPS, a un effet plus drastigue la délétion propre
(Pinaud et al., 2001). Ces résultats montrent gumaitie distale de la 3'RR est requise pour la
transcription GL et la CSR vers la plupart desyiges avec peut-étre un réle primordial pour
hs4. Cependant, deux données suggéerent que lasitpaurrait étre plus complexe. 1) dans
le cadre du modéle de l'effet polarise, I'effet ppocé de la mutation de remplacement est
difficile a expliquer a moins de supposer que desitenhancers existent en aval de hs4, 2)
I'insertion d’'un génened en aval de hs4 n'a aucun effet sur la CSR ou atirahscription

GL, pourtant ce gene est toujours inductible paH& (Manis et al., 2003).

Il se pourrait donc que l'inductibilité deed par le LPS n’ait rien a voir avec la 3'RR.

Par ailleurs, l'effet modéré de la délétion progre3b/hs4 pourrait suggérer un effet
synergique des enhancers de la 3'RR de sorte qaiéiétion plus large ou de la totalité de la
3'RR ait un effet plus prononcé. Une indication slae sens vient du phénotype de souris
transgéniques avec le locus IgH inséré dans desndsomes artificiels de levure (YAC).
Dans deux lignées de souris ou le locus est ddité totalité de la 3'RR, on trouve une
diminution drastique de la transcription GL de tdas isotypes (Dunnick et al., 2004).
Corrélativement, la délétion d’'un élément pris ésoént n’aurait pas de conséquence a cause

de la redondance de ces éléments.

5.4.3.4. Expression du locus IgH

Dans une lignée plasmocytaire portant une délémikp, le remplacement de hsl,2
par le génened sur l'alléle productif abolit complétement la dyése de I'lg ; ce résultat
suggere que hsl,2 est indispensable a l'expresdonla HC aux stades tardifs du
développement B (Lieberson et al., 1995). Cependant|'absence de Eu, une autre
explication pour expliquer I'abolition de I'expréss de cet allele pourrait étre le blocage de
I'effet polarisé des éléments les plus distauxlpaenened. Dans les souris hs1,2 KO ayant
conservé Ep, la transcription des gepegl eta est normale, seule la transcription GL de
certains genes C est affectée (Cogné et al., 18984)emplacement avec suppression du gene
ned dans la lignée plamocytaire permettrait, la auaffirmer ou d’infirmer le role de hs1,2

sur I'expression de la HC.

Dans la lignée pré-B 70Z/3, une large délétiomdi®n 30 kb a éliminé une région

incluant hs3a et hsl1,2 (Saleque et al., 1999) grédlabsence de ces deux éléments, aucune



diminution de I'expression de la chaine p n'a pie &nstatée. Apres fusion au myélome
NSO, une augmentation de I'expression de la chaiaeité observée, signifiant que ni hs3a,
ni hs1,2 ne sont nécessaires a I'expression ae ptadmocytaire. La seule présence de Ep et
des deux éléments distaux hs3b et hs4 suffit armdune forte expression de HC a ce stade.
De plus, I'hybridome 70Z/3-NSO est capable spontaméd de CSR vers\T (Saleque et al.,
1999), suggérant que les deux premiers élément3RIR ne sont pas, individuellement,
nécessaires a la CSR vers IgG1, en accord aveédebats chez les souris mutantes (Cogné
et al., 1994 ; Manis et al., 1998a).

Ces observations peuvent étre rapportées auxtatssobtenus avec la lignée LP1-2
dont le locus IgH présente une large délétion entcette fois toute la 3'RR (mais conserve
la aussi Ep). Dans cette lignée, on observe unmdtion d’'un facteur sept de la transcription
du génea en comparaison avec la lignée parentale sansiatél@&regor and Morisson,
1986). On peut donc penser que la 3'RR, dans d=lif®, régule la transcription des genes
de HC réarrangés par le biais de coopérations éfgraents multiples et redondants. Bien
gue la délétion ne soit pas la méme que dansnadi§g0Z/3, on peut aussi se demander si la
transcription de certains génes constants djehe dépendrait pas de la 3'RR tandis que

d’autres (tel p) en seraient indépendants.

5.4.3.5. Structure de la chromatine

La structure de la chromatine est un élément eléadégulation de I'expression des
géenes, permettant I'accessibilité des régidesnodulatrices aux facteurs de transcription. Si
a I'heure actuelle les éléments permettant la démasation des structures chromatiniennes de
domaines entiers ne sont pas encore totalementuusplm suppose que l'activation d’'une
unité transcriptionnelle impliqgue une modificatiaies histones (acétylation, méthylation,
phosphorylation, ubiquitination, poly-ADP-ribosytat), sous linfluence des facteurs de
transcription et d’autres cofacteurs (pour revéelsenfeld et Groudine, 2003). Un rble des
régionscis-activatrices dans la décondensation chromatiniesereble ainsi passer par le
recrutement des histone-acétyltransferases (HAM} dkzs complexes contenant les facteurs
de transcription, [l'acétylation des histones étagénéralement liée aux genes
transcriptionnellement actifs. Certains cherchemtsdonc logiguement cherché un effet de la

3'RR et de l'acétylation des histones sur la strreethromatinienne.



Le groupe de Groudine a décrit I'association he#28omme une LCR (Madisen et
Groudine, 1994), il a montré que cette combinajsmuvait déréguler 'oncogénensycpar le
changement d'utilisation du promoteur (de P2 a (RIgdisen et Groudine, 1994). De fagon
plus curieuse, cette méme combinaison est capalddeaseule de conférer une forte
expression de myc sans nécessairement changer de promoteur (avegem@ cmyc
transfecté ne possédant pas le promoteur P1) (Btadet al., 1998). Dans ce cas,
'hypersensibilité de la région a la DNase |, legeke de méthylation et la position des
nucléosomes demeurent inchangés mais une immunipipaéon de la chromatine (ChIP)
montre une augmentation de I'acétylation des hestdacalisées sur tout le vecteur épisomal

contenant hs123b4 (et pas seulement des histopes@sa enyg (Madisen et al.,1998).

Apres traitement par un inhibiteur des histoneadéty/lases (favorisant le maintien
des histones sous une forme acétylée), I'activadiwmpromoteur P1 par hs123b4 est abolie
mais le promoteur P2 reste actif. Il a été propgeé la LCR pouvait contribuer aux
mécanismes de maintien d’'une région dans un etasdriptionnellement actif en recrutant
des facteurs et des HAT, initiant une acétylationsg propage par la suite a toute la région

environnante (Madisen et al.,1998).

Trois nouveaux hs ont été décrits en aval de Hwb; hs6 et hs7 sans activité
enhancer, du moins pour hs5 et hs6 (Garrett e2@05). Une analyse extensive par ChIP de
toute la région (de hs3a a hs 7) a révélé une tureeprogressive de la chromatine en
fonction du stade de développement mais pas diémalation par le LPS qui est sans effet
sur les modifications épigénétiques étudiées. Aihsb, hs6 et hs7 seraient les premiéres
régions dont la chromatine est ouverte, et ceelétalde pro-B, suivies de hs4. L’ouverture de
la chromatine de hs3a, hs1,2 et hs3b est détegadiadu stade B.

Cette ouverture de la chromatine est en fait as@cdes modifications des histones.
Quatre modifications épigénétiques ont été étudidesH3, AcH4, H3K4me (chromatine
active) et H3K9mg (chromatine inactive). Ainsi, au stade pro-B, tesis modifications
associées a une chromatine active sont détectéeshdg, hs6 et hs7. Par contre, AcH3 n’est
détectée dans hs4 qu’a partir du stade pré-B. Elefintransitions dans ces modifications des
histones de la région hs3a, hs1,2 et hs3b sonttdétea partir du stade B. Ces modifications

n’'ont pas éteé retrouvées dans une lignée non-B (Mkle lignée érythroleucémique murine).



Les transitions décrites sont résumées dans lkeataloi-dessous (Garrett et al., 2005)
(Tabl. 1) :

= 5 - .

Histone he3A, hsl .2, and hs3Be hsd hs5, heh, and ha’
madifiation Fro Pre Mat Plas Pro Pre M at Flas Pro Pre Mat Plas

AcH4 - +/— + + + + + + + + + +

H3 di-me K4 - - + + + + + + + + + +

AcH3 - - + + - + + + + + + +
* Pro, pro-B cells; Pre, pre-B cells; Mat, mature B cells; Plas, plasma cell +, significant enhancement of the relevant modification; —, no association was detected

in IChIP assays.

Tableau 1 : Modifications des histones au sein des hs en 3lodus IgH au cours du
développement B (D’aprés Garrett et al., 2005).

La modification H3K9mg associée a une chromatine inactive, a été détexsié
amont de hs3a et en aval de hs7 suggerant que tettie région forme un domaine
chromatinien actif flanqué localement de chromatinactive (Garrett et al., 2005).
Cependant, cette modification n’a été étudiée qatade B.

La région en aval de hs4 contient de multiplesss€TCF (voir section suivante)
dont plusieurs coincident avec hs5, hs6 et sutieiédt Si ces trois hs ne semblent pas avoir
d’activité enhancer, ils ont par contre une adivitsulatrice (curieusement étudiée dans une
lignée T) médiée par le facteur CTCF dont la ficataux sites présents dans les trois hs a été

démontrée (Garrett et al., 2005). Cette configamatsuggere que cette region serait la
frontiere du locus IgH.



6. INSULATEURS

Parmi les éléments de régulation transcriptionngdleouverts récemment, on trouve
des séquences d’ADN appelées insulateurs (ou ésmt Ces éléments ont en commun une
propriété générale : leur capacité a protéger ure goeu un groupe de génes) des signaux
émanant des séquences adjacentes. Fonctionnellesetiatprotection se fait selon au moins
deux modalités :

1) ils bloquent les interactions enhancer-promoge@t seulement s'’ils sont situés entre ces
deux élément®n parle de fonction de blocaged. 33,

2) ils protegent les genes contre les effets répgeede la chromatine adjacente. Dans ce cas,
on parle d’'une fonction de barriére chromatinieffPeur revue : West et al., 2002 ; Brasset

and Vaury, 2005).
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Figure 33: Caractéristiques du blocage d’un activateurnypeisolateur.

Le schéma montre deux promoteurs (fleches cassemsd le contrble d’activateurs

spécifiqgues des types cellulaires 1 et 2 €EE respectivement). L'isolateur (I) bloque la
communication activateur-promoteur uniguement loikgst situé entre ces deux éléments
(D’'aprés West et al., 2002).




Découverts a 'origine chez la drosophile (Udvaetlal., 1985), les insulateurs ont par
la suite été identifiés dans d’autres organismepuid la levure jusqu’a I'Homme. Ces
éléments ont été localisés dans les séquencesitiécps de genes complexes, entre deux loci
adjacents ou aux limites entre la chromatine aativea chromatine inactive. Dans certains

cas, ils sont co-localisés avec les MAR (Nabirootetial., 1998).

Au sein des séquences insulatrices, se trouveouyslusieurs sites hypersensibles a
la DNase I, ainsi que des sites de fixation pow pl®téines particulieres (par exemple, la
protéineSu(Hw)pour I'isolateurgypsychez la drosophile). Ces derniéres sont nécessaire

fonctionnement de ces insulateurs et possedemhdtfs en doigts de zinc.

D’autres insulateurs ont été identifiés chez lesébeés : par exemple, au sein de la
Région de Contrdle de 'Empreinte (ICR, pour Imgrig Control Region) du locus des genes
Igf2/H19 chez la souris (Szabo et al., 2000) ousdanlocus des récepteurs des cellules T,
TCR a/d chez 'Homme (Zhong et Krangel, 1997).

Mais I'insulateur le mieux caractérisé chez ledélmes est celui localisé a I'extrémité
5’ du locus de Ig-globine chez le poulet(g. 34A). Il est fonctionnel non seulement chez le
poulet, mais aussi chez la drosophile, dans de®dig cellulaires humaines (Chung et al.,

1993) ainsi que chez la souris (Szabo et al., 2002)

Initialement, il a été caractérisé par sa capagiié@terférer avec l'activation de la
transcription d’'un géne rapporteur par la LCR dtutode |Ig3-globine de poulet. Cet élément
contient un site hypersensible a la DNase | apid&8lé (Chung et al., 1993). Dans le génome,
il marque une limite entre la chromatine ouvert&tgée et sensible a la DNase | du locus de
la B-globine et I'hétérochromatine plus condensée, hgptylée et résistante a la DNase |
située en amont de la LCRig. 34A).
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Figure 34 : Localisation et structure de l'isolateur 5" HS4mmulet.

(A) Schéma du locus de faglobine de poulet. Les genes de la globine sqmésentés
par des rectangles gris, I'activatflde par une ellipse grise. La LCR est localisée enrdmo
des genes de [&globine. Le locus est encadré par deux isolaté&indS4 et 3’ HS, il est
flanqué du co6té 5’ d’une région de chromatine cosée et d’un gene codant un récepteur
au folate (FR), et du c6té 3’ d’'un géne d’un réeapbdorant (OR).

(B) Structure du core de l'isolateur 5° HS4 montransite (II) de fixation a CTCF et le
site IV de fixation a USF.

(C) Représentation schématique de CTCF. Ce facteuresgbnsable de la fonction de
blocage par I'isolateur. Le schéma montre les Irhailpes en doigts de zinc permettant la
liaison de ce facteur a des sites spécifiquesAlaN.



L’insulateur 5’ de laB-globine (HS4) ne posséde en soi ni activité promwetni
activité inhibitrice ou activatrice. Il a été tegtéur sa capacité a protéger un gene rapporteur
contre les effets de position : lorsque ce genesesadré par deux HS4, son expression est
alors presque uniforme au sein des différenteségriransformées. Certaines données ont
associé ces effets de position a une perte detylatién des histones : la présence des
insulateurs empécherait la déacétylation des hastdi3 et H4. Cet insulateur agirait donc
comme barriere chromatinienne soit en permettacgtylation des régions protégeées, soit en
inhibant I'action des histones-déacétylases entehylases (Pikaart et al., 1998 ; Lutz et al.,

2000).

L’activité insulatrice a été localisée sur un fragmd’ADN de 250 pb riche en G+C
contenant cing sites de fixation de facteurs nui@éalont le facteur CTCF qui se lie au site Il
(Chung et al., 1997)Hg. 34B). Par la suite, des expériences ont révélé quauh site de
fixation pour la protéine CTCF (site Il) était safint pour assurer le blocage d’'un enhancer
par cet insulateur (Bell et al., 1999).

CTCF est une “DNA-binding protein” de 82 kDa avedcdomaines en doigts de zinc
(Fig. 340), elle est trés conservée et ubiquitaire : I'effalateur conféré par CTCF est
commun aux autres insulateurs de vertébrés (Ohlssah, 2001) et dépend de son état de
poly(ADP-ribosyl)ation (Yu et al., 2004). Des étsdetcentes ont montré que la protéine
CTCEF interagissait indirectement avec une phosmtépre de 38 kDa, la nucléophosmine,
présente a la surface nucléolaire. L'insulateunisefonc conduit a la surface nucléolaire
grace a cette interaction, aboutissant a la foonate domaines distincts en forme de boucle.
On peut alors envisager 2 possibilités : 1) un pobasitué sur une boucle ne peut pas
interagir avec un promoteur situé sur une autrecleouou 2) le complexe CTCF-
nucléophosmine ainsi localisé empéche la propagatio signal d’activation depuis un
enhancer jusqu’au promoteur (Yusufzai et al., 2004)

L’insulateur HS4 assure donc les deux fonctionsltecde blocage de linteraction
promoteur-enhancer et celle de protection conseeféets répressifs de la chromatine. Ces
deux fonctions, sont-elles assurées par les méroéfsrau sein de HS4 ?



La dissection de cet insulateur par une combinagentechniques moléculaires,
génétiques et biochimiques a démontré que les denctions étaient dissociables : en
particulier, alors que la fixation de CTCF a sontifrepécifique est absolument requise pour
la fonction de blocage par HS4, elle est dispemrsgmbur la fonction de barriere
chromatinienne (Recillas-Targa et al., 2002). Cd#dmiere nécessite quant a elle la fixation
de la protéine USF au site IV. Les protéines USH foartie d’'une famille de protéines
ubiquitaires largement impliquées dans l'activattcemscriptionnelle. L’activité de barriere
serait alors due au recrutement d’enzymes modifiétatt d’acétylation et de méthylation des
histones a proximité de linsulateur de facon a @chper la propagation de la chromatine
condensée adjacente. La fixation de la protéine &Sén site spécifique est nécessaire mais
pas suffisante pour assurer la fonction de barrgdm®matinienne. Les 3 autres sites de

fixation (I, Il et V) sont également nécessairesipcette activité. (West et al., 2004).

Un deuxieme insulateur, également hypersensibdelZNase |, a été localisé en 3’ du
locus de lap-globine de poulet Hig. 34A) (mais aussi chez 'Homme et la souris).
L’encadrement du locuB-globine par ces deux insulateurs suggeéere que ees éléments
délimitent un domaine ouvert et fonctionnel, prétégles effets répressifs de
I’hétérochromatine adjacente ou des mécanismeggidation propres aux loci avoisinants
(Bulger et al., 1999 ; Saitoh et al., 2000 ; Litak, 2001 ; Farrell et al., 2002).

Dans certaines conditions, un insulateur peut étmetourné de fagcon a ce que
l'activité de blocage soit neutralisée et que lmgwnication enhancer-promoteur soit établie.
Ceci a été observeé lorsque deux copies de l'insutglypsyont été placées entre un enhancer
et un promoteur. La perte d’activité insulatriceagealors due a I'appariement des deux
insulateurs permettant a la chromatine de se reptiainsi de rapprocher I'enhancer du
promoteur (Cai and Shen, 2001 ; Muravyova et 8012.



L’étude des fonctions de blocage transcriptionnelde barriere chromatinienne des
insulateurs devrait permettre de mieux comprenditg)e part, les mécanismes par lesquels
les enhancers stimulent la transcription chez l@samyotes, et d’autre part, le réle des
différents niveaux d’organisation de la chromatilaes le contréle de I'expression génique.
L’activation transcriptionnelle chez les eucaryataplique des modifications de la structure
chromatinienne ; celles-ci sont probablement uralptde assurant les interactions entre les
facteurs transcriptionnels fixés a I'enhancer etdenplexe transcriptionnel présent sur le
promoteur. Ces changements structuraux mettent een des modifications dans la
structure/organisation des nucléosomes telles gseadétylations/déacétylations d’histones
ou d’autres mécanismes de remodelage de la chrmar(@our revue : Felsenfeld et Groudine,
2003).

Il est important de noter que, chez la plupart dasaryotes, les enhancers sont
localisés a des dizaines voire des centaines deesbpromoteurs cibles. Comment les
enhancers eucaryotes peuvent-ils donc stimularafestription sur de si longues distances ?
Etant donné que les insulateurs bloquent de tefleesactions, I'étude des mécanismes

d’action des insulateurs devrait contribuer a élecces effets a longue distance.



POSITION DU PROBLEME

D’importants travaux réalisés sur le locus d@-globine ont permis de proposer deux
modéles d’activation d’un promoteur distant par W@R (Bulger et Groudine, 1999). Tout
d’abord, le modele en boucle (“looping”) suggerddemation d’'une boucle permettant des
interactions directes et stables entre facteurstrgptionnels fixés a la LCR et ceux fixés a
proximité des promoteurs. Le deuxieme schéma daddn impliqgue une chaine de
complexes protéiques ancrés a la fibre chromatieiese propageant depuis l'activateur
jusqu'au promoteur. C’est le modéle “linking” mettaen jeu des protéines a homéodomaies
(Fig. 35. Un troisieme modele, intermédiaire a été prog@sgckwood et Kadonaga, 1998) ;
il stipule que la promoteur et I'enhancer fixenalabrd leurs facteurs indépendamment 'un de
lautre, puis le complexe enhancer avec ses fastaylisserait le long de la fibre
chromatinienne jusqu’a atteindre le promoteur cilolest le modéle « scanning/tracking »
(Fig. 36). Enfin, dans le modéle de repositionnement nuelgda LCR servirait plutbt a
diriger le promoteur vers des compartiments sulgaiads riches en ARN polymérase 1l et

facteurs nécessaires a I'activation de la transorigFrancastel et al., 2000).

Pour ma part, je me suis intéressée aux interacpoomoteurs-enhancers au sein du
locus IgH murin. Différentes études ont clairemedtéelé des communications a distance
entre des promoteurs et différents enhancers audssie locus (Khamlichi et al., 2000).
Récemment, il a été montré, par la délétion cotgaile hs3b et hs4, que ces enhancers étaient
impliqués dans la transcription GL de la plupad d®types dont les promoteurs GL sont tres
éloignés de la LCR (par exemph8lest & ~150 kb de la 3'RR), impliqguant des intéoas

régulatrices a longue distance (Pinaud et al., 2001

Mon travail de these a consisté en I'établissereétiinalyse de modéles murins par
recombinaison homologue pour essayer de compreddse processus impliqguant ces
interactions a distance : 1) la régulation dedagcription GL, 2) la régulation de la CSR et 3)

la régulation de I'élongation transcriptionnelle.
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Figure 35 : Modeles d’activation d’'un locus par une LCR (D’apBulger et Groudine,

1999).

(A) Modele d’interaction en boucle (“looping”) entresléléments activateurs (HS), en amont
du locus de I@-globine humaine (HS6 n’est pas représenté), girl@smoteurs des genes. Les
activateurs et promoteurs fixant les facteurs rame#é€ sont représentés en jaune. L'ARN
polymérase est représentée par des ellipses rolgeshromatine non hypersensible a la
DNase | est représentée en vert. Les (co-)facteerant a chaque HS contribuent a la
formation d’'un “holocomplexe” (HC, représenté eolet) qui va interagiryia une boucle,
avec le complexe transcriptionnel d’un promotedivaat ainsi la transcription du géene cible.
(B) Modele “linking”. Au cours de la différenciationn complexe protéique (ovales bleus et
noirs) se lie a la fibre chromatinienne au niveauadLCR grace a des interactions avec des
facteurs transcriptionnels a homéodomaines ou m#auprotéines (ovales bleu-clairs). La
chaine qui se constitue se propage le long déida hromatinienne entre la LCR et le gene a
transcrire.
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Figure 36 : Modéle “scanning/tracking” d’activation d’'un protear (D’apres Blackwood et
Kadonaga, 1998).

Des facteurs spécifiques (ovale fuschia) se figellenhancer (ovale bleu). Ces facteurs fixés
glisseraient le long de la fibre chromatiniennetrainant I'enhancer et la chromatine
intermédiaire qui forme alors une boucle, et cesigy’a la rencontre du promoteur cible
(carré jaune).
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MANUSCRIT n° 1 :

Replacement of 13 germline promoter by Iyl inhibits class switch
recombination to IgG3 : the 3’ regulatory region asa switch

recombination enhancer

Zeliha Oru¢ Ahmed Boumédiene, Marc Le Bert and Ahmed Aminatdhchi

La commutation de classe qui nécessite 'enzyme @Rtidine désaminase induite
apres activation) et la transcription germinald¢iéei a partir des promoteurs situés en amont
de chaque séquence switch (S) est régulée pagianrée régulation en 3’ du locus IgH
(3'RR).

Dans un tel contexte, le travail effectué dansecétiide a consisté a générer une lignée
de souris dans laquelle le promoteur germiylest remplacé par le promoteur germirnal |
Nous avons montré que la commutation de classe MgB8 est abolie malgré une
transcription germinale induite a partir du pronutéenséeré y1. Ceci laisse penser que le
recrutement de AID, nécessaire a la commutationlakse, ne se fait pas de facon passive.
Ces résultats suggerent que le promoteur endogdnésdle V1 inséré de l'activation a
longue distance par la 3'RR, dont la fonction paitirdépasser la simple régulation de la
transcription germinale. Nous proposons que cétiin régulatrice agit comme activateur de
la recombinaison switch. De plus, ces résultatgéwent la possibilité que la 3'RR pourrait

étre responsable du ciblage de facteurs isotypefgpees sur les séquences S transcrites.



MANUSCRIT n°® 2 :

Elongation of p and y3 germline transcripts is differentially
regulated suggesting different abilities of Immunobtpbulin

enhancers to regulate transcriptional elongation irvivo

Zeliha Oru¢c Ahmed Boumédiene, Claire Carrion, Marc Le Bertl axhmed

Amine Khamlichi

Il a été montré que des activateurs sont impligiaés la régulation de I'élongation au
cours de la transcription. Par le travail effectcie nous avons voulu étudier le role des
activateurs du locus IgH dans I'élongation au calgda transcription germinale (GL). Pour
cela, nous avons généré deux lignées de sourislelsmselles un site de polyadénylation et
de pause transcriptionnelle a été inséré entredigsencesul et 1 ou entrey3 et §3.

Nous montrons que la transcription germinaley8leest complétement abolie malgré
une transcription active initiee a partir dg,l excluant le réle majeur de la 3'RR dans
I'élongation de la transcription. De facon surpréea la transcription germinale du géne
bien que diminuée, est facilement détectable, csuggére que le complexe d’élongation de
la transcription est capable d’atténuer le blochggéeneu.

Ces données suggerent que les activateurs du ligttispourraient réguler de
différentes facons I'étape d’élongation de la tcaipsion germinale. Nous proposons que le
contrle de I'élongation de la transcription poirétre un des mécanismes par lequel les
activateurgu contrélent I'accessibilité du locus. Ces résultaiatrastent avec ceux obtenus

au sein du locusde [&globine.



MANUSCRIT n° 3 :

Insulation of the 3’ regulatory region from the immunoglobulin
heavy chain locus impairs class switch recombinatio to all

Isotypes

Zeliha Orug Claire Carrion, Marc Le Bert and Ahmed Amine Khiaim

Le phénomene de commutation de classe (CSR) paromet cellule B exprimant IgM
de commuter en une cellule produisant des IgGolgigA. La CSR est, d’'une part, précédée
de la transcription germinale initiée a partir ggsmoteurs germinaux situés en amont des
séquences switch et, d’autre part, sous le con¢rblgrande partie de la région régulatrice en
3’ du locus IgH (3'RR). Comment une telle 3'RR peille agir sur de si longues distances ?
Les mécanismes de cette action sont encore incobams ce contexte-la, nous avons généré
une lignée de souris dans laquelle le core deldisar HS4 de poulet (cHS4Ins) a été inséré
entre la 3'RR et le locus IgH. Nous montrons qué&dascription germinale et la CSR pour
tous les isotypes sont diminuées. Nous discutoagé&sultats dans le contexte des modeéles

d’activation a distance proposeés jusqu’ici.



ARTICLE n® 4 :

Immunoglobulin class-switch recombination in mice évoid of any

Su tandem repeat

Ahmed Amine Khamlichi, Florence Glaudet*, Zelihau®t, Vincent Denis,

Marc Le Bert and Michel Cogné

* contribution égale

Blood, 15 May 2004, Volume 103, Number 10, 3828-3836.

La commutation de classe (CSR) a lieu entre leguesies switch hautement
répétitives et localisées en amont des segmenteue constant. Le réle de ces séquences
n'est cependant pas trés clair. Des souris mutamtieété générées dans lesquelles la majorité
de lintron Iu-Cp incluant toutes les séquences répétées a étéelélét

Il a été montré que le développement tardif délsilles B était caractérisé par une
sévere diminution de la CSR vers tous les isotypedgré une transcription germinale
normale. L'analyse des séquences de l'intiei€ji dans des splénocytes mutants actinés
vitro ne révele pas d’augmentation des mutations souegiopduites par AID. L’analyse des
jonctions switch a montré qu’en I'absence des sgcpgerepétées I'exop lest utilisé comme
susbtrat pour la CSR. Les séquences en aval desigja®m switch sont largement plus
touchées par des mutations que les séquences am. &ae données suggérent que le core de
I'activateur Bu pourrait étre la frontiére pour les mutations stogues associees a la CSR. I
est proposé que le corgiBouerait un role central dans la dissociation terafe entre

I’hypermutation somatique et la CSR.



ARTICLE n®° 5 :

Germline transcription in mice bearing neo' gene downstream of

ly3 exon in the Ig heavy chain locus

Maha Samara, Zeliha Orutlei-lanne Dougier, Tamer Essawi, Michel Cogné

and Ahmed Amine Khamlichi

International Immunologyolume 18, Number 4, 581-589.

La commutation de classe (CSR) est précédée ttariscription germinale (GL) qui
s’initie a partie des promoteurs situés en amosts#guences switch(S) et se terminent en
aval des genes constants associés. Des étudesewae®ront montré que les transcrits
germinaux et leur épissage étaient nécessaire€8Raet que la GL était régulée en grande
partie par la région régulatrice en 3’ du locus (" RR). Cette action polarisée a longue
distance de la 3'RR est perturbée par I'insertiorgdne de résistance a la néomycimed).

Afin de mieux comprendre une telle régulation datise, des souris ont été générées dans
lesquelles le génaed a été inséré en aval de I'exoy8, tout en laissant intacts tous les
éléments nécessaires a la transcription germinaid'&pissage.

Cette étude montre que I'expression du gaaee interfére avec linitiation de la
transcription a partir dey3 et qu'elle diminue, sans la bloquer complétemdat,
recombinaison S ay3. De plus, on montre pour la premiére fois qugdaened fournit,
d’aprés la présence des transcrits chimeegsCy3, les éléments nécessaires a I'épissage des
transcrits germinaux par I'activation de deux sitegtiques d’épissage, I'un dans la région

codante du géneed et I'autre dans l'intronB-C)3.



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Au cours de cette these, nous nous sommes interaggéffets de longue distance de
la 3'RR sur la transcription GL et sur la CSR. Naw®ns généré des modeles murins qui
nous ont permis d'aborder des questions fondanentabncernant les mécanismes qui
operent dans le locus IgH. La discussion qui varsune concernera que les résultats des
manuscrits non encore publiés et ne reprendradaas, la mesure du possible, les questions

discutées en détail dans ces manuscrits.

Nous avons essayé d'évaluer les principaux modglds rendent compte des
interactions de longue distance entre promoteuesnlegincers. Pour cela, nous avons exploité
la propriété d’'un insulateur de bloquer la commatian entre un promoteur et un enhancer
guand il est situé entre ces deux éléments. Nomissashoisi d'utiliser le core de I'insulateur
HS4 (cHS4Ins) du locus de [Bglobine de poulet parce que c’est I'insulateurmeux
caractérisé chez les vertébrés et parce que leetantérieures ont montré qu'il était
fonctionnel aussi bien dans des lignées cellulajtessdans des souris mutantes (Chung et al.,
1993 ; Szabo et al., 2002). Enfin ces études rpastrévélé de spécificité tissulaire lors de
l'insertion ectopique de cet insulateur. Le canactébiquitaire de la fonction de cet insulateur
est un point critique parce qu’'on pouvait craindpge son efficacité soit moindre ou

carrément nulle dans un locus a expression resgreamme le locus IgH.

Nous avons inséré linsulateur entre le locus IgHlae 3'RR et montré que la
transcription germinale et la CSR a tous les issgygtait affectée. Une surprise est venue du
fait que cette altération affectait IgG1 alors @e¢ isotype est généralement le moins touché
par les nombreuses mutations ciblant le locus eobhsbu la 3'RR. L’explication
généralement admise est que le ggheposséde d'autres séquences régulatrices qui lui
permettent de se dispenser de la présence de R BIBs résultats ne remettent pas en cause
cette explication, ils montrent juste que la 3'Rbdhiribue effectivement a la transcription de
v1. Il se pourrait que l'effet de la 3'RR syl ne soit détectabia vivo qu’en I'absence totale
ou majeure de la 3'RR du locus endogéne. Corrélatent, le fait que cette altération soit
détectable dans nos souris mutantes indique uraidonalité « optimale » de l'insulateur.
Néanmoins, nous ne pouvons exclure la possibilitérgutilisant juste le core de l'insulateur

(250 pb au lieu du fragment de 1,2 kb initialemadrit), nous ayons laissé de coté d'autres



séquences importantes pour une fonction optimaketasulateur. Cependant, au regard des
problémes liés au remodelage de la chromatinelisation du core (sa taille est I'équivalent
de 'ADN de moins de deux nucléosomes) offre I'aage potentiel d’éviter des altérations
majeures de la chromatine au niveau de son siteettion. Le phénotype observé serait alors
le résultat de la fonction insulatrice authentiqgtepas de réarrangements chromatiniens

majeurs liés a l'insertion.

La dissection de cHS4Ins a réveélé une structureptaa consistant en au moins cing
sites. Le site Il lie CTCF alors que le site IV USF, les facteurs qui se lient aux autres sites
ne sont pas encore clairement identifiés. Le poipbrtant est que le facteur CTCF est requis
pour la fonction de blocage mais pas pour la fancte barriere. Cette derniére nécessite le
site IV et requiert apparemment le recrutement é¢éhghases et acétylases d’histones pour
bloquer l'effet répressif de I'hétérochromatine aadinte (West et al., 2004). Nous nous
sommes demandés si le phénotype observé chez mwos &bait exclusivement CTCF-
dépendant (fonction de blocage de l'activité enbgnet quel serait le phénotype avec un
insulateur uniqguement doté de la fonction de baariBour cela, nous avons généré une lignée
de souris ou le cHS4Ins délété de son site CTCiE mgéré entre le locus IgH et la 3'RR et
'analyse des souris est en cours. Il serait etiqudier intéressant de voir de quelle fagcon se
combine le recrutement de méthylases et acétyldibestones proposé pour le site IV du
cHS4Ins et le recrutement éventuel de telles aétipar la 3'RR, un effet stimulateur de la

transcription GL chez ces souris n’est pas a egclur

Pour ce qui est du mécanisme d’action de la 3'RRsdule donnée disponible
actuellement, basée sur l'utilisation d’'un vectépisomal comportant le genarg/csous le
contr6le de la 3'RR, indique une augmentation galeéd acétylation des histones (H2A,
H2B, H3 et H4) tout le long de I'épisome (Madisdnak, 1998). Quoique criticable, cette
étude souléve de nombreuses questions importanpestmentes aux modeéles prévalents des
interactions de longue distance : 1) est-ce queEtidation des histones est effectivement un
des mécanismes utilisés par la 3'RR pour conttéléranscription Gln vivo?, 2) est-ce que
cette acétylation est exclusivement orientée verkdus IgH en accord avec les modeles
proposés d'un effet polarisé de la 3'RR (Cognél.etl@94 ; Manis et al., 1998, Seidl et al.,
1999) ou s’agit-il d’'une propagation bidirectioniee? 3) dans la derniére hypothese, quelle
serait la signification biologique de la propagatid'un tel signal et en quoi peut-il étre

pertinent aux modeles prévalents des interactierlertjue distance ?



L'insertion d’'un génened en aval de la 3'RR n'a pas d’effet détectable lsur
transcription GL ou la CSR bien gu’il soit indudéhpar le LPS (Manis et al., 2003). Une
possibilité serait que le gémed soit toujours sous l'influence de la 3'RR, mécargsadmis
pour rendre compte de l'inhibition de la CSR en atmpais pas en aval du site d’'insertion du
génened dans le locus constant, auquel cas il faudraiisager un effet bipolaire de la 3'RR
ou l'existence d’éléments régulateurs non encoeatifiés qui réguleraient I'expression du
géne ned mais pas la transcription GL ou la CSR. Une autossibilité serait que
I'expression et l'induction de ce gémed résulterait plutét de changements chromatiniens
locaux indépendants de la 3'RR, ce qui inviterafarmuler les modéles rendant compte de
I' « effet neo » dans le locus constant, d’autdns mue le géneed n’est pas inductible par
le LPS en dehors du locus IgH (Manis et al., 1998)tons qu’au vu de l'identification de
multiples sites CTCF en aval de la 3'RR (et du siiasertion du géneed dans I'étude
évoquée ci-dessus), la propagation éventuelle dagoal pourrait étre bloquée par ces sites
CTCF et n'aurait donc pas d'effet sur les séquer(essentiellement répétées) en aval.
Néanmoins, la signification biologique d’un telrsid) et son lien avec la transcription resterait
a déterminer. Pour contribuer a répondre a cegignesnous avons inséré une construction
chimérique composée du promoteur @GLet d’un exon hétérologue en aval de la 3'RR. Nous

avons obtenu des clones ES recombinants et leagtiof est en cours.

Toujours dans le cadre de la problématique depaldmité de la « signalisation » par
les enhancers, nous avons récemment obtenu dess di$ recombinants ou le cHS4Ins est
inséré en aval de I'enhancep,Eet nous sommes en train de l'insérer en amoriegat.
Ces modeles devraient permettre d’aborder desiqnssntéressantes concernant le réle de

Eu dans le contréle de la transcription GL qee$ de la transcription/réarrangements V(D)J.

Au regard des principaux modéles qui essaient digpxgr les interactions de longue
distance, nos résultats ne permettent pas de amgiinitivement en faveur d’un modéle
donné. lIs présentent plutét des données que |&lmdoboping ne peut expliqguer de maniére
satisfaisante a moins d’évoquer des mécanismdgdtatirs. A I'origine, le modéle looping a
été postulé puis démontré pour des distanceswetaéint courtes entre éléments régulateurs
chez la bactérie et les eucaryotes simples comrtevlge (Ptashne, 1986). La transposition
du modéele a des génomes et des loci complexesuposertain nombre de problemes dont ce

modele rend difficilement compte, et sa génératimath tous les loci est probablement



excessive. Parmi les problémes, évoquahsle colt énergétique que représenterait pour la
cellule la tache de transférer « librement » d’émes blocs de chromatine sur des dizaines de
kb, 2) I'existence des insulateurs qui interrompent lmgwnication entre éléments distants,
3) I'expression simultanée de genes sous le contfole enhancer ou d’'une LCR, 4j le
caractére relativement aléatoire du processus gleggd’expression des genes cibles est d’'une
importance cruciale pour le développement ou l&ihciation. Certes, des boucles ont été
détectées par plusieurs groupes entre des élémlistasts dans des loci complexes et pour
des processus trés variés comme les réarrangeM@dtd ou I'expression du locus de la
globine, mais rien n’exclut d’envisager que la fation de ces boucles soit I'aboutissement
d’'un scanning préalable ou d’'un autre mécanismereniaconnu. De fait, quand la cinétique
du processus est étudiée (e.g. Hatzis and Talgri#@D2), le résultat est clairement en faveur

du modele scanning.

Dans le cadre spécifigue de nos résultats, le mold@lping devrait prédire que la
3'RR court-circuiterait le cHS4Ins ou le promoteemdogene Wil (chez les souris oyl
remplace ¥3), auquel cas la transcription GL a partir desyteurs en amont serait normale.
Par contre, un modele scanning ou linking rendtameieux compte de nos résultats. Le
cHS4Ins bloquerait un signal activateur, dont lurereste a déterminer, qui émane de la
3'RR, les genes cibles sont alors transcrits aganubasal assuré par leurs éléments adjacents
aprés activation des cellules B par des signauxaeeitulaires spécifiques. De facon
similaire, le promoteuryll endogéne isolerait le promoteyl linséré des effects activateurs
de la 3'RR. Dans I'état actuel de nos résultatsisne pouvons pas encore trancher entre les
modeles looping et linking. Nous essayons de medtrepoint une approche associant
limmunoprécipitation de la chromatine et la ciggie d’activation de la CSR par la 3'RR.

Nos résultats ne permettent pas non plus dévaprécisément le modele de
relocalisation nucléaire. Il est tout a fait engeable que la 3'RR dirige le locus IgH vers des
compartiments riches en ARNp Il et en facteursrdascription...etc, mais cela ne résout
certainement pas tous les problemes. Si I'actiofad®8RR se limitait a cela, on devrait
s’attendre a une transcription équivalente a peds deux promoteurgll. L'induction de la
transcription GL a partir deyl inséré a 25 ng/ml d’IL4 suggere que la dispoitéitles
ARNp Il et des facteurs de transcription n’est jgafacteur limitant, et qu’il ne s’agit pas non

plus d’'une affinité supérieure dgllendogene pour des facteurs de transcription. Asno



d’assumer que la 3'RR oriente les deux promotedryérs deux compartiments différents, le
plus plausible est que la 3'RR est d’'une certaagoii « séquestrée » par le promoter |

endogene.

Initialement, nous avions prévu de remplacg par ¥1, la, le et Bi. Le risque
majeur était pour nous qu'’il y ait justement ureefhsulateur par les promoteurs endogénes.
Nous avons donc finalement opté pogr (le moins sensible a la 3'RR) en priorité et paur
ensuite. Nous avons récemment obtenu des sourigedhques pour le remplacement ¢8 |
par B (qui, comme ¥3, répond au LPS). Si nous obtenons la transmiggominale de la
mutation, le modele serait un outil intéressantrpaorder des questions fondamentales sur

les interactions a distance entre la 3'RR |@eEsur le contrbéle épigénétique des séquences S.

Le modéle de duplication du promoteyd Inous a permis de répondre a certaines
guestions encore non résolues et peut étre de whiicane nouvelle fonction assurée par la
3'RR. Ce modele tient compte de tous les parametaaus comme requia Vvivo pour la
CSR : 1) la transcription GL, 2) I'épissage et 8)3IRR. Ces trois parametres n’'ont éte, a
notre connaissance, respectés par aucun des maldetemplacement antérieurs. Quant aux
études utilisant des substrats de switch dansigiesels cellulaires (et ne respectant pas non
plus les trois criteres requis), elles ont aboutileux conclusions contrastées, mais pas
forcément mutuellement exclusives. D’un c6té, Hgmopose que AID est le seul facteur B-
spécifiqgue requis pour la CSR, tous les autresfmst étant ubiquitaires (Okazaki et al.,
2002). De son coté, Kenter propose qu’en plus d& Aes facteurs isotype-spécifiques sont
requis pour cibler une séquence S transcrite,red acas spécifique dg3 c’est NFkB p50
qui jouerait ce réle (Shanmugam et al., 2000 ; Kest al., 2004). L'implication du modele
de Honjo est que toute séquence S transcrite,ret ginérant un simple brin (sous forme de
boucle R ou d’autres structures), peut recombinemdment que AID est disponible, c’est le
modele de recrutement passif de AID. Le modéle detét, quant a lui, a pour conséquence
I'existence d’'un mécanisme qui permet un ciblagecEigue de facteurs isotype-spécifiques
vers une séquence S donnée.

Le résultat majeur de notre étude est que le ramapiant deyi3 par 1 inhibe la CSR
vers 1gG3in vivo etin vitro malgré une transcription GL inductible. Du faitega séquence
Sy3 est transcrite sous le contréle g#, Inous assumons mais nous ne I'avons pas démontré,

gu’elle génére un simple-brin, cible de AID. Maitard donné que la CSR verg3Sest



inhibée, la conclusion qui s’impose est que towguence S transcri@ vivo n’est pas

forcément la cible de AID.

Nos résultats sont donc plutét en faveur de I'exisé de facteurs isotype-spécifiques
qui sont ciblés vers les séquences S. Mais paregsélucture et par quel mécanisme
s’effectue ce ciblage ? La découverte d’'une trapson diminuée (mais inductible) a partir
de W1 inséré a la place dg3l nous laisse penser qu’'un signal de nature poundment
inconnue, émanant de la 3'RR, est bloqué par Impteur {1 endogéne. L’augmentation de
la concentration en IL4 induit fortement la tramsiton a partir des deux promoteungl,|
pourtant 'augmentation de la CSR n’est détectéempur §1. Il semble donc raisonnable de
penser que le méme signal extracellulaire (darsaseanti-CD40+IL4 ou LPS+IL4) induit la
transcription GL des deux promoteuyd,Imais que des facteurs spécifiques sont ciblés ve
Syl pour « assister » AID et pas veg8SComme 'analyse de la transcription GL nous méne
a penser que le « signal » de la 3'RR est bloguéypandogéne, nous proposons que c’est la
3'RR elle-méme qui est responsable du ciblage figéei des facteurs isotype-spécifiques
vers la séquence S transcrite, agissant ainsi coomenhancer de la CSR tout comme E

pour les réarrangements V(D)J.

L’analogie avec H est justifiée sur plusieurs plans mais souffresau® notre
compréhension tres partielle du mécanisme de dentiés réarrangements V(D)J par &
de la CSR par la 3'RR. La corrélation dans cesgs®us entre transcription et recombinaison
est bien établie méme si la relation de cause &t afést pas trés claire dans le cas des
réarrangements V(D)J (Spicuglia et al., 2006). Dénscas de la CSR par contre, la
transcription est clairement un prérequis (Dudlegle 2005). Dans tous les cas, il s'agit de
processus qui se déclenchent par des signaux es &tddes développementaux différents
(Dudley et al., 2005) et les enhancers qui lesrétentt recrutent des facteurs partiellement
différents (Khamlichi et al., 2000). Néanmoins,fdat probablement appel a des processus de
base similaires tels que le remodelage de la chiioenau I'interaction avec des promoteurs

distants.

Le mécanisme par lequel la 3'RR recrute et cibkefdeteurs isotype-spécifiques pour
la CSR est pour le moment inconnu. Une possik@igieque suite a un signal extracellulaire

approprié, la 3'RR recrute ces facteurs puis cae scanning le promoteur cible et y livre



son complexe de facteurs. Ces derniers s’assagitnimachinerie transcriptionnelle et AID

au cours de la transcription GL jusqu'a atteindaesBquence S spécifique. Une autre
possibilité est que la 3'RR livre son « chargemedirectement sur la séguence S spécifique
et participe activement a la réaction de recomboraipar le biais des facteurs recruteés. Il
serait tres intéressant de dupliqugt ken aval du promoteur endogene pour vérifier les

prédictions de notre modéle. L’équipe essaie detweint de remplaceolpar y1.

Est-ce que AID est également recrutée par la 3'BRRnge cela a été suggéré (Garrett
et al., 2005) ? C’est une question pour laquellesnwavons pas encore de réponse. Est-ce
gue la 3'RR joue en plus un rdle dans la synapseséiguences S partenaires comme suggéré
(Dudley et al., 2005) ? Rien ne permet actuellengent'exclure. En tout cas, le réle de la
3'RR dans le ciblage des facteurs isotype-spéa@Bt I'identification de ces facteurs est une
des pistes que I'équipe creuse actuellement. Leélaodécrit sera un outil précieux pour
aborder ces questions.

Le réle de la 3'RR dans la CSR qui est un processiggement B-spécifique suggere
gue les mécanismes par lesquels la 3'RR controlledas IgH ne sont pas forcément
identiques a ceux mis en jeu par d’'autres régi@nsamtréle. Non seulement au regard de la
spécificité tissulaire et son corrollaire, l'iddstides facteurs recrutés, mais également de la
nature méme des processus. La comparaison avétRadk la3-globine s'impose parce que
certaines similitudes existent avec la 3'RR (Khahileet al., 2000). De plus, cette LCR a été

analysée plus en profondeur que la 3'RR et s’egbsée comme un systeme de « référence ».

Une des nombreuses surprises de la délétion deCR He lap-globine est la
démonstration qu’elle jouait un réle primordial ddifélongation de la transcription. Nous
nous sommes donc intéressés au rble potentiel 8RR et de H dans ce processus en
insérant une cassette de polyadénylation et deedeausscriptionnelle (pAp) en aval d@ let
de Iu. A notre surprise, la CSR vers IgG3 était comphétet abolie malgré linitiation de la
transcription de 3, excluant un role majeur de la 3'RR dans l'étap@ongation. La
deuxieme surprise vint du fait que l'insertion dppen aval del résultait en un phénotype
différent : les transcritqutCp étaient relativement abondants et normalemensépisien que
diminués par rapport a la normale, résultant enaltégation générale mais modérée dans la

production de tous les isotypes. Comment rendrept®rde cette difféerence entre gApt



pApy? La premiére donnée est que les gepegt y3 sont exprimés a des stades
développementaux différents. La deuxieme est que &xpression est contrblée pour
'essentiel par des enhancers différents. La &0igi donnée est que pour un ggnéarrange,

deux transcrits sont générés, un a partir du € I'autre a partir depl alors que pour le gene

y3 (avant CSR), il n’y a qu’un transcrit initié ¢8I

Nous avons exclu I'nypothése de rares clones Bupséars qui échapperaient aux
systemes de contrble (checkpoints) précoces damoddle osseuse. La population B n’est
diminuée que de moitié environ dans la moelle asseMous sommes en train de vérifier
'état de la transcription dans des pro-B et de&Brpurifiés. Dans la rate, la tendance
s’inverse et on y détecte une population B |égérgraepérieure a la normale. La diminution
de la transcription a été détectée dans des spiasostimulésn vitro. Ceci suggére que
I'inhibition partielle de I'élongation de la trangation par pAp est une propriété intrinseque
aux cellules pAp. Le point critique dans cette étude est que litise de pAp dans le
génome instaure un niveau d’arrét de I'élongatiocoerélativement une capacité relative a le
surmonter, difficile a quantifier. Par conséquents ne pouvons pas exclaeriori que la
3'RR joue un réle dans I'élongation de la trangopim, mais par rapport au seuil d’inhibition
instauré par pAp et par la capacité des transgrééssurmonter le signal d’arrét, le réle de la
3'RR semble relativement minime. Par contre, leerde K (et/ou d'autres enhancers

contrélant la régiop) semble plus important.

Il se pourrait que cette fonction soit cruciale atedes précoces de développement ou
les cellules B tentent d’assembler un réceptetAg fonctionnel. Un mécanisme attrayant
serait que I'élongation transcriptionnelle, de parremodelage de la chromatine qu’elle
nécessite pour I'avancée de la machinerie trartgmmipelle et d’élongation, imprimerait une
marque épigénétique sur les histones du locus ifandrl'interaction avec la recombinase
RAG. Une interaction entre le domaine C-terminaR#e52 et les histones H2A, H2B, H3 et
H4 a été recemment rapportée (West et al., 20@bgidnification biologique de la régulation
de I'élongation transcriptionnelle a ce stade seahirs la régulation de I'accessibilité des
RSS & la recombinase RAG (Roth et Roth, 2000 ; ir@ett, 2004). L’enhancer qui
contrblerait I'élongation transcriptionnelle coren@it du méme coup I'accessibilité du locus.



Dans le cas de I'élongation transcriptionnelle déinron majeur du géeng3, nous
spéculons que I'élongation transcriptionnelle estin® critique. Au cours de la CSR, la
fonction prinicipale de la transcription GL semli@ge la formation du simple-brin d’ADN
(brin non transcrit) qui sera la cible d’AlID. Erigan de la grande stabilité des hybrides ARN-

ADN au cours de la transcription GL, il suffirai geu de transcrits entiers.

La séverité du phénotype des souris pAgst suprenante, néanmoins elle indique
clairement que la disponibilité du seul site domn@'épissage n’est pas suffisante pour la
CSR et que la transcription de la séqueng &3t absolument requise. Dans le cas dgupAp
les transcrits sont normalement épissés indiquaat$y a été transcrite. La relation entre
epissage des transcrits GL et CSR n’est pas tég.cLa mutation du site donneur d’épissage
de W1 altére la CSR vers IgG1 (Hein et al., 1998),ecelli site donneur d’épissage ge |
active des sites cryptiques permettant un taux abrme CSR (Kuzin et al., 2000) et
I'insertion du génened en aval deyB active un site cryptique d’épissage permettartaur
partiel de CSR (Samara et al., 2006). Il seraéreggsant d’'insérer le pAp en aval d8 8e
sorte a permettre la transcription dgSet donc la disponibilité du substrat simple-lgour
AID, tout en bloquant I'accessibilité du site aceep d'épissage. L’équipe est en train de

générer un modele dans ce sens.

En conclusion, nos travaux nous ont permis d’abodés mécanismes fondamentaux
relatifs aux interactions de longue distance etiér® éléments de régulation transcriptionnelle

dans le locus IgH et ont jeté la base a des tragaprojets stimulants.
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