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ABREVIATIONS

Ac : anticorps

ADN : acide désoxyribonucléique

Ag : antigene

AID : cytidine désaminase induite aprés
activation

ARN : acide ribonucléique

ARNmM : acide ribonucléique messager

APE1 : endonucléase apyrimidique 1

B : lymphocyte B

BCR : récepteur des cellules B

BSAP : B-cell specific activation protein

C : région constante

CAT : chloramphénicol acétyltransférase
CDA40-L : ligand de CD40

CG : centre germinatif

CSH : cellule souche hématopoiétique

CSR : commutation de classe

D : segment de diversité

DNase | : désoxyribonucléase |

HAT : histone acétyltransférase

hs : site hypersensible a la DNase |

HLH : hélice-boucle-hélice

IFN : interféron

Ig : immunoglobuline

IgH : locus de chalne lourde d’immunoglobuline
IgL : locus de chaine légere d'immunoglobuline
IL : interleukine

J : segment de jonction

Kb : kilobase

kDa : kilodalton

KO : «knock-out » : délétion de gene par
recombinaison homologue

LB : lymphome de Burkitt

LCR : région de controle du locus

LPS : lipopolysaccharide bactérien

MAR : région d’ancrage a la matrice

MB : boite Myc

Néo': géne de résistance a la néomycine

NHEIJ : jonction d’extrémités non homologues
pb : paire de bases

PCR : réaction de polymérisation en chaine
Pgk : promoteur de la phosphoglycérate
kinase

pVy : promoteur des régions variables des
chaines d’'immunoglobulines

RAG : gene activant la recombinaison VD)
RFLP : polymorphisme de taille de fragment
de restriction

RSS : séquence signal de recombinaison

S : région switch

SHM : hypermutation somatique

TCR: récepteur des cellules T

TdT : déoxynucléotidyltransférase

TGF : transforming growth factor

UNG : uracil glycosilase

V : région variable

-/- : homozygote négatif

+/+ : homozygote positif
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INTRODUCTION GENERALE




Le systéeme immunitaire est un systeme de défense remarquable qui existe chez de
trés nombreux organismes mais dont la forme la plus évoluée est retrouvée chez les
vertébrés supérieurs. Il consiste en un ensemble de moyens (organes, tissus, cellules et
molécules) permettant a un organisme de reconnaitre et de tolérer ce qui lui est propre (les
antigénes du soi) mais aussi de reconnaitre et rejeter ce qui lui est étranger (les antigénes du
non-soi). Cette fonction permet ainsi d’assurer la défense de l'organisme contre les
pathogénes (d’origine bactérienne, virale ou parasitaire) et de contréler certains
déréglements cellulaires aboutissant a la formation de tumeurs. A l'intérieur de ce systeme
de protection, la réponse immunitaire humorale repose sur la production de molécules
effectrices appelées immunoglobulines (Ig) ou anticorps et produites par les cellules de la
lignée lymphocytaire B. Ces molécules sont capables de lier spécifiquement un antigéne en

vue de le neutraliser ou de I’éliminer.

Les immunoglobulines sont des hétérodimeres protéiques, d’environ 150 kDa,
exprimées a la surface des lymphocytes B ou excrétées par les plasmocytes. Elles sont
composées de deux chaines lourdes (H pour Heavy) identiques et deux chaines légeres (L
pour Light) identiques (Figure 1). Les chaines lourdes sont unies entre elles par un ou
plusieurs ponts disulfures. Les chaines légeres sont unies aux chaines lourdes par un pont
disulfure proche de leur extrémité carboxy-terminale. Chaque chaine est composée d'une
région constante C et d'une région variable V. L'association des domaines variables des
chaines lourdes et légéres définit le site de fixation a I'antigéne tandis que les domaines
constants des chaines lourdes conférent ses propriétés effectrices a I'immunoglobuline. La
plupart des vertébrés possédent deux types de chaines légeres, appelés k et A, qui peuvent
s'associer a chacune des cing classes de chaines lourdes (4, 6, vy, € et a) définissant
respectivement les IgM, IgD, IgG, IgE et IgA. Chez la souris, les I1gG sont subdivisées en sous-

classes : 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3.
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Figure 1 : Structure des immunoglobulines.

A : Représentation tridimensionnelle d’une 1gGl de souris. Les chaines lourdes sont
représentées en rouge, les chaines légeres en jaune et les glycosylations en violet.

B : Représentation bidimensionnelle d’une Ig. VH et VL: régions variables des chaines
lourdes et légéres. CH, CL : régions constantes des chaines lourdes et |égeres.

La différenciation lymphocytaire B repose sur un programme complexe d’activation
génique contrdlant, d’'une part, la transcription des génes d’'lg et, d’autre part, leur
accessibilité a des remaniements majeurs par recombinaison ou mutation. Outre les
recombinaisons V(D)) établissant le répertoire primaire des immunoglobulines, une

diversification secondaire résultant des recombinaisons de commutation de classe et de



I’hypermutation somatique survient dans les cellules B matures. Tous ces événements sont
sous le contréle de multiples éléments cis-régulateurs agissant de fagon synergique. Le locus
IgH, codant les chaines lourdes, constitue ainsi une zone critique pour des événements de
translocations chromosomiques aboutissant a la dérégulation transcriptionnelle
d’oncogenes, due a leur juxtaposition aux puissants activateurs transcriptionnels du locus

IgH.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés, tout particulierement, au locus IgH.
C’est pourquoi I'introduction bibliographique sera essentiellement consacrée aux processus

qui affectent ce locus.



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES




1 ORGANISATION ET EXPRESSION DES GENES D’Ig

Il existe trois complexes génétiques distincts mis en jeu lors de la synthése
d’immunoglobulines : les loci Igk et Igh codant les chaines légeres et le locus IgH codant les
chaines lourdes. Chaque complexe est composé de segments variables (V), de segments de
jonction (J) et de génes codant les régions constantes. Les segments de diversité (D) sont

propres au locus IgH.

1.1 LOCI DES CHAINES LEGERES

1.1.1 Locus Igk

Les génes des chaines légéres k sont situés sur le chromosome 6 chez la souris (sur le
chromosome 2 chez 'lhomme). Le locus Igk murin, en configuration germinale, comporte
140 segments Vk (93 segments fonctionnels et 47 pseudogénes) répartis en 18 familles et 5
segments Jk (dont 4 sont fonctionnels). Ces segments Vk et Jk codent la partie variable de la

chaine légere k. Un seul segment Ck code la partie constante (Figure 2).

1.1.2 Locus IgA

Les genes de chaines légeres A sont situés sur le chromosome 16 chez la souris (sur le
chromosome 22 chez ’lhomme). lls sont répartis en 4 familles comprenant chacune une
paire de segments JA et CA (JA1 a JA4 et CA1 a CA4). Le locus de la souris ne comporte que
trois segments VA ; le segment VA1 s’associe préférentiellement a JA1 et JA3 tandis que le
segment VA2 et VA3 s’associe préférentiellement a JA2 (JA4 et CA4 étant défectifs) (Figure
2).

1.2 LOCUS DES CHAINES LOURDES (IgH)

Le locus des chaines lourdes, situé sur le chromosome 12 chez la souris (sur le

chromosome 14 chez 'homme), s’étend sur plus de trois mégabases. || comprend 150 a 200



segments Vy (dont une partie de pseudogenes), regroupés en 15 familles, localisés a
I'extrémité 5’ du locus IgH a proximité du télomére du bras court du chromosome 12
(Chevillard et al., 2002). Prés de la moitié des segments Vy appartiennent a la famille J558. Le
locus IgH comporte également 12 segments Dy et 4 segments J, suivis de huit genes codant
les régions constantes des 8 classes et sous-classes d’immunoglobulines : p, 3, y3, v1, y2b,
v2a, € et a (Figure 2). Chaque géne constant est composé de multiples exons codant les
domaines structuraux propres a chaque chaine lourde ainsi que les régions charniéres pour
certaines immunoglobulines. Enfin, des exons indépendants codent les régions intra-

cytoplasmiques et transmembranaires pour chaque isotype.

Locus Igk (chromosome 6)

THH = HHH

Vyl..n J Ck

]

Locus IgA (chromosome 16)

—+——t+{ —H »—H +—H1

VA2 VA3 J2 CA2 J4 C\d VA1 J1CA J3 CA3

Locus IgH (chromosome 12)

M#D#WME}DE}—D—D—D—D—D—

Vyl..n D1..n J v3 vl v2b v2a & «

Figure 2 : Représentation schématique des loci codant les Ig chez la souris.

Les segments variables V sont représentés en bleu. Les segments de diversité D sont en
violet, les segments de jonction J en vert et les genes constants C en beige.

1.3 EXPRESSION AU COURS DU DEVELOPPEMENT B

Les genes d'immunoglobulines sont spécifiquement exprimés dans la lignée
lymphocytaire B. lls ne sont pas fonctionnels dans leur disposition germinale et devront

d’abord subir, de facon ordonnée au cours du développement B, une série de



réarrangements somatiques aboutissant a une perte de matériel génétique. La
différenciation progresse de la périphérie vers le centre de la moelle osseuse. Les principales
étapes du développement B peuvent étre suivies selon I'état des réarrangements des génes
d’lg et d’apres l'expression ou la perte, a la surface de la cellule, de marqueurs de
différenciation (Figure 3). L'ontogénése des cellules B peut globalement étre divisée en deux
étapes : une phase de différenciation indépendante de I’antigene qui se déroule dans la
moelle osseuse, et une phase de maturation dépendante d’'une stimulation antigénique et
conduisant aux cellules produisant des Ig ou aux lymphocytes B mémoires. Cette derniere a

lieu en périphérie (rate, ganglions lymphatiques et plaques de Peyer).
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Figure 3 : Différenciation lymphocytaire B.

CSH : cellule souche hématopoiétique ; YL : pseudo-chaine légere. (Meffre et al., 2000).



1.3.1 Le stade pré-proB

Dans la moelle osseuse, les précurseurs B les plus immatures expriment notamment
les marqueurs B220, c-kit et CD43 mais n’expriment pas CD19 (Hardy et al., 1991; Rolink et
al.,, 1996). Ces cellules, appelées pré-proB, n‘ont pas encore réarrangé les genes d’lg et
expriment fortement le transcrit germinal JH1 (appelé aussi p0) (Li et al., 1996) (Figure 3).
Elles expriment tres faiblement les génes RAG-1 et RAG-2, laissant ainsi supposer que

I'accessibilité des genes d’lg précéde I'activité de recombinase.

1.3.2 Le stade pro-B

C’est a ce stade que débutent les réarrangements des génes d'lg. lls ont d’abord lieu
entre un segment Dy et un segment J, sur les deux alléles, aboutissant a un segment DJy. Ce
premier évenement caractérise le stade pro-B, stade au cours duquel I'expression du
marqueur CD19 apparait. Au cours des réarrangements DJy, une forme tronquée de la
protéine p (appelée Dy, dépourvue de région variable V) est parfois produite par le
réarrangement du segment D a Jy dans le cadre de lecture RF2. Lorsque cette protéine Du
est formée, le développement B est bloqué par un signal négatif transduit via Iga/Igp (Gong

and Nussenzweig, 1996).

Les cellules pro-B expriment les protéines VpréB et A5 (appelées pseudo-chaines
légeres) et I’hétérodimere Iga/IgP est détecté a la membrane de ces cellules en association
avec la calnexine (Nagata et al., 1997). Une signalisation peut étre induite par ce complexe
permettant le recrutement de protéines tyrosines kinases. Il a été montré que dans des
souris RAG2 -/- cette signalisation permettait I'acquisition de certains marqueurs du stade

pré-B (Nagata et al., 1997).

1.3.3 Le stade pré-B

Un second réarrangement a lieu entre un segment Vy et le segment DJy déja
réarrangé. Ce réarrangement requiert une accessibilité induite par I'action de Pax5 et de I'IL7
particulierement au niveau des segments Vy les plus distaux (Corcoran et al., 1998; Hesslein

et al., 2003; Nutt et al., 1997). Si ce réarrangement est productif, ’ARNm est fonctionnel



(cadre de lecture correcte) et une chaine lourde u est produite. Elle s’associe aux pseudo-
chaines légeres et aux protéines Iga et IgB dans le réticulum endoplasmique, et le complexe
est exporté a la surface de la cellule. Ce dernier forme le récepteur des cellules pré-B (pré-
BCR) (Melchers et al., 1993) (Figure 4). Le stade pré-B est également caractérisé par la perte
des marqueurs c-kit et CD43 et le début de I'expression du marqueur CD25 (Rolink et al.,

1994).

Contrairement au stade pro-B ou les réarrangements D-J ont lieu sur les deux
chromosomes, les réarrangements V-DJ se produisent uniquement sur un seul allele. Il s’agit
d’'un mécanisme de régulation trés important, appelé exclusion allélique, qui permet a une
cellule d’étre monospécifique : le produit protéique d’un réarrangement productif V-DJ sur
un alléle inhibe le réarrangement V-DJ sur l'autre alléle grace a un signal transmis par les

unités transductrices Iga et Igf associées a la chaine lourde u et aux pseudo-chaines légeres.
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Figure 4 : Représentation schématique du complexe formant le pré-BCR.
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1.3.4 Le stade B immature

L’expression du pré-BCR permet a la cellule de passer au stade suivant ou les
réarrangements V| J. se déclenchent d’abord sur le locus k, puis sur le locus A si les
réarrangements Kk ne sont pas productifs. Le stade B immature est caractérisé par la
production de chaines légeres classiques qui vont remplacer les pseudo-chaines légeres et
donner naissance a une IgM de surface. Celle-ci confére a la cellule une spécificité donnée de
reconnaissance a l'antigéne. Les lymphocytes B immatures sont alors sujets a un processus
de sélection négative ou les cellules possédant des Ig membranaires spécifiques pour les
antigenes du soi sont éliminées par apoptose. Les cellules qui survivent quittent la moelle
osseuse vers les organes lymphoides périphériques ou elles pourront subir les dernieres

étapes de maturation.
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2 GENERATION DU REPERTOIRE DES CELLULES B

2.1 LES RECOMBINAISONS VDJ

Les régions variables des immunoglobulines sont codées par I'association d’un
segment V, d’'un segment D, spécifique des chaines lourdes, et d’'un segment J, par un
mécanisme appelé « recombinaison V(D)J » (Figure 5). Le grand nombre de segments V, D et
J disponibles, les multiples combinaisons entre ces éléments (diversité combinatoire) ainsi
qgue lI'imprécision de leurs jonctions (diversité jonctionnelle) contribuent considérablement a

la multiplicité des immunoglobulines.

DH Cu
||i| |23 | i” I23|||| |2312I12I12I12 W'm Ep| Su

CH1 CH2 CH3 CH4 ancrage

ADN cellule préB

Réarrangement D vers J

ADN cellule proB

RéarrangementV vers DJ

Expression

ARNmM u épissé

Figure 5 : Réarrangements des génes variables du locus IgH.
Les exons codant sont représentés par des rectangles gris, les introns par des traits fins, les

signaux de recombinaisons par des triangles, les promoteurs par des fleches et les
activateurs par des cercles. (Dudley et al., 2005).
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Tous les segments V, D et J sont bordés par des séquences particulieres, appelées RSS
(séquence signal de recombinaison). Chaque RSS est constituée d’un motif consensuel trés
conservé de sept nucléotides (heptamere CACAGTG) et d’un autre de neuf nucléotides
(nonamere ACAAAAACC). Ces deux motifs sont séparés par une séquence peu conservée de
12 ou 23 nucléotides (Tonegawa, 1983). Ces séquences sont présentes en 3’ des genes V, en
5’ des genes J et flanquent les genes D (Figure 5). La recombinaison ne peut s’effectuer
gu’entre RSS possédant un séparateur de taille différente (régle 12/23) permettant d’éviter
des réarrangements non désirés. Ainsi, chaque segment D est flanqué du méme type de RSS
en 5’ et en 3’, ne I'autorisant a réarranger qu’avec les RSS compatibles d’'un V en 5’ et d’'un J

en 3’ et évitant la formation d’exons Vy-J4 ou Vy-D-D-Jy (Meek et al., 1989).

Les recombinaisons V(D)J mettent en jeu une machinerie enzymatique composée des
protéines RAG-1 et RAG-2 (pour « Recombination Activating Gene ») dont I'expression n’est
détectée qu’aux stades de développement durant lesquels ont lieu les réarrangements V(D)J
(Oettinger et al., 1990; Schatz et al., 1989). Ces protéines sont a elles seules responsables du
confinement des réarrangements des génes du BCR et du TCR (« T cell receptor ») aux seules
lignées lymphoides B et T, et leur importance a été indiscutablement démontrée in vivo chez
la souris. En effet, I'inactivation de RAG-1 ou RAG-2, par recombinaison homologue, conduit
a un blocage complet du développement B aux stades précoces (Mombaerts et al., 1992;
Shinkai et al., 1992). L'expression des genes RAG-1 et RAG-2 lors du développement
lymphocytaire B est strictement contrélée : une premiere vague d’expression survient au
stade pro-B permettant les réarrangements au niveau du locus IgH, puis au stade pré-B pour

les réarrangements des génes de chaines légeres.

Les protéines RAG induisent une coupure endonucléolytique précisément a
I'extrémité de I’'heptamere. La coupure génére quatre extrémités libres intermédiaires : deux
extrémités « codantes » en épingle a cheveux et deux extrémités « signal » phosphorylées
en 5’ (Figure 6). La résolution des extrémités fait appel a la voie NHEJ (« Non Homologous
End Joining »), voie prédominante de réparation des cassures double brin de I’ADN dans les
cellules de mammiféres. Elle met en jeu plusieurs facteurs dont Ku70/Ku80, DNA-PKcs,
XRCC4, DNA ligase IV, Artemis et Cernunnos (Dudley et al., 2005). Les deux extrémités signal

sont liguées par la DNA ligase IV tandis que les extrémités codantes sont d’abord reconnues
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par Ku70 qui interagit avec Ku80. Ce dernier recrute la kinase DNA-PKcs qui forme un
complexe avec Artemis facilitant I'ouverture des structures en épingle a cheveux. La DNA
ligase IV en complexe avec XRCC4, et avec peut-étre Cernunnos, un nouveau facteur qui
semble activer I'étape de ligation (Ahnesorg et al., 2006), relient les extrémités codantes
(Figure 6). La jonction codante est imprécise et peut comporter de courtes délétions,
I’addition de duplications palindromiques (appelées éléments P) ou de courtes insertions de
nucléotides appelées N ajoutées par la TdT (terminal désoxynucléotidyltransférase) avant la
ligation des extrémités. Cette cascade de réaction aboutit a la juxtaposition des segments
recombinants avec une importante flexibilité jonctionnelle (pour revue (Schlissel, 2003;

Sekiguchi and Ferguson, 2006)).

A.RAG1 et 2 B. Ku80 et 70 @
—l —l
D J D J
D J

C. DNA-PKcs )
Artemis D. Ligd
XRCC4
D. Ligh DNA-PKcs
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1 D J
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Figure 6 : Résolution des coupures double brin induites par les enzymes RAG.

Jonction signal (précise)

A : Les coupures induites par les enzymes RAG-1 et RAG-2 se produisent au niveau des
séquences RSS. B : Ku70 et Ku80 se lient aux extrémités coupées de I’ADN. C: DNA-PKcs et
Artemis facilitent I'ouverture des structures en épingle a cheveux générées par RAG-1 et
RAG-2. D : TdT ajoute des nucléotides au niveau des extrémités codantes. XRCC4 et DNA
ligase IV relient les extrémités franches formées et produisent des jonctions codantes
modifiées. (Dudley et al., 2005).
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2.2 'HYPERMUTATION SOMATIQUE

Apres stimulation antigénique, une fraction de cellules B alors activées initie la
formation d’un centre germinatif, dans les organes lymphoides périphériques (rate,
ganglions lymphatiques et plaques de Peyer). C'est au sein de ce centre germinatif qu’auront
lieu deux processus supplémentaires de diversification du répertoire B : I’hypermutation
somatique (SHM pour « somatic hypermutation ») et la commutation isotypique (CSR pour

« class switch recombination »).

L’hypermutation somatique introduit des mutations au niveau des régions variables
des genes d’lg déja réarrangés. Elle permet alors éventuellement d’augmenter I'affinité de

I’anticorps pour I'antigene spécifique et la sélection des cellules B exprimant cet anticorps.

2.2.1 Sélection clonale

La rencontre avec un antigéne qui déclenche une réponse T-dépendante entraine la
formation de centres germinatifs (CG) (pour revue (MacLennan, 1994)). Les CG apparaissent
guelgues jours apres la stimulation antigénique et persistent de quelques jours a quelques
semaines. lls sont associés a I’expansion clonale de cellules B spécifiques et sont le siege de
I’hypermutation somatique, de la commutation isotypique (toujours dans le cadre d’une
réponse T-dépendante), de la sélection positive ou négative (contre les anticorps de faible
affinité ou autoréactifs) et de I'induction de la différenciation en cellules B mémoires ou
plasmocytes. Les CG sont constitués de deux parties : une zone sombre et une zone claire
(Figure 7). Les centroblastes sont localisés dans la zone sombre, siege d’une prolifération
massive, et sont la cible de I'hypermutation somatique tandis que les centrocytes sont
localisés dans la zone claire et sont la cible de la commutation de classe (pour revue

(Rajewsky, 1996)).

Les mécanismes de sélection des cellules exprimant des anticorps de haute affinité
sont particulierement stringents et font intervenir des interactions spécifiques avec des
cellules T reconnaissant le méme antigéne. Les cellules B en prolifération dans le centre
germinatif expriment faiblement le géne Bcl-2 et fortement la molécule de surface Fas. Elles

sont destinées a mourir si elles n’interagissent pas avec d’autres types cellulaires tels que les
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lymphocytes T auxiliaires (Th) et les cellules dendritiques, qui leur délivrent des signaux de
survie et de maturation par des récepteurs accessoires tels que CD40, BCMA... (pour revue

(MacLennan, 1994)).
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Figure 7 : Cheminement des cellules B dans le centre germinatif.

Expansion

B : lymphocyte B, FDC : cellules folliculaires dendritiques et M® : macrophages. Le schéma
du bas résume les étapes de multiplication et de sélection des cellules B. (McHeyzer-
Williams and Ahmed, 1999).
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Aprés quelques semaines, le centre germinatif régresse et finit par disparaitre. Les
cellules B survivantes expriment fortement Bcl-2 et deviennent des cellules B résiduelles,
exprimant des immunoglobulines mutées de trés haute affinité pour I'antigéne (Pascual et
al., 1994; Schittek and Rajewsky, 1990). Elles constituent le répertoire mémoire et ont une

durée de vie tres longue qui peut atteindre plusieurs mois a plusieurs années.

2.2.2 Mécanismes de la SHM et role de AID

Une nouvelle protéine a été découverte, par criblage soustractif de banques d’ADNc,
dans une lignée B pouvant commuter in vitro. Cette protéine, nommée AID (« Activation-
induced cytidine deaminase »), est exclusivement exprimée dans les centres germinatifs in
vivo, ou apres stimulation de splénocytes in vitro (Muramatsu et al., 1999). Il a été montré
gue AID est absolument indispensable pour la SHM et la CSR (Muramatsu et al., 2000; Revy
et al., 2000). Chez des souris déficientes en AID, le développement B est normal ; IgM et IgD
sont normalement exprimées. Cependant, les souris sont déficientes pour tous les autres

isotypes malgré une transcription germinale (Muramatsu et al., 2000).

L’analyse de la séquence codante d’AlID a révélé une forte homologie avec APOBEC-1.
APOBEC-1 est une sous-unité catalytique d’'un complexe multiprotéique d’édition de I'ARN ;
elle agit sur TARNm de I'apolipoprotéine Apob. AID a ainsi été considérée dans un premier
temps comme une nouvelle protéine d’édition de I’ARN agissant sur un ou plusieurs ARNm
codant des endonucléases impliquées dans l'introduction de cassures dans I’ADN au cours
de I'hypermutation (Muramatsu et al., 1999). Ce modéle est encore aujourd’hui soutenu par
I’équipe de Honjo. Cependant, des expériences plus récentes suggérent qu’AlD pourrait agir
directement sur I’ADN (Bransteitter et al., 2003; Chaudhuri et al., 2003; Dickerson et al.,
2003; Petersen-Mahrt et al., 2002; Pham et al.,, 2003). En effet, AID entraine une
déamination des cytosines (dC) en uraciles (dU) dans ’ADN (pour revue (Honjo et al., 2005;
Neuberger et al., 2003)). Mais, 'uracile, qui n’est pas un composant naturel de I’ADN, doit
étre réparée. C'est le mode de traitement de 'uracile, par les mécanismes de réplication
et/ou de réparation, qui déterminera le devenir et le profil des mutations introduites (Figure
8). Si la mutation est ignorée et considérée comme une thymine par les ADN polymérases

réplicatives, il y a alors transition C = T apreés réplication. La mutation peut, également, étre
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éliminée par 'uracile glycosilase (UNG) créant ainsi un site abasique. Ce dernier peut étre la
cible d’'une endonucléase APE1, endonucléase majeure de la voie BER (« Base Excision
Repair »), qui clive 'ADN. Les ADN polymérases translésionnelles pourraient alors insérer un
des quatre nucléotides en fonction de leur spécificité, aboutissant a une transition, une

transversion ou a la reconstitution de la cytosine initiale (Figure 8).

La0gnni
I
AID

i v
yrtvese TTT 5 I T
TITemr | v LLLSIIE

Uracil-DNA
glycosylase

n I n T |]|] I synthése n I [l [”] I

u‘uAuu|< |||||.G|||||
ADN |

” l ” T ”” l AP-endonulease

TITT T !

A 00 S N1l T - Il

002 N1 0

Polymerase/dRPase

J A0 SNl
Réparation

Figure 8 : Modéle de déamination de I’ADN et implication de AID.

AP-endonuclease : apyrimidic endonuclease APE1; dRPase : 5'desoxyribophosphodiesterase.
(Neuberger et al., 2003).
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La lignée humaine Ramos, possédant la capacité d’hypermuter in vitro, a été utilisée
pour évaluer I'implication de AID dans un autre contexte. Le taux de mutations observé dans
la région variable des différents clones est proportionnel au niveau d’ARNm de AID. Les
mutations induites par AID semblent se localiser sur des « hotspots » riches en G ou C,
souvent localisés dans des motifs du type RGYW ou WRCY. L'action de AID a été également
étudiée dans des hybridomes représentatifs du stade plasmocytaire. Cette étude a révélé
gue AID était suffisante pour induire I’hypermutation somatique dans ces cellules (Martin
and Scharff, 2002). Il a également été démontré que cette protéine pouvait induire des
mutations dans des cellules non B (Yoshikawa et al., 2002). Ceci suggere que AID agirait

seule ou que les cofacteurs nécessaires a son action sont ubiquitaires.
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2.3 LA COMMUTATION ISOTYPIQUE

La spécificité antigénique des Ig est déterminée par les régions variables des chaines
lourdes et légéres des Ig. Les fonctions effectrices, en revanche, dépendent des régions
constantes des chaines lourdes et varient selon les isotypes. Au cours de la stimulation
antigénique, les lymphocytes B matures synthétisent dans un premier temps des IgM qui
sont par la suite remplacées par des lg d’isotypes différents: c’est la commutation
isotypique. Ce phénoméne, qui affecte les chaines lourdes, rapproche le segment VDI
réarrangé d’'un nouveau segment constant de classe différente par un processus de
recombinaison somatique. Les lymphocytes B matures peuvent alors exprimer et sécréter

des IgG, IgA ou IgE (Figure 9).

VD) Cu Cé Cy3 Cyl Cy2b Cy2a Ce Ca LCR3
Eu g, Sy3 Syl Sy2b [ Sy2a Se Sa
— :>|:|—c>|: e - 0-0
ARNmM p/6 transcrit ge,fminal I transcrit germinal €
o

Réarrangement de switch !

VDI £ Ca
511/ Se Sa

o 00— 00—
LCR3’

Eu

v

ARNm ¢

Figure 9 : Exemple de réarrangement de « switch » : commutation de classe vers les IgE.

Les exons codants sont représentés par des rectangles beiges, les introns par des traits fins,
les régions S par des ellipses et les activateurs par des cercles.
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2.3.1 Les différents isotypes.

L'lgG est I'isotype prédominant dans le sang et la lymphe. Les différentes sous-classes
d’lgG ont des fonctions effectrices différentes : les 1gG3 jouent un réle important dans la
réponse antibactérienne et est trés efficace dans la phagocytose. Les IgG2a sont
prédominantes dans les réponses antivirales. Elles peuvent activer le complément et sont
particulierement efficaces dans le role de médiateur de la cytotoxicité en liant les récepteurs
Fc sur les macrophages. Dans les réponses T-dépendantes, les IgG1 sont I'isotype dominant
dans la lutte contre les infections virales et parasitaires. La voie du complément n’est pas

activée mais les IgG1 stimulent la phagocytose efficacement.

Les IgA sont prédominantes dans les sécrétions (respiratoires, digestives ou génitales)

et sont fortement résistantes a la protéolyse enzymatique.

Les IgE sont impliquées dans la défense parasitaire, mais peuvent également médier
les réactions d’hypersensibilité. Les mastocytes et basophiles expriment des récepteurs a
haute affinité pour IgE (FceRl) qui peuvent lier les IgE monomériques en absence de I'Ag. Les
Ag spécifiques induisent I'agrégation des complexes IgE-FceR entrainant la sécrétion

d’histamine impliquée dans les réactions d’hypersensibilité.

2.3.2 Les régions S

Les sites de recombinaison sont appelés régions « switch » (S) et sont composés de
motifs répétés, riches en G/C, situés en 5’ de chacun des génes constants, a I'exception de
C& (Figure 9). Les séquences Sy, Se et Sa sont composées de pentaméres tels que GGGGT,
GAGCT et GGGCT. La région Sy contient également ces éléments mais se distingue par la
longueur de ces segments répétés (Dunnick et al., 1993). La taille des régions S varient de 1

kb (Se) a 10 kb (Sy1).

La recombinaison a lieu entre différents sites localisés dans les régions S. Les étapes
de reconnaissance et de clivage demeurent mal comprises. Des cassures a la fois double et
simple brin pourraient étre impliquées dans l'initiation de la commutation de classe (Chen et

al., 2001). De fréquentes mutations sont retrouvées au voisinage des points de cassures
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(Kenter, 2003; Manis et al., 2002). Les cassures d’ADN situées dans les régions S sont suivies
d’une étape de réparation et de ligation impliquant le mécanisme NHEJ et les processus de
réparation ubiquitaires, tels que les mécanismes de réparation des « mismatchs ». L’ADN
intermédiaire, sous forme circulaire, est supprimé et la région constante cible se trouve a

proximité de la région VDJ (Figure 9).

2.3.3 Roles des cytokines

Différents modeéles d’études ont mis en évidence le contréle de la production des
différents isotypes par les cytokines telles que I'interleukine 4 (IL-4) (commutation vers IgG1
et IgE), I'interféron-y (IFN-y) (commutation vers IgG2a) ou le « transforming growth factor »
(TGF-B) (commutation vers IgA et IgG2b). En plus des cytokines, les signaux issus des
contacts entre cellules T et B sont impliqués dans la commutation de classe. L'élément le
plus important dans ces contacts est CD40-L exprimé sur les cellules T activées. Il induit, en
synergie avec I'lIL-4, la prolifération des cellules B. Le signal médié via CD40 induit la

commutation de classe vers la majorité des isotypes.

......

transcriptionnelle des génes constants. L'induction ou la suppression de la transcription
germinale par les cytokines sont directement corrélées a la commutation de classe vers
I'isotype correspondant. L’action des cytokines semble s’exercer essentiellement au niveau
des promoteurs germinaux. Des sites de fixation de certains facteurs de transcription dans
les promoteurs germinaux ont été identifiés et agissent en réponse a I’action des cytokines.
Les cytokines induiraient I'expression de plusieurs protéines, qui aprés avoir formé un
complexe, se fixeraient sur les promoteurs germinaux (Delphin and Stavnezer, 1995; Warren
and Berton, 1995). Par exemple, la stimulation in vitro des cellules B par le LPS induit la
transcription germinale de y3 et y2b par le recrutement du facteur de transcription NF-kB. Le
LPS et I'lL-4 induisent quant a eux la transcription germinale de y1 et £ par le recrutement de

plusieurs facteurs de transcription.
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2.3.4 Transcription germinale et commutation de classe

Avant la commutation, les cellules B activées expriment un ou plusieurs ARN appelés
transcrits germinaux codés par les différents génes constants. Ce phénoméne de
transcription germinale se déroule aussi bien sur I'allele exprimé que sur 'alléle exclu (Delpy
et al., 2003). Tous les transcrits germinaux ont une structure analogue présentant un site
d’initiation localisé en 5 de chaque région S, site encore appelé promoteur |. Aprés
initiation, la transcription se poursuit a travers la région S et les régions constantes jusqu’aux
sites de polyadénylation (Dudley et al., 2005). L'épissage se fait normalement entre I'exon |
et le site accepteur de CH1. La présence de nombreux codons stop rend ces transcrits

stériles (Goodman et al., 1993), (pour revue (Chaudhuri and Alt, 2004)).

Le fait que tous les transcrits germinaux aient la méme structure suggére qu’ils
exercent, par eux-mémes, une fonction importante. Des mutations ciblées qui abolissent ou
alterent la structure de ces transcrits indiquent qu’ils sont nécessaires au mécanisme de
commutation isotypique (Bottaro et al., 1994). La transcription en elle-méme n’est pas
suffisante pour obtenir la commutation de classe, puisque le remplacement de I'exon le par
un promoteur efficace (En associé au promoteur pVy) conduit a une transcription normale,

mais ne permet pas la commutation de classe (Bottaro et al., 1994).

La corrélation entre la synthése des transcrits germinaux et la commutation
isotypique a conduit a proposer un modele basé sur I'accessibilité de la chromatine. Grace a
la transcription germinale, les régions S deviendraient accessibles a des facteurs agissant en
trans (Stavnezer-Nordgren and Sirlin, 1986; Yancopoulos and Alt, 1986). Au regard de cette
hypothése, il a été montré que les géenes constants, en cours de commutation, étaient
hypométhylés, hyperacétylés et présentaient des sites d’hypersensibilité a la DNase | dans le
promoteur germinal (Berton and Vitetta, 1990). Cependant, I'hyperacétylation des histones
des régions S et des promoteurs germinaux ne suffit pas a induire la commutation isotypique

sans transcription germinale (Nambu et al., 2003).

La transcription germinale pourrait également aboutir a la formation de structures
particuliéres, au niveau de I’ADN, qui seraient la cible de AID pour initier le clivage de ’'ADN

et déclencher la commutation de classe (pour revue (Chaudhuri and Alt, 2004)). Quatre
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modeles de structures ont été proposés : les quartets G (Dempsey et al.,, 1999), les stem-
loops (Tashiro et al., 2001), la boucle R (Yu et al., 2003) et la bulle stabilisée par RPA
(Protéine de Réplication A) (Chaudhuri et al., 2004) (Figure 10). De ces quatre structures,
seul le modele de la boucle R simple brin a été démontré in vivo (Yu et al., 2003). Ces boucles
contiennent un hybride stable ARN-ADN sur le brin riche en G et une région simple brin au

niveau de la séquence riche en C.

: Hybrides ARN-ADN

Transcription
Démontré ADN simple brin
in vivo

. R loop

ARN

Hypothétique

Hypothétique

............. » T

Bulle stabilisée

@. par RPA

Figure 10 : Structures générées par la transcription lors de la commutation de classe.

Les transcrits des régions S peuvent s’associer de facon stable au brin d’ADN matrice pour
former des hybrides ARN-ADN, dans lesquels le brin non matrice peut, en théorie, adopter
différentes structures (quartets G, stems loops ou bulles) ou peut rester simple brin (R loop).
RPA : protéine de réplication A. (Chaudhuri and Alt, 2004).
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2.3.5 Le role de AID dans la commutation de classe

AID semble intervenir dans l'initiation de la commutation de classe en générant des
uraciles par la déamination des cytosines dans les régions S (Chaudhuri and Alt, 2004). Ces
régions comportent plusieurs motifs GAGCT dans lesquels G et C correspondent a des « hots
spots » de déamination comparables a ceux de I’hypermutation somatique. La génération
d’ADN simple brin au cours de la transcription germinale des régions S semble étre
impliquée dans le ciblage de I’action de AID vers les régions riches en GC (Chaudhuri and Alt,
2004; Chaudhuri et al., 2003) (Figure 11). A la suite de la déamination des cytosines par AlD,
I'action de UNG élimine l'uracile entrainant la formation d’un site abasique. APE 1
(apurinic/apyrimidique endonuclease 1) génére une coupure au niveau de ce site.
Cependant, des données récentes impliquent plutét le complexe MRN (Mrel1/Rad50/Nbs1)
dans ce clivage (Larson et al., 2005). Les coupures sont ensuite réassociées par un processus
nécessitant I'intervention de nombreux facteurs protéiques tels que H2AX (histone 2A family
member X), 53BP1 (p53 binding protein), mutL homologue 1 (MLH1), I'ataxia telangiesctasia
mutated (ATM) et DNA-PKcs. La commutation de classe est complétement achevée lorsque
les deux régions S fusionnent selon un processus faisant intervenir la voie NHEJ (Chaudhuri

and Alt, 2004) (Figure 11).
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Figure 11 : Role de AID dans la commutation isotypique.

La transcription germinale génére des boucles R a I'origine de la formation de substrats ADN
simple brin. A la suite de la déamination des cytosines, I'action de UNG élimine I'uracile
entrainant la formation d’un site abasique. APE 1 génére une coupure au niveau de ce site.
Les coupures sont ensuite réassociées. La commutation de classe est complétement achevée
lorsque les deux régions S fusionnent. (Chaudhuri and Alt, 2004).
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3 REGULATION DES GENES DU LOCUS IgH

3.1 LES PROMOTEURS

Les promoteurs des genes de chaines lourdes et légéres d’lg se situent en amont de
chaque région V et assurent un niveau basal de transcription. Leur activité est comprise dans
une région d’environ 250 pb en amont du site d’initiation de la transcription. L'ensemble des
promoteurs des genes d'lg possedent une séquence octamérique trés conservée en amont
de la TATA box : ATGCAAAT dans les promoteurs des genes de chaines lourdes (pVy), ou la
séquence inversée ATTTGCAT dans les promoteurs de chaines légéres (Falkner and Zachau,
1984; Parslow et al., 1984) (Figure 12). Des études de transfections stables (Dreyfus et al.,
1987; Mason et al., 1985; Wirth et al., 1987) et de transgénése chez la souris (Jenuwein and
Grosschedl, 1991) ont montré que la spécificité cellulaire des promoteurs d'lg pouvait en
partie étre expliquée par la présence des séquences octaméres. Eléments essentiels des
promoteurs des régions V, les sites octaméres sont retrouvés également au niveau des
activateurs transcriptionnels situés en 5' (Eu) et 3' (LCR) du locus IgH. Ces séquences sont
entre autres reconnues par les facteurs Oct-1, exprimé de facon ubiquitaire, et Oct-2,
spécifique a la lignée B. La forme en « hélice-boucle-hélice » du domaine de liaison a I'ADN
permet une forte affinité pour I'ADN. Ces deux protéines activent efficacement la
transcription a partir d’'un promoteur d'immunoglobuline mais uniquement dans la lignée B

(LeBowitz et al., 1988; Pfisterer et al., 1994; Pierani et al., 1990).

Un co-activateur appelé OCA-B interagit physiqguement avec les facteurs Oct-1 et Oct-
2. Il facilite I'activation transcriptionnelle d’'un promoteur d’lg par Oct-1 ou Oct-2 (Luo et al.,
1992; Luo and Roeder, 1995; Pierani et al., 1990). Cependant, des souris déficientes en Oct-2
et OCA-B ont un développement B précoce normal (Schubart et al.,, 2001). OCA-B semble
utile a la commutation de classe, a la formation de centres germinatifs et a la différenciation
terminale conduisant a la sécrétion de certaines sous-classes d’lg (Kim et al., 1996; Schubart
et al.,, 1996; Schubart et al.,, 2001). La simple inactivation du géene Oct-2 chez la souris
entraine un blocage de la prolifération des cellules B ainsi qu'un défaut dans la sécrétion d'lg

suite a une stimulation antigénique (Corcoran and Karvelas, 1994; Corcoran et al., 1993). Ces
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résultats suggerent que Oct-2 est important dans les stades tardifs de la différenciation des
lymphocytes B alors que I'activation transcriptionnelle semble pouvoir étre initiée de fagon

égale par I'un ou l'autre des facteurs Oct (Pfisterer et al., 1994; Schubart et al., 2001).

En plus de I'octamere, les promoteurs pVy contiennent une séquence heptamérique
(Figure 12). Cet heptamere est nécessaire pour assurer, en association avec I'octamére, une
activation spécifique et optimale du promoteur (Eaton and Calame, 1987). L'octameére et
I’heptamere lient in vitro les mémes facteurs de transcription Oct et semblent avoir une
interaction coopérative (Kemler et al., 1989; Poellinger et al., 1989). D’autres éléments ont
été localisés en amont de I’heptamere : une région riche en pyrimidines (Eaton and Calame,
1987) de fonction inconnue, un motif reconnu par le facteur de transcription Ig/EBP-1 et un

motif uE3.

USF (X)
lg/EBF
IEES 8 NE-ILE @ TFIID
/i I
PV, _[ WE3 ]—[c/esp TATA VD)
Q} Oct
OCA-B

Figure 12 : Les promoteurs pVy,

Les différents motifs fixant des activateurs transcriptionnels sont indiqués. La fleche coudée
indique le site d’initiation de la transcription. Les motifs heptamere et octamére sont
représentés par des ellipses grises. (Ernst and Smale, 1995).

Des promoteurs ont également été décrits en amont de chaque gene des régions
constantes des chaines lourdes d'lg, a I'exception de C&. Ce sont les sites d'initiation de la
transcription germinale. Les activateurs situés en amont des promoteurs germinaux jouent
également un réle important dans la commutation isotypique. Le mieux caractérisé est celui

de lyl. Une région de 150 pb située en amont de lyl contient un activateur inductible par
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I'lL-4. Dans cette région, on note aussi la présence de séquences consensus liant des facteurs

de transcriptions tels que C/EBP (Xu and Stavnezer, 1992).

3.2 ’ACTIVATEUR INTRONIQUE Epn

L’activateur intronique Eu fut le premier découvert au sein du locus IgH. Il est localisé
dans l'intron entre le dernier segment J, et le géne Cu (Banerji et al., 1983). Il est entouré
par deux régions d’attachement a la matrice (MAR : « Matrix Associated Region ») (Figure
13). Cet élément semble actif tout au long du développement B. Sa localisation en amont de
Su lui permet d’étre préservé de tous les événements de recombinaisons survenant dans le
locus. Ep régule positivement les réarrangements V(D)J et la transcription initiée au niveau
de multiples promoteurs du locus IgH (Chen et al.,, 1993; Engler et al., 1991; Serwe and

Sablitzky, 1993).

Eu fixe de nombreux facteurs parmi lesquels Oct-1 et Oct-2 que nous avons évoqué
précédemment (pour revue (Ernst and Smale, 1995)). La région centrale de Eu (« core » de
Epn) contient les sites WE5, HE2, uA, BE3 et uB (Figure 13). Cette région fixe des protéines
activatrices de la famille « hélice-boucle-hélice » dont les produits du géne E2A. Ce dernier,
apres épissage alternatif, produit trois protéines: E12, E47 et E5-2. Les souris déficientes
pour E2A ont un développement B bloqué aux stades précoces (Bain et al., 1994; Zhuang et
al., 1994). La liaison des produits du géne E2A a I’ADN peut étre inhibée par des régulateurs
négatifs tels que Id1, Id2 et Id3 (pour revue (Murre, 2005)). Des protéines nommeées ZEB,
exprimées de maniére ubiquitaire et se fixant aux sites uE4 et UE5, pourraient jouer un réle
répresseur de Eu dans les cellules non B. L’activation de la transcription par PU.1, qui se fixe
au niveau du site uB, dépendrait de la fixation des protéines adjacentes Ets-1 et TFE3 sur les

sites respectifs adjacents YA et uE3 (pour revue (Ernst and Smale, 1995)).
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Figure 13 : Sites de fixation et facteurs trans-activateurs au niveau de I’élément Ep.

Les sites de fixation et les facteurs nucléaires sont indiqués. (Ernst and Smale, 1995).

Le rble de Ep a été étudié grace a des KO concernant Ep et/ou les régions MAR
adjacentes. Ainsi, le remplacement de Eu par un oligonucléotide entraine une diminution,
mais pas le blocage des réarrangements V(D)J (Serwe and Sablitzky, 1993). La diminution des
réarrangements DJy est modérée tandis que les réarrangements Vu-DJy sont fortement
inhibés. Les auteurs de cette étude ont alors suggéré l'existence d’autres éléments cis-
régulateurs controlant les réarrangements au sein du locus IgH. Le remplacement de Eu par
une cassette pgk-néo” induit une diminution drastique des réarrangements, de la
démeéthylation du locus ainsi que de la transcription germinale. Un phénotype similaire est
observé lorsque l'insertion de pgk-néo" a lieu dans la région 5’MAR 100 nucléotides en
amont de EY, mais ce remplacement n‘empéche pas la déméthylation. En revanche, le

remplacement d’une région de 700 pb en aval de Eu par un fragment pgk-néo’ n’a pas
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d’effet (Chen et al., 1993). L'intégrité de Eu et des séquences flanquantes situées en amont

est donc nécessaire pour obtenir des réarrangements efficaces.

La délétion propre de Ep, c'est-a-dire avec suppression du géne néo', par I'utilisation
de blastocystes RAG2-/-, a montré que Ep était nécessaire et suffisant pour les
recombinaisons V vers DJ (Sakai et al., 1999). Cependant, les réarrangements D vers J ne
sont que partiellement affectés, ce qui suggére I'existence d’autres éléments de controle. De
plus, la délétion des régions MAR n’a pas révélé de phénotype remarquable. Une étude
récente basée sur des souris homozygotes pour la délétion du « core » Ep (n’incluant pas les
MAR) a confirmé le réle de cet activateur dans la recombinaison des segments D vers J
(Perlot et al., 2005). Elle a également montré que I'absence de Ep diminue mais ne bloque
pas la recombinaison de classe. Enfin, Eu ne semble pas avoir d’effet sur le phénoméne

d’hypermutation somatique.

L'ensemble de ces résultats suggére une corrélation entre transcription germinale et
réarrangements VDJ. Deux transcrits germinaux sont détectés dans le locus IgH avant tout
réarrangement : p0 initié au promoteur DQ52 et Iu. Le remplacement de Ep par le géne néo’
bloque la transcription p0 et les réarrangements Vy-DJy. La délétion propre de Ep inhibe
fortement Vy-DJy mais n’a qu’un effet modéré sur la recombinaison D-Jy. Ce phénotype
confirme le réle central de En dans la régulation de I'accessibilité du locus IgH et de la
transcription germinale mais suggére fortement la présence d’autres éléments de contréle

(Perlot et al., 2005; Sakai et al., 1999).

Le r6le des MAR n’est pas encore totalement élucidé. Ces régions seraient impliquées
dans l'interaction avec le facteur de transcription spécifique du locus IgH des cellules B
Bright (pour « B cell regulator of IgH transcription ») qui activerait Ep (Kaplan et al., 2001;
Zong et al., 2000). Une hypothése serait que I'ensemble Eu-MAR régule négativement les

cellules non B.
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3.3 LE PROMOTEUR/ACTIVATEUR DQ52

DQ52 est I'un des douze segments de genes D appartenant au locus IgH. Il présente

plusieurs caractéristiques qui font de lui un segment de géne particulier :

e |e segment DQ52 est préférentiellement utilisé lors des premiers réarrangements DJ

au cours de l'ontogénie (Bangs et al., 1991; Tsukada et al., 1990).

e DQ52 est le seul segment D a étre transcrit bien avant la survenue des premiers
réarrangements V(D)) (Alessandrini and Desiderio, 1991; Li et al., 1996). Ces transcrits
germinaux (H0) peuvent étre considérés comme l'un des indicateurs les plus précoces de
I'engagement vers la lignée B (Li et al., 1996) et leur transcription pourrait étre un préalable
nécessaire a l'accessibilité de la région D-J a la recombinase V(D)J (Thompson et al., 1995). Ils
sont initiés, aussi bien chez I'nomme que chez la souris, au niveau d'une séquence située
immédiatement en amont du segment DQ52. Une analyse de la région située en 5' de DQ52,
réalisée a partir de précurseurs B humains, a révélé de nombreux sites potentiels de fixation

pour des facteurs nucléaires comme E2A, Ets, NF-kB et AP2 (Thompson et al., 1995).

L’activateur situé en 5 de DQ52 a finalement été caractérisé par Kottmann et al.
(1994). Il constitue un promoteur-activateur synergique de Ep (Kottmann et al., 1994). Les
résultats obtenus apres délétion de cet activateur chez la souris montrent une altération
dans l'utilisation des segments Jy les plus éloignés de DQ52. La délétion de cet activateur
chez la souris n’inhibe pas le réarrangement DJy et ne bloque pas la transcription p0. En
revanche, une diminution des réarrangements impliquant J43 et J44 est observée (Nitschke
et al., 2001). La délétion conjointe de cet élément avec Ep a révélé que DQ52 n’était pas
requis pour le réarrangement DJy et pour la transcription p0 (Afshar et al., 2006). Ceci
suggere l'existence d’autres éléments de contréle dans le locus IgH qui régulent le

réarrangement DJy et la transcription.
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3.4 LA REGION REGULATRICE SITUEE EN 3’ DU LOCUS IgH

3.4.1 Découverte de la région 3’IgH

L’activateur intronique Ep intervient dans I'expression tissu-spécifique des genes d’lg
durant le développement lymphocytaire B. Il a, ainsi, été longtemps considéré comme
I’élément majeur de régulation du locus IgH. Cependant, la délétion spontanée de Eu dans
certaines lignées cellulaires, notamment de plasmocytomes de souris, n’affecte pas le niveau
d’expression de la chaine lourde des immunoglobulines (Aguilera et al., 1985; Klein et al.,
1984; Wabl and Burrows, 1984; Zaller and Eckhardt, 1985). Il a été également observé que
certaines translocations réciproques rapprochant I'oncogéne c-myc du gene Cy2b
permettent une forte expression de c-myc méme si la translocation entraine la disparition de
En (Neuberger and Calabi, 1983). Deux hypothéses ont alors été émises afin d’expliquer ces

phénotypes :

e Eu serait nécessaire a I'activation de la transcription mais pas a son maintien (Zaller

and Eckhardt, 1985).
e D’autres activateurs transcriptionnels seraient présents au niveau du locus IgH.

C'est finalement la seconde proposition qui s’est révélée exacte suite a la
caractérisation d’une lignée cellulaire présentant une délétion d’environ 4 kb
immédiatement en 3’ de Ca et manifestant une diminution de la transcription (Gregor and
Morrison, 1986). Cette région est donc une candidate potentielle pour contenir des
éléments cis-régulateurs d’autant qu’elle n’est jamais affectée par les divers réarrangements

qui ont lieu au sein du locus IgH.

L’équipe de Petterson a été la premiére a s’intéresser a la région 3’IgH et a découvert
la présence d’un activateur transcriptionnel 25 kb en aval de Ca chez le rat. Des expériences
de transfections transitoires, utilisant le géne humain de la B-globine, ont montré qu’il était
actif spécifiguement dans la lignée lymphocytaire B quelle que soit son orientation
(Pettersson et al., 1990). Son équivalent chez la souris, appelé 3'aE, a été localisé 16 kb en 3’

de Ca (Dariavach et al., 1991; Lieberson et al., 1991). Les deux activateurs, de rat et de
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souris, ont une structure trés similaire bien qu’ils soient en orientation opposée. lls
présentent 82% d’homologies et sont entourés de séquences répétées inversées. Un second
activateur a été identifié seulement 2 kb en aval du géne Ca chez la souris. Il s’agit de Ca3’
(Matthias and Baltimore, 1993). La caractérisation des sites hypersensibles a la DNase | (sites
hs) a permis de confondre I'élément 3’aE avec les sites hsl et hs2 (Giannini et al., 1993). Par
cette technique, deux autres éléments cis-activateurs ont pu étre mis en évidence : hs3 et
hs4, localisés respectivement a 29 et 33 kb en 3’ de Ca (Madisen and Groudine, 1994;

Michaelson et al., 1995).

Une analyse plus approfondie par séquencage de la région 3’IgH a montré que les
activateurs Ca3’E, 3'alE et hs3 constituent un palindrome qui s’étend sur plus de 20 kb, avec
un axe de symétrie correspondant a 3'cE (Chauveau and Cogné, 1996). De longues
séquences répétées et inversées flanquent cet élément de fagcon symétrique. Les éléments
Co3’E et hs3 présentent 97% d’homologies entre eux mais sont en orientation opposée au

sein du locus IgH (Figure 14).

Pour plus de clarté dans notre exposé, nous adopterons la nomenclature proposée
par Saleque et al. concernant les activateurs 3’ du locus IgH. Ainsi, de 5" vers 3’, Ca3’E
correspond a hs3a, 3’aE a hs1,2, hs3 a hs3b et enfin, hs4 a hs4 (Saleque et al., 1997). Trois
autres sites hs, sans réle activateur, ont été découverts en aval de hs4. Il s’agit de hs5, hs6 et

hs7 (Garrett et al., 2005).

Chez ’'homme, les genes constants sont dupliqués en deux blocs, séparés d’environ
35 kb. Trois équipes ont pu mettre en évidence des éléments similaires aux activateurs
murins. Ces éléments sont au nombre de trois et sont localisés en aval de chaque géne o
(Figure 14). Il s’agit de hs3 (Mills et al., 1997; Pinaud et al., 1997), hs1,2 (Chen and Birshtein,
1997; Mills et al., 1997; Pinaud et al., 1997) et hs4 (Mills et al., 1997). Comme chez la souris,
hs1,2 est entouré de régions répétées et inversées d’environ 2 kb mais leurs séquences
different totalement de celles des régions flanquant I’élément hs1,2 de la souris. L’activateur
hs3b n’est pas présent chez 'lhomme. Il existe un polymorphisme complexe pour hs1,2. En
effet, I’étude par southern blot des régions situées en 3’ des genes al montre un

polymorphisme de taille de fragments de restriction (RFLP) (Pinaud et al.,, 1997).
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L'amplification de hs1,2 par PCR montre également un polymorphisme de taille,
correspondant a un nombre variable de régions répétées en tandem (VNTR) ou mini-

satellites au sein méme des séquences activatrices (Denizot et al., 2001).

Des ilots de séquences riches en CpG sont présents en aval de chaque activateur hs4

humain (Sadhu et al., 1997), mais leur fonction n’a pas été définie.

pVy ly3 lyl ly2b ly2a le la

hs3a hs1,2 hs3b hs4

0—0 0—0-
- - P |
IR1 IR3 IR3 IR1’
4—

—
IR2 IR2’
—
TR1
|
TR2
B. [
pPVy TR3

VvVDJ GC. Ccé Cyl Ce Cal Cy2 Cyl Ce Ca2
Ep hs3 hsl,2 hs4 CpG

hs3 hsl,2 hs4 CpG

Figure 14 : Structure des loci IgH chez la souris et I’homme.

Les génes constants sont représentés par des rectangles gris, les activateurs par des ellipses
rouges, les régions répétées en tandem (TR) et répétées inversées (IR) sont positionnées en
3’ des genes a.

A : Locus murin. Les ellipses jaunes représentent les régions S et les rectangles verts les
régions d’ancrage a la matrice (MAR), les promoteurs germinaux sont signalés par des
fleches coudées.

B : Locus humain. Les régions en 3’ des genes al et a2 contiennent des activateurs et des
régions riches en G+C (ellipses bleues).
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3.4.2 Activité de la région 3’IgH au cours du développement B

L'activité des différents éléments cis-régulateurs situés en 3’ du locus IgH a surtout
été appréciée par des expériences de transfections dans des lignées cellulaires établies

correspondant a des stades B définis, et plus récemment par des modeéles transgéniques.

Ainsi, il a été montré que I'élément hs1,2 de rat est actif aux stades B tardifs avec une
activité maximale au stade plasmocytaire (Pettersson et al., 1990). L’élément hs1,2 de souris
est un activateur plus faible (25% de I'activité de Eu) également actif aux stades B tardifs
(Dariavach et al., 1991; Lieberson et al., 1991). Cependant, les résultats obtenus dans les
lignées B matures sont contrastés (Dariavach et al., 1991; Fulton and van Ness, 1994). Des
souris transgéniques contenant un gene rapporteur placé sous le contréle de hs1,2 de souris
montrent une expression importante dans les cellules B activées. Toutefois, la spécificité B
de cet élément pris isolément n’est pas compléte puisqu’une expression faible a été
détectée dans d’autres tissus tels que le thymus, le cceur et le rein (Andersson et al., 1999;
Arulampalam et al., 1994). Des expériences de transfections transitoires utilisant le gene CAT
(chloramphénicol acétyltransférase) ont montré que I'activité de hs3a est faible (5 a 15% de
I'activité de Ep) et qu’elle n’est détectée qu’au stade B mature et plasmocytaire (Matthias
and Baltimore, 1993). Des résultats similaires ont été obtenus avec hs3b (Madisen and
Groudine, 1994). Enfin, hs4 est également considéré comme un activateur faible mais
semble actif tout long du développement B, depuis le stade pro-B jusqu’au stade

plasmocytaire (Madisen and Groudine, 1994; Michaelson et al., 1995).

Ces profils d’expression corrélent assez bien avec le profil de méthylation de la région
3’ du locus IgH. En général, la région 3’ est hyperméthylée au stade B précoce et se
déméthyle au cours de l'ontogénie B jusqu’au stade ultime, c'est-a-dire le stade

plasmocytaire (Giannini et al., 1993).

3.4.3 Synergies entre les éléments 3’ du locus IgH

La répartition et la multiplicité des éléments cis-activateurs du locus IgH laissent
penser que ceux-ci pourraient agir de facon concertée pour activer la transcription. Il faut

noter que la région 3’ est séparée de Epn d’environ 200 kb avant la recombinaison de classe
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et que les quatre hs sont distants de plusieurs kilobases. De plus, ils constituent, a

I’exception de hs4, un palindrome centré sur hsl,2.

Les premiéres données expérimentales suggérant une synergie entre les différents
activateurs du locus IgH proviennent de I’analyse de cellules plasmocytaires transfectées par
un vecteur contenant un gene | réarrangé placé sous le contréle d’'un promoteur pVy. Cette
construction contient également El avec ou sans hs1,2. |l a été observé que I'ajout de hsl,2
permet d’augmenter la transcription d’un facteur deux a partir du promoteur pVy (Dariavach
et al., 1991). En utilisant la méme approche, I'équipe de Mocikat a montré que la distance
séparant Ep de hs1,2 a des conséquences importantes sur I'activation de la transcription
(Mocikat et al., 1993; Mocikat et al., 1995). Ainsi, hs1,2, placé en aval des exons constants, a
un effet synergique de I'’élément Ep. En revanche, la juxtaposition de hs1,2 a Ep annule tout
effet activateur. Hs1,2 semble interagir avec Eu de facon dépendante de la position et de la
distance. Pourtant, dans une étude utilisant le geéne rapporteur de la luciférase placé sous le
contréle du promoteur de la thymidine kinase, les auteurs n’ont pas pu mettre en évidence
de coopération entre Eu et hsl,2, en expression transitoire, quel que soit le stade de

développement B (Fulton and van Ness, 1994).

Suite a l'identification de hs3b et hs4, Madisen et Groudine ont étudié I'effet d’une
combinaison des quatre hs sur la transcription du géne humain de I’hormone de croissance
placé sous le controle d’'un promoteur c-myc humain ou d’'un promoteur de chaine légere.
Dans une lignée de plasmocytome, les deux promoteurs sont activés de facon modérée
qguand hs1,2, hs3b et hs4 sont utilisés séparément. En revanche, une forte activation de la
transcription est observée en présence d’'une combinaison des différents activateurs 3.
L’activation maximale est obtenue avec la combinaison hs1,2-hs3-hs4. Dans une lignée pré-
B, ni hs1,2, ni hs3 ne stimulent la transcription, méme si plusieurs copies de I'activateur sont

présentes. Hs4 permet une activation du promoteur (Madisen and Groudine, 1994).

Deux groupes se sont intéressés a la coopération entre Eu et les éléments 3’. Pour
cela, ils ont utilisé des vecteurs d’expression contenant le gene de la luciférase (Ong et al.,
1998) ou le géne CAT (Chauveau et al., 1998), chacun étant sous contréle d’un promoteur

pVh. Dans des lignées pré-B, en présence ou en absence de Ep, hs4 semble nécessaire pour
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permettre une activité de transcription. Cette activité est augmentée si on lui ajoute une
combinaison d’activateurs hs1,2 et hs3 (Chauveau et al.,, 1998; Ong et al.,, 1998). Pris
séparément, les éléments 3’ n"augmentent pas significativement I'effet de Eu. Par contre, la
combinaison de plusieurs éléments 3’ devient un puissant co-activateur de Ey, en particulier
guand I'association mime la disposition palindromique (Chauveau et al., 1998). Aux stades B
matures, le palindrome hs3a-hs1,2-hs3b stimule efficacement la transcription. Hs4 est utile
pour avoir une meilleure activité. L'effet le plus important est obtenu quand Ep est combiné
a hs3a-hs1,2-hs3b-hs4, indépendamment du stade de développement B (Chauveau et al.,
1998; Ong et al., 1998). Une partie de notre travail a consisté a confirmer in vivo les résultats

obtenus a partir de différentes lignées cellulaires, grace a des modéles transgéniques.

En résumé, aux stades précoces (pré-B), hs4 et En semblent prépondérants (mais
sont incapables de synergiser) (Chauveau et al., 1998) ; aux stades B matures, hs1,2 et hs3
deviennent actifs mais leurs effets continuent d’étre potentialisés par Ep et hs4 jusqu’au
stade plasmocytaire ou I'efficacité de la combinaison Ep-hs3a-hsl,2-hs3b-hs4 semble

optimale.

3.4.4 Région de controle du locus IgH (LCR)

La présence d’éléments activateurs, spécifiques de la lignée B et du stade de
développement, en 3’ du locus IgH a suggéré que cette région pouvait agir comme une
région de contrdle du locus (LCR : « locus control region »). Une LCR est définie comme une
séquence d’ADN capable, dans un systeme transgénique ou de transfection stable, de
conférer au gene associé une expression tissu-spécifique avec un taux transcriptionnel élevé
dépendant du nombre de copies et indépendant du site d’intégration (pour revue (Li et al.,
2002)). En général, les composants d'une LCR sont colocalisés avec des sites

d’hypersensibilité a la DNase I.

Madisen et Groudine ont été les premiers a suggérer que les éléments 3’IgH
constituaient une LCR, lors de transfections stables de plasmocytes ayant intégré c-myc sous
la dépendance de hs1,2, hs3b et hs4 (Madisen and Groudine, 1994). Ces trois éléments

conferent une expression indépendante du site d’intégration. Des souris portant un
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transgene ou le géne de la B-globine est sous la dépendance du promoteur pVy et des quatre
éléments 3’IgH, ont été obtenues (Chauveau et al., 1999). Cette construction mime le locus
endogene puisqu’elle respecte I'orientation et I'ordre des activateurs. L’analyse des animaux
a montré un haut niveau d’expression du transgene, indépendante du site d’intégration et
restreinte aux cellules B de la rate. En revanche, aucune corrélation stricte entre le nombre
de copies du transgene et le niveau d’expression n’a pu étre établie. L'ensemble de ces
résultats semble indiquer que la combinaison des quatre activateurs 3’ du locus IgH se
comporte comme une LCR partielle. Les auteurs de cette étude ont émis I’hypothése que
d’autres séquences seraient nécessaires pour que hs3a-hs1,2-hs3b-hs4 agissent comme une

LCR classique.

3.4.5 Protéines se fixant a la région 3’IgH

L'activité des éléments 3’ du locus IgH est finement régulée au cours du
développement B, grace notamment a lintervention de nombreux facteurs protéiques
trans-modulateurs. La LCR 3’IgH contient un grand nombre de séquences consensuelles

correspondant a des sites potentiels de fixation de facteurs agissant en trans (Figure 15).
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Figure 15 : Schéma des sites consensuels de fixation pour les facteurs nucléaires au niveau

de Ep et des activateurs 3’ du locus IgH.

Les sites pour lesquels la fixation a été démontrée apparaissent en noir. Les sites potentiels
sont en blanc. (Khamlichi et al., 2000).
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3.4.5.1 Protéines se fixant a hs1,2

Hs1,2 est I'élément le mieux caractérisé parmi les quatre activateurs 3’. Il est actif aux
stades B tardifs et contient de nombreux sites de fixation pour des facteurs nucléaires.
L’activateur hs1,2 de rat contient un motif consensus de fixation des facteurs Oct et des sites
présentant des homologies avec les motifs uE1, WE5, AP1, AP2 et AP4 (Pettersson et al.,
1990). Le coeur de cet activateur a été situé sur une séquence de 600 pb (Grant et al., 1992).
Cette région a été découpée en trois domaines fonctionnels A, B et C. Afin d’étudier plus
précisément chacun de ces fragments, ils ont été clonés dans un vecteur d’expression
contenant le géne de la B-globine et ont été testés pour leur activité transcriptionnelle. Le
domaine A présente une activité équivalente a 60% de celle de I'élément considéré dans sa
globalité. Les activités respectives des domaines B et C sont d’environ 30 et 25%. La délétion
du motif Oct, localisé dans le domaine A, n’abolit pas complétement ['activité
transcriptionnelle, suggérant I'existence d’autres motifs consensus. Le domaine B contient
trois motifs pE1, pA et un motif uB inversé. La perte du motif pE1 réduit I'activité de
transcription de facon drastique. Le domaine C contient un motif pE3 et n’est pas B
spécifique. Cependant, la spécificité lymphoide est retrouvée quand il est combiné aux
domaines A et B. Il a été suggéré que le site PE3 fixait des facteurs de la famille « hélice-
boucle-hélice » (HLH) (Grant et al., 1992). Le site uB peut lier des facteurs nucléaires issus de
cellules B ou non. Enfin, les motifs uB et pA semblent pouvoir fixer des protéines de la

famille Ets, contribuant a I'activité B spécifique de hs1,2.

L’équipe de Meyer a démontré la présence d’un site UE5, important pour I'activité de
hs1,2 de souris (Meyer et al., 1995). Si plusieurs copies de ce site sont placées en amont d’un
gene rapporteur, I'expression de ce géne peut étre induite dans une lignée plasmocytaire. Le
motif UE5 fixe les protéines E47 et E12, membres de la famille HLH, qui sont soumis a une
régulation négative par les protéines de la famille Id (pour revue (Kadesch, 1992)) telle que
Id3, exprimée aux stades B précoces mais inactive au stade plasmocytaire. Id3 empéche la

fixation du complexe E12/E47 sur le motif uE5 (Meyer et al., 1995).

Dans le domaine B de hs1,2, un site de fixation pour NF-kB a été identifié (Linderson

et al., 1997; Michaelson et al., 1996a). De méme, un site fixant le facteur NFE (protéine de la
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famille Ets) a été découvert a proximité du site NF-kB (Linderson et al., 1997). La mutation de
I'un de ces deux sites diminue considérablement I’activité de hs1,2 sur un gene rapporteur
dans des lignées plasmocytaires. Dans un systéme utilisant un vecteur d’expression
contenant un ou plusieurs sites NF-kB, les auteurs ont montré que plusieurs copies étaient
nécessaires pour augmenter la transcription. En revanche, la présence d’un site NF-kB et
d’un site NFE est suffisante pour entrainer une forte activité de transcription du gene
rapporteur, suggérant alors que les deux protéines entrent en synergie. Les facteurs
nucléaires recrutés au niveau du site NF-kB sont p50, c-Rel et p65 (Linderson et al., 1997).
Afin de savoir si p50 et/ou c-Rel régule I'activité de hs1,2 dans les cellules B normales,
Zelazowski et al. ont introduit un transgene B-globine, controlé par hsl,2, dans des souris
homozygotes pour la délétion de p50 ou de c-Rel (Zelazowski et al., 2000). Ils ont observé
qgue p50 augmente I'activité de hs1,2 dans les cellules B activées par du LPS tandis que c-Rel

est requis pour une induction optimale de hs1,2 dans les cellules B activées par CD40.

Parmi toutes les protéines se fixant a la région 3’IgH, le facteur BSAP (« B-cell-specific
activator protein ») a été le plus étudié. BSAP est le produit du géne Pax 5, exprimé dans la
lignée lymphocytaire B, du stade pro-B au stade B mature (Adams et al., 1992). Grace a un
épissage alternatif, quatre types de messagers différents peuvent étre produits : Pax 5 a, b, d
et e. Pax 5a est exprimé aux stades précoces de la différenciation B alors que la présence de
Pax 5b est restreinte aux stades B matures (Zwollo et al., 1997). Des souris homozygotes
pour la mutation de Pax 5 meurent, en général, au bout de trois semaines. Seuls 5% des
animaux atteignent I’'age adulte, et présentent alors un arrét complet du développement B a
un stade trés précoce. Aucune cellule pré-B, B et plasmocytaire n’est produite, indiquant un
role clé de Pax 5 dans la lymphopoiése B précoce (Urbanek et al., 1994). Il a été montré que
BSAP se fixe a de multiples sites du locus IgH et qu’il contréle la prolifération des cellules B,
la commutation isotypique et la transcription des genes de chaines lourdes aux stades B
tardifs (pour revue (Busslinger and Urbanek, 1995)). Une région capable de fixer BSAP a
d’abord été découverte en 5’ de hs1,2 mais son importance fonctionnelle n’a jamais été
démontrée (Liao et al., 1992). Au sein de I’élément hsl,2, deux sites liant le facteur BSAP ont
été identifiés dans le domaine A : un site de haute affinité appelé BSAPa et un site de faible

affinité appelé BSAPb (Neurath et al., 1994; Singh and Birshtein, 1993). Des expériences de
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transfections transitoires utilisant le gene CAT, sous la dépendance de hs1,2 normal ou de
hs1,2 muté (le site de fixation de BSAP est inactivé par mutagénése) ont été réalisées (Singh
and Birshtein, 1993). Il apparait que I'activité de I'élément hs1,2 muté est 5 a 6 fois plus
importante que celle de hs1,2 normal dans les cellules B (exprimant Pax 5). En revanche,
aucune différence significative n’est observée dans les cellules plasmocytaires (n’exprimant
pas Pax5). De méme, une étude dans la lignée de plasmocyte MOPC-15 (qui n’exprime pas
BSAP) montre que |'expression de BSAP régule négativement hs1,2 (Neurath et al., 1994).
L’ensemble de ces résultats suggére une répression active de hsl,2 aux stades B précoces

grace a l'intervention de BSAP.

Un site aP a été découvert dans hs1,2, a proximité du site BSAPa (Neurath et al.,
1995). Ce motif fixe un facteur nucléaire spécifique appelé NF-oP (appelé également PU.1)
et membre de la famille Ets. Cette protéine est exprimée dans les cellules B et se lie a aP au
stade plasmocytaire uniquement. La mutation de aP diminue I'activité de hs1,2 aux stades B
tardifs. Dans une lignée B mature, le blocage du site BSAPb, grace a un oligonucléotide
formant une triple hélice, autorise la fixation du facteur NF-aP sur son site et permet une
augmentation de I'effet de hs1,2. Dans des lignées B exprimant différents isotypes, il a été
montré que la fixation de NF-a.P sur son site (aprés blocage du site BSAPb) augmentait la
transcription des isotypes IgA, 1gG2b et 1gG3 mais pas IgM. Ces résultats suggerent que les
facteurs BSAP bloquent I'activation de hsl,2, aux stades B précoces, en empéchant la
fixation du facteur NF-oP sur son site (Neurath et al., 1995). Si le site aP est remplacé par un
site Elf-1, la répression médiée par BSAP n’a plus lieu (Linderson et al., 2001). Par la suite, il a
été démontré que BSAP pouvait recruter un corépresseur transcriptionnel de la famille
Groucho, Grg4, qui est nécessaire pour la répression induite par Pax5 de genes B spécifiques

(Linderson et al., 2004).

BSAP semble donc avoir un réle répresseur de I'activité de hs1,2. Pourtant, quand le
site BSAPb est cloné en amont du gene de la B-globine, il est capable d’activer la
transcription dans une lignée B, quel que soit son sens d’insertion (Singh and Birshtein,
1996). Les auteurs ont alors émis I’hypothése suivante : la fonction répressive de BSAP au

niveau de hsl,2 serait due a son interaction avec d’autres facteurs liant des séquences
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adjacentes. Il a ainsi été montré, par transfections transitoires, que les séquences entourant
les sites a et b sont essentielles a la régulation de hs1,2 par BSAP. La région située en 5’ du
site a est capable de fixer les facteurs Oct et NF-kB tandis que la région en 3’ du site b peut
fixer une protéine liant un motif riche en G (Michaelson et al., 1996a; Singh and Birshtein,
1996). La mutation de I'un ou l'autre de ces motifs entraine une augmentation de I'activité
transcriptionnelle dans les lignées B. Des mutations combinées de ces différents sites
démontrent cependant que les motifs BSAP sont nécessaires a la répression. La fixation des
facteurs Oct-1 et Oct-2 a été démontrée au site Octameére. Les auteurs ont proposé
I’existence d’une interaction entre la protéine BSAP et le domaine POU des facteurs Oct-1 et

Oct-2 (Singh and Birshtein, 1996).

3.4.5.2 Protéines se fixant a hs3

Deux octameéres imparfaits mais fonctionnels ont été identifiés dans hs3a (Matthias
and Baltimore, 1993). Il a été montré qu’ils lient les facteurs de transcription Oct-1 et Oct-2.

Cependant, aucune coopération entre ces deux facteurs n’a pu étre mise en évidence.

Les éléments hs3a et hs3b sont la cible, au niveau de sites MARE, de facteurs de la
famille Maf. Ces protéines constituent d’importants régulateurs de la différenciation
cellulaire. Elles contiennent un domaine riche en leucine (« basic leucine zipper » ou bZip)
qui médie les interactions protéine-protéine et la liaison a I’ADN. Les petites protéines de la
famille Maf (MafF, MafG et MafK) ne possédent pas de domaine de transactivation et sont
essentiellement composées de domaines bZip (pour revue (Blank and Andrews, 1997)).
Bach2 est une protéine dont I'expression est restreinte a la lignée B et au cerveau. Elle est
capable de former un hétérodimeére avec les petites protéines de la famille Maf et est
abondamment exprimée aux stades B précoces. Son expression diminue au cours de la
différenciation B pour atteindre un taux zéro au stade plasmocytaire. Bach2 agit avec MafK
en tant que répresseur (Muto et al., 1998). La production de souris déficientes en Bach2 a
mis en évidence le r6le majeur joué par cette protéine dans I’hypermutation somatique et la

recombinaison de classe (Muto et al., 2004).
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Récemment, deux sites Oct, deux sites BSAP et deux sites NF-kB ont été découverts
dans hs3b (Gordon et al.,, 2003). Dans la méme étude, il a été montré que le facteur de
transcription Ying Yang 1 (YY1) se liait au niveau de hs3b et activait la transcription
notamment en réponse au LPS et au LPS plus IL4. La protéine Rb inhibe cette liaison de
maniére dose-dépendante. Le LPS stimule I'hyperphosphorylation de la protéine Rb causant
ainsi la dissociation du complexe Rb-YY1 et permettant a YY1 de se fixer a hs3 (Gordon et al.,
2003). Enfin, Greenbaum et al. ont montré que le facteur de transcription E2A était capable

de fixer hs3b mais ne liait pas son homologue hs3a (Greenbaum et al., 2004).

3.4.5.3 Protéines se fixant a hs4

Hs4 est actif depuis les stades B précoces jusqu’au stade plasmocytaire. L'activité de
hs4 est controlée par les mémes facteurs qui répriment en méme temps hs1,2 : BSAP, Oct et
NF-kB (Michaelson et al., 1996b). La fixation des facteurs BSAP a hs4 a pu étre détectée aux
stades précoces mais pas au stade plasmocytaire tout comme Oct-1. Le complexe NF-kB (fixé
au site kB) est détecté, quant a lui, du stade pré-B jusqu’au stade plasmocytaire (Michaelson

et al., 1996b).

Dans des systémes utilisant des génes rapporteurs en expression transitoire, des
mutations dans les sites BSAP, Oct ou kB diminuent I'activité de hs4 dans les lignées B. Dans
une lignée pré-B, alors que les mutations effectuées dans les sites kB et Oct diminuent tres
significativement I'activité de hs4, une mutation du site BSAP conduit a un doublement de
I'activité transcriptionnelle (Michaelson et al., 1996b). Le role des facteurs BSAP semble donc
double, répresseur au stade pré-B puis activateur au stade B mature. Chez I'homme, il n’y a
pas de site BSAP au niveau de hs4. En revanche, il y a présence d’un site YY1 (Sepulveda et

al., 2004).
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3.4.6 Fonctions proposées de la région 3’IgH

3.4.6.1 Réplication

La description de la région contenant Eyu comme étant une origine de réplication
(Ariizumi et al., 1993) laissait envisager qu’il en soit de méme pour la région 3’IgH. Il a été
suggéré que le locus IgH faisait partie d’'un unique réplicon ayant pour point de départ la
région située en 3’ de Ca, la réplication se poursuivant vers les génes en amont. Dans les
cellules non B, Ca semble se répliquer trés précocement alors que les autres genes constants
se répliquent progressivement au cours du temps (Brown et al.,, 1987; Ermakova et al.,
1999). Au contraire, dans les cellules B, tous les genes C se répliquent de facon précoce, au
tout début de la phase S. Des études sur la réplication dans une lignée B de souris suggérent
gue des séquences en aval de Ca sont impliquées dans la régulation de ce processus, au
début de la phase S (Brown et al., 1987; Ermakova et al., 1999). Cependant, le maintien
d’'une méme chronologie de la réplication est constatée dans la lignée murine LP1-2, portant
une délétion de la région 3’IgH, excluant ainsi tout réle de cette région dans le contréle de la
réplication (Michaelson et al., 1997). Il semble, pour l'instant, que l'initiation précoce de la
réplication débute au niveau de régions situées en aval de la région 3’ et que des
changements dans l'initiation de la réplication se produisent au cours du développement B

sur les deux alleles (Ermakova et al., 1999; Michaelson et al., 1997; Norio et al., 2005).

3.4.6.2 Transcription germinale et commutation isotypique

Le remplacement de hs1,2 par un gene de résistance a la néomycine sous contréle
d’'un promoteur pgk (pgk-néo’), chez la souris, n’entraine pas de modification des
recombinaisons V(D)) mais altére la transcription germinale ainsi que la commutation
isotypique. La stimulation des splénocytes in vitro par le LPS ou LPS plus IL4 montre que
cette mutation, a I'état homozygote, diminue de facon drastique la transcription germinale
des génes constants y3, y2b, y2a et g, et par conséquent, la commutation de classe vers les
isotypes 1gG3, 1gG2b, 1gG2a et IgE. In vivo, les taux d’lgG3 et IgG2b sériques sont diminués

alors que les IgG2a et IgA sont normalement présentes, indiquant ainsi que seules certaines
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voies de la commutation de classe sont perturbées. Les isotypes IgM et 1gG1 ne sont pas

affectés (Cogné et al., 1994).

Un phénotype similaire est observé lorsque I'élément hs3a est remplacé par une
cassette pgk-néo' (Manis et al., 1998). Toutefois, la délétion de la cassette pgk-néo" grace a
I'action de la recombinase cre permet la restauration d’un phénotype sauvage pour la
délétion de hsl1,2 ou hs3a (Manis et al., 1998). Ces résultats suggerent ainsi que ni hs1,2 ni
hs3a ne sont requis pour la commutation isotypique ou qu’ils ont un réle redondant au sein

de la LCR 3’IgH.

Comment expliquer alors le phénotype observé lorsque hs3a ou hs1,2 sont remplacés
par une cassette pgk-néo’ ? Un défaut d’accessibilité des régions « switch » pourrait étre lié 3
I'inhibition de la transcription germinale ou a la perturbation du remodelage de la
chromatine. En effet, les activateurs 3’ agiraient grace a la formation de boucles permettant
une interaction physique directe entre un activateur et un promoteur rendu accessible selon
les stimuli (Arulampalam et al., 1997). Des phénomeénes de compétition entre promoteurs
pourraient notamment survenir a distance. Ainsi, le promoteur pgk du géne néo’ pourrait
priver certains promoteurs germinaux de facteurs de transcription (Cogné et al.,, 1994).
Alternativement, le géne néo’, ou son promoteur, pourrait jouer un rdle d’isolateur et
empécher la propagation d’influences activatrices provenant de la partie la plus en aval de la

région 3’IgH.

L’hypothése d’'une action polarisée de la région 3’IgH a été étayée par I'étude de
Seidl et al. (Seidl et al., 1999). Son équipe a montré que le remplacement du promoteur
IgG2b ou des exons € par une cassette pgk-néo" affecte dans le premier cas la transcription
germinale et la commutation vers Cy3, et dans le second cas la transcription germinale et la
commutation vers Cy3, Cy2b et Cy2a. Les recombinaisons vers Cyl et Ca ne sont quasiment
pas affectées. La compétition entre le promoteur pgk et les promoteurs germinaux
n’interviendrait qu’avec les génes en amont. Les génes en aval pourraient étre activés par la

région 3’IgH (Seidl et al., 1999).

Toutes ces études indiquent que les éléments de la région 3’IgH intervenant dans la

régulation de la commutation de classe se trouvent en aval de hs1,2. L'insertion d’une

-47 -



cassette pgk-néo” 2 kb en aval de hs4 n’entraine aucune altération de la sécrétion
d’'immunoglobulines. La commutation de classe vers tous les isotypes a lieu de fagon
normale (Manis et al., 2003). Ceci suggére que les éléments clés de la région 3’IgH se situent

dans un espace de 17kb situé entre I'élément hs1,2 et la région localisée 2 kb en aval de hs4.

La délétion conjointe des deux activateurs les plus distaux de la région 3’IgH (hs3b et
hs4) ou leur remplacement par une cassette pgk-néo" altérent la transcription germinale des
régions constantes et la commutation de classe vers tous les isotypes a I'exception de 1gG1
et IgM (Pinaud et al., 2001). Cet effet peut s’expliquer par le fait que les éléments hs3b et
hs4 (ou hs4 seul) sont des régulateurs clés de la transcription germinale ou bien par le fait
gu’il s’agit d’'un « effet dose » causé par la délétion de deux activateurs en méme temps.
Lorsque le locus IgH est exprimé sans les activateurs 3’ dans un chromosome artificiel chez
des souris transgéniques, la transcription germinale est altérée et la commutation de classe
est indétectable (Dunnick et al., 2005). Il est difficile de savoir précisément quels éléments
interviennent dans la régulation de la transcription et de la commutation isotypique. Hs3b et
hs4 sont essentiels. En revanche la délétion d’un seul activateur (hsl,2 ou hs3a) est plus

facilement compensée par les autres.

Une autre étude va en faveur d’un réle prépondérant des éléments hs3b et hs4 lors
des phénomenes de transcription et de commutation de classe. En effet, des souris
transgéniques contenant le promoteur germinal €, le gene Ce et la région Se placés sous
contréle de hs3a/hs1,2 ou hs3b/hs4 montrent une expression accrue de Ce comparée aux
témoins et une meilleure réponse apreés stimulation (Laurencikiene et al., 2007). Cependant,
seule la combinaison hs3b/hs4 induit des mutations dans la région Se. De telles mutations

sont connues pour précéder la commutation de classe et sont dépendantes de I’'enzyme AID.

3.4.6.3 Hypermutation somatique

Des souris transgéniques contenant un segment VDJ réarrangé sous controle de Ep et
de hsl,2 ne présentent pas d’hypermutation somatique (Tumas-Brundage et al., 1997).
L’analyse des souris « knock-out » pour hs3b/hs4 (Pinaud et al., 2001) montre que ces deux

activateurs ne sont pas nécessaires ni pour I'assemblage des segments VDJ ni pour la
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survenue de I’hypermutation somatique (Morvan et al.,, 2003). Ces résultats sont en
contradiction avec une étude précédente qui a montré que les éléments hs3b et hs4 en
association avec pVy et Ep étaient capables d’induire I’hypermutation d’un géne rapporteur

(Terauchi et al., 2001).

3.4.6.4 Expression du locus IgH

Dans la lignée pré-B 70Z/3, une large délétion d'environ 30 kb a éliminé une région
incluant hs3a et hs1,2 (Saleque et al., 1999). Malgré |'absence de ces deux éléments, aucune
diminution de I'expression de la chaine 1 n'a pu étre constatée. La seule présence de Eu et
des éléments distaux hs3b et hs4 suffit a induire une forte expression de la chaine lourde a
ce stade. De plus, I'nybridome 70Z/3-NSO, dérivé de la lignée pré-B, est capable
spontanément de commuter vers Cyl (Saleque et al., 1999), confirmant que les deux
premiers éléments de la LCR 3' ne sont pas nécessaires a la commutation de classe vers 1gG1,

en accord avec les résultats chez les souris mutantes (Cogné et al., 1994; Manis et al., 1998).

Chez les souris déficientes pour hs1,2, la transcription des genes y, y1 et a demeure
normale, seule la transcription germinale de quelques genes constants est affectée (Cogné
et al.,, 1994). La délétion conjointe des activateurs hs3b et hs4 affecte la transcription
germinale de la plupart des génes constants, et probablement I'expression du gene W dans
les lymphocytes B au repos (Pinaud et al., 2001). La lignée LP1-2, dont le locus IgH présente
une large délétion incluant cette fois toute la région 3' (mais conserve El), présente une tres
faible expression du gene a en comparaison avec la lignée parentale sans délétion (Gregor
and Morrison, 1986). Ceci laisse penser que la région 3', dans sa globalité, régule la
transcription des genes de chaines lourdes réarrangés par le biais de coopérations entre des

éléments multiples et redondants.

3.4.6.5 Structure de la chromatine

La structure de la chromatine est un élément clé de la régulation de I'expression des
génes, permettant |'accessibilité des régions cis-modulatrices aux facteurs de transcription.

Le groupe de Groudine a décrit I'association hsl,2-hs3b-hs4 comme une LCR. Il a montré que
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cette combinaison d'activateurs pouvait déréguler la transcription de I'oncogene c-myc par
changement de promoteur (de P2 a P1) de fagon similaire a ce qui est observé lors du
lymphome de Burkitt et dans les plasmocytomes de souris (Madisen and Groudine, 1994).
Cette méme combinaison est cependant capable de conférer une forte expression de c-myc
en présence du seul promoteur P2 (Madisen et al., 1998). Dans ce cas, I'hypersensibilité de la
région a la DNase |, le degré de méthylation et la position des nucléosomes demeurent
inchangés. Cependant, une immuno-précipitation de Ila chromatine montre une
augmentation de I'acétylation des histones sur la totalité du vecteur contenant hsl1,2-hs3b-
hs4, et non pas simplement |'acétylation des histones situés sur les régions promotrices. La
LCR pourrait ainsi contribuer au maintien d'une région dans un état transcriptionnellement
actif en recrutant des facteurs tels que des histones acétyl-transférases (HAT), initiant une
acétylation des histones qui se propage par la suite dans toute la région environnante

(Madisen et al., 1998).

D'importants travaux réalisés sur le locus de la B-globine ont permis de proposer

deux modeles d'activation d'un promoteur par une LCR (Bulger and Groudine, 1999) :

e |e modele « looping » suggére la formation d'une boucle permettant des interactions
directes et stables entre les facteurs transcriptionnels fixés a la LCR et ceux fixés a
proximité des promoteurs (Figure 16). Un tel modele pourrait expliquer le
fonctionnement de la LCR 3' du locus IgH. En effet, le remplacement de I'élément hs1,2
provoquant l'effondrement de certaines classes d'lg (Cogné et al., 1994) fait supposer
qu'il puisse interagir, en plus de sa capacité a stimuler les promoteurs pVy, avec les
promoteurs situés en amont des régions | rendues accessibles selon les stimuli. Les
éléments de la LCR interagiraient, de facon alternative et selon le stade de
différenciation de la cellule B, avec les différents promoteurs (pVy et pl) du locus IgH

(Arulampalam et al., 1997).

e |e modele « linking » implique une chaine de complexes protéiques ancrés a la fibre
chromatinienne se propageant depuis l'activateur jusqu'au promoteur. Il met en jeu des

protéines a homéodomaines.
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Figure 16 : Modeéle d’activation d’un locus par une LCR.

A : Modeéle « looping ». Selon les stimuli, la transcription est initiée pour le gene B ou pour le
gene Ay. Les protéines de la chromatine condensée sont représentées en vert. Un
holocomplexe protéique permettant l'initiation de la transcription (HC) est représenté en
gris, I'ARN polymérase est représentée par des ellipses rouges, les activateurs et promoteurs
fixant les facteurs nucléaires sont représentés en jaune.

B- : Modeéle « linking ». Au cours de la différenciation, un complexe protéique (ovales bleus
et noirs) se lie a la fibre chromatinienne, au niveau de la LCR, grace a des interactions avec
des facteurs transcriptionnels a homéodomaines ou d’autres protéines (ovales bleus clairs).
La chaine qui se constitue se propage le long de la chromatine entre la LCR et le géne a
transcrire. (Bulger and Groudine, 1999).

Récemment, trois nouveaux sites hypersensibles a la DNase | ont été découverts en
aval de hs4: hs5, hs6 et hs7 sans rOle activateur (Garrett et al., 2005). Une analyse
approfondie de toute la région 3’IgH a été réalisée par ChIP et a révélé une ouverture

progressive de la chromatine en fonction du stade de développement mais pas lors de la
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stimulation par le LPS qui est sans effet sur les modifications épigénétiques étudiées. Ainsi,
hs5, hs6 et hs7 seraient les premieres régions dont la chromatine est ouverte, suivies de hs4.

Hs3a, hs1,2 et hs3b seraient associés a une chromatine active a partir du stade B mature.

La chromatine active est associée a I'acétylation des histones H3 et H4 ainsi qu’a la
méthylation de H3K4. La méthylation de H3K9 est, quant a elle, caractéristique de
I’hétérochromatine (ou chromatine inactive). Ainsi, au stade pro-B les trois modifications
associées a une chromatine active sont détectées au niveau de hs5, hs6 et hs7. En revanche,
I’acétylation de H3 dans hs4 n’est retrouvée qu’a partir du stade pré-B. Pour, hs3a, hsl,2 et

hs3b, ces modifications n’apparaissent que plus tardivement.

La méthylation de H3K9 a été détectée en amont de hs3a et en aval de hs7 suggérant
qgue la région 3’IgH est entourée d’hétérochromatine (Garrett et al., 2005). La région en aval
de hs4 contient de multiples sites CTCF dont plusieurs coincident avec hs5, hs6 et surtout
hs7. Si ces trois hs ne semblent pas avoir de fonction activatrice, ils présentent cependant
une activité insulatrice médiée par le facteur CTCF dont la fixation aux sites présents dans les
trois hs a été démontrée (Garrett et al., 2005). Cette configuration suggere que cette région

serait la frontiere du locus IgH.

3.5 DECOUVERTE D’UNE NOUVELLE REGION REGULATRICE EN 5’

L’étude de la région 5’IgH, en amont des génes V, a permis de mettre en évidence la
présence de trois sites hypersensibles a la DNase | appelés HS1, HS2 et HS3, localisés
respectivement 32,6 kb, 27,9 kb et 26,2 kb en amont du géne V4J558.55 (Pawlitzky et al.,
2006). HS1 est détecté uniguement au stade pro-B tandis que les sites HS2 et HS3 sont
présents tout au long du développement B : du stade pré-proB jusqu’au stade plasmocytaire,
ainsi que dans les cellules T. L’analyse plus précise de HS3 a montré I'existence de deux sites
distincts séparés de 250 pb : un site 5’ faible (HS3a) et un site 3’ plus fort (HS3b) (Pawlitzky
et al., 2006).

HS1 possede des sites de fixation pour PU.1, Pax5 et E2A. Ces protéines se lient a
HS1, in vitro, uniquement au stade pro-B. Les trois HS ont été testés pour leur capacité a

activer ou a réprimer la transcription d’'un géne rapporteur. Il a été observé que la
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combinaison HS1-2-3 entraine une diminution de la transcription. Le méme résultat est
obtenu avec HS1 seul. Une mutation du site de fixation de PU.1, empéchant la liaison de
PU.1 a HS1, n’a pas d’effet. Mais si le site Pax5 est muté, la transcription est augmentée.

Pax5 a donc une fonction répressive (Pawlitzky et al., 2006).
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4 TRANSLOCATION DU GENE C-MYC DANS LE LOCUS IgH

4.1 ROLES PHYSIOLOGIQUES DE C-MYC

4.1.1 Le géne c-myc

Le géne c-myc code un facteur de transcription de type « hélice-boucle-hélice » (HLH)
ayant un domaine « leucine-zipper ». Il contient trois exons (Figure 17). L’'exon 1 est non
codant. Il contient deux promoteurs, P1 et P2, en amont et des séquences régulatrices en
aval. Deux autres promoteurs ont été décrits : le promoteur cryptique P3 dans l'intron 1 et le
promoteur PO dans la région 5’ non traduite, en amont de I'exon 1. P1 et P2 posseédent
chacun une boite TATA contrairement a PO et P3. Les exons 2 et 3 codent la protéine c-Myc
(pour revue (Ryan and Birnie, 1996)). L’initiation de la transcription se fait principalement au

niveau du promoteur P2 dans les cellules non transformées.

4.1.2 La protéine c-Myc

La protéine c-Myc est un facteur de transcription et possede ainsi plusieurs domaines

caractéristiques (Figure 17) :

e un domaine carboxy-terminal constitué d’une région basique impliquée dans la
reconnaissance et la liaison a des séquences d’ADN spécifiques, d’une région HLH et
d’une région « leucine-zipper » responsable de I'hétérodimérisation de c-Myc avec son
partenaire Max. L’hétérodimére Myc-Max est capable de se lier a ’'ADN au niveau de la
boite CACGTG (E box). La protéine Mad régule négativement c-Myc en formant un

hétérodimere avec Max.

e un domaine de localisation nucléaire permettant a la protéine c-Myc nouvellement

synthétisée de passer du cytoplasme au noyau.

e un domaine d’activation de la transcription dans sa partie amino-terminale (TAD)

permettant I'interaction avec la machinerie transcriptionnelle. Ce domaine contient deux
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régions tres conservées : les boites Myc | et Myc Il (MBI et MBIl pour « Myc Box » | et Il)

essentielles pour la transactivation et la transrépression des genes cibles.

Récemment, un domaine MBIIl a été découvert dans la région centrale de c-Myc.
C'est un médiateur de I'apoptose, de la transformation cellulaire et de la tumorogénese
(Herbst et al., 2005). Enfin, une quatrieme boite Myc (MBIV) régule la liaison a I’ADN,

I’'apoptose, la transformation ainsi que I'arrét du cycle en phase G2 (Cowling et al., 2006).

A- Géne c-myc

P1
—
—» P2
— 5 PO —» P3
5’ Exon1 Exon 2 Exon3 | 3
B- Protéine c-Myc
Domaine Domaine
amino-terminal Région centrale carboxy-terminal
( \d D N
MBI MBIl MBIl MBIV NLS

Figure 17 : Organisation du géne c-myc et structure de la protéine c-Myc.

A : Représentation du géne c-myc. Les fleches coudées représentent les promoteurs. Les
introns sont représentés par des traits fins et les exons par des rectangles.

B : Structure de la protéine c-Myc. MB : Myc Box; NLS: signal de localisation nucléaire ;
HLH : hélice-boucle-hélice ; LZ : leucine zipper ; b : région basique.
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4.1.3 Fonctions de la protéine c-Myc

c-Myc appartient a une famille de facteurs de transcription qui forment des
hétérodimeres et qui se lient a des séquences d’ADN spécifiques sur le promoteur des genes
cibles. La liaison du complexe Myc-Max aux séquences E box induit I'activation du géne cible
dans la plupart des cas, alors que les complexes Mad-Max ou Max-Max, qui n’ont pas de
domaine de transactivation, bloquent I'effet biologique de Myc-Max par une compétition de

I'occupation de la séquence E box.

La protéine c-Myc est exprimée durant I’embryogenése de facon ubiquitaire ainsi que
dans les tissus adultes possédant une forte capacité de prolifération. c-Myc joue un réle
essentiel dans la régulation de plusieurs fonctions biologiques telles que la prolifération, la
différenciation, I'adhésion cellulaire, le métabolisme et I'apoptose (Figure 18). Les souris
« knock-out » pour c-myc meurent au stade embryonnaire 9,5 - 10,5 jours suite a diverses

anomalies dans le développement de I’'embryon (Davis et al., 1993).
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Figure 18 : Fonctions biologiques controlées par c-Myc dans des conditions normales et

durant la lymphomagéneése.

c-Myc régule de nombreuses fonctions biologiques. Elles sont fortement perturbées lorsque
I’expression de c-myc est dérégulée. (Vita and Henriksson, 2006).
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e c-Myc et la prolifération cellulaire :

Un des roles clés de c-Myc est de promouvoir la progression du cycle cellulaire. Dans
des cellules quiescentes in vitro, I'expression de c-myc est indétectable. Cependant, sous
I'effet de signaux mitogéniques, les niveaux en ARNm et en protéine augmentent
rapidement, les cellules entrent alors en phase G1. Puis, les taux diminuent jusqu’a un
niveau faible mais stable dans les cellules en prolifération. L'importance de c-myc pour la
transition G1-S est illustrée par le constat que des cellules c-myc -/- proliferent 3 fois moins
vite que leur forme sauvage, et présentent des phases G1 et G2 trés ralenties (Mateyak et
al., 1997). Divers travaux ont montré que c-Myc participe a I’activation des complexes cdk2-
cycline E en phase G1 (Berns et al., 1997; Perez-Roger et al., 1997; Steiner et al., 1995). Les
cellules c-myc -/- présentent une activité kinase cdk2 trés réduite par rapport aux cellules c-
myc +/+ et des niveaux en p27 (inhibiteur des cdk) trés élevés (Mateyak et al., 1997).
Différents travaux ont suggéré que |'effet activateur de c-Myc sur les complexes cdk2-cycline
E serait médié par I'induction d’une protéine de séquestration de p27, qui empécherait alors
p27 d’exercer son effet inhibiteur sur I'activité kinase de cdk2-cycline E (Steiner et al., 1995;
Vlach et al., 1996). Il existe des données contradictoires concernant I'effet de c-Myc sur
I’expression de la cycline D1, mais des travaux ont cependant montré que l'induction de
I’expression des cyclines D par c-Myc pourrait contribuer a séquestrer p27 (Bouchard et al.,
1999; Perez-Roger et al., 1999). D’autres hypothéses ont été envisagées : c-Myc pourrait, en
particulier, stimuler la transcription du géne de la cycline E bien qu’il ne contienne aucune E-
box (Perez-Roger et al., 1997). c-Myc stimule également la transcription du géne cdc25A,
codant pour une phosphatase qui élimine les groupements phosphates inhibiteurs sur les
kinases cdk2 ce qui engendre une activité kinase cdk2 accrue (Galaktionov et al., 1996).
Enfin, il a été montré que I'augmentation de I'expression de c-Myc provoque une répression
de la transcription du gene codant pour p27 (Yang et al., 2001). Indirectement, c-Myc
pourrait également diriger la dégradation de p27 par la voie Ubiquitine — Protéasome, car il
stimule I'expression du gene Cull codant un composé du complexe ubiquitine ligase SCFSkP2

(O'Hagan et al., 2000).
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e c-Myc inhibe la différenciation cellulaire

Dans de nombreux types cellulaires, une diminution de c-Myc accompagne le
processus de différenciation terminale et la sortie définitive des cellules du cycle cellulaire.
Le blocage de l'activité de c-myc par des oligonucléotides anti-sens, par |'expression
ectopique de Max ou par I'expression de mutants dominants négatifs de c-myc peut induire
la différenciation des cellules leucémiques HL-60, des cellules F9 (tératocarcinome) ou des
cellules MEL (érythro-leucémie de souris) (Canelles et al., 1997; Griep and Westphal, 1988;
Holt et al., 1988; Prochownik et al., 1988). Réciproquement, |'expression ectopique de c-myc
est suffisante pour abolir I'induction de la différenciation dans les cellules MEL (Prochownik
and Kukowska, 1986), F9 (Onclercq et al., 1989), U-937 (lignée de monoblastes) (Larsson et

al., 1988) ou PC12 (lignée neuronale) (Maruyama et al., 1987).

e c-Myc et 'apoptose

Les avancées réalisées dans la connaissance des fonctions de c-Myc ont permis de
découvrir que paradoxalement, c-Myc est capable d’induire I'apoptose dans certaines
circonstances. Des études effectuées sur des fibroblastes (Evan et al., 1992) ou des cellules
hématopoiétiques (Askew et al.,, 1991) ont révélé que I'expression constitutive de c-Myc
nécessite la présence de facteurs de croissance ou de survie pour que les cellules puissent
proliférer. L’élimination du sérum (pour les fibroblastes) ou de l'interleukine 3 (pour les
cellules hématopoiétiques) provoque |'apoptose. La fonction de c-Myc serait alors de
sensibiliser les cellules a ces signaux apoptotiques. Les mécanismes de I'apoptose induite par

c-Myc sont peu connus. Plusieurs génes impliqués dans I'apoptose (p19”%

, P21, p53, Bax)
contiennent dans leur promoteur des régions répondant a c-Myc, mais le réle direct de ces
génes dans ce processus de sensibilisation pro-apoptotique reste incertain. c-Myc couple la
prolifération cellulaire a I'induction de I'apoptose dans certaines conditions pour lesquelles
les facteurs de survie sont limitants. Pour que des cellules puissent survivre a une expression

dérégulée de c-Myc, elles ont besoin soit d’'un apport continu en facteurs de survie, soit de

I’acquisition de mutations anti-apoptotiques supplémentaires (Sears and Nevins, 2002).
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4.1.4 Régulation de I'expression de c-myc

Le géne c-myc est régulé par des mécanismes complexes a la fois au niveau
transcriptionnel et post-transcriptionnel. De nombreux facteurs de transcription
interagissent avec c-myc. Plusieurs sites hypersensibles a la DNase | ont été identifiés en 5’
de c-myc et dans le géne c-myc. NF-kB est un important facteur régulateur des promoteurs
c-myc murins et humains. Les mécanismes de contréle de I'élongation de la transcription

jouent également un réle important dans la régulation de c-myc.

4.2 TRANSLOCATION DU GENE C-MYC ET LYMPHOME DE BURKITT

Le lymphome de Burkitt chez I'homme, le plasmocytome chez la souris et
I'immunocytome chez le rat sont invariablement associés a une translocation de c-myc au
niveau d’'un des trois loci codant les immunoglobulines. La translocation affecte
majoritairement le locus IgH codant les chaines lourdes (80% des cas chez I'homme)

(Tableau 1).

Pathologie et espéce Translocation | Réarrangement | Fréquence
Lymphome de Burkitt (Homme) T(8;14) Myc-IgH 80%
Lymphome de Burkitt (Homme) T(2;8) Myc-lgk 15%
Lymphome de Burkitt (Homme) T(8;22) Myc-Igh 5%

Plasmocytome (Souris) T(12;15) Myc-IgH 90%
Plasmocytome (Souris) T(6;15) Myc-Igx 10%
Plasmocytome (Souris) T(15;16) Myc-Igh <1%
Immunocytome (Rat) T(6;7) Myc-IgH 100%

Tableau 1: Translocations chromosomiques dérégulant c-myc chez trois espéces de

mammiféres.
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4.2.1 Description du lymphome de Burkitt

Le lymphome de Burkitt (LB) consiste en une prolifération monoclonale maligne de
cellules B matures. |l est caractérisé par ses aspects morphologiques (lymphome monotone
de cellules B de taille moyenne, aspect de « ciel étoilé » di aux macrophages contenant des
débris de corps apoptotiques), son profil immunophénotypique (CD10°, CD38", CD77", profil
caractéristique des centroblastes) et ses anomalies cytogénétiques impliquant c-myc. Trois
cas différents ont été mis en évidence : le LB endémique africain, le LB sporadique caucasien

et le LB associé au déficit immunitaire lors de I'infection par le VIH (Blum et al., 2004).

4.2.2 Points de cassure dans les lymphomes de Burkitt
Les points de cassure dans les lymphomes de Burkitt sont répertoriés en trois classes
selon leur localisation par rapport au géne c-myc (Cory, 1986) (Figure 19) :
e C(lasse | : le point de cassure intervient dans le géne c-myc soit dans I’exon 1, soit dans le
premier intron. La région codante reste cependant intacte.
e C(Classe Il : le point de cassure est situé immédiatement en 5’ de c-myc.
o C(Classe lll : le point de cassure intervient au moins 100 kb en amont du géne c-myc.

Pour les classes | et Il, les points de cassure sur le locus IgH se produisent au niveau
des régions « switch ». Ces deux classes sont associées aux LB sporadiques et aux LB associés
au VIH. Pour la classe lll, le point de cassure se produit au niveau des régions VDJ sur le locus

IgH et ces translocations sont associées aux LB endémiques (Figure 19) (Blum et al., 2004).
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Figure 19 : Localisation des points de cassure sur le géne c-myc et sur le locus IgH lors du

lymphome de Burkitt chez ’homme.

Les points de cassure sont représentés par des fleches. (Blum et al., 2004).

4.3 MECANISMES MIS EN JEU LORS DE LA TRANSLOCATION DE C-
MYC DANS LE LOCUS IgH

Le locus IgH, qui est physiologiquement soumis a des remaniements et des mutations
au cours de la différenciation lymphocytaire B, constitue une zone critique pour des
évenements de translocations chromosomiques. Les recombinaisons VDJ, I'hypermutation
somatique et la commutation de classe généerent des cassures de ’ADN. Lors du lymphome

de Burkitt, la translocation de c-myc dans le locus IgH implique soit la région VDJ et semble
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correspondre a des cassures de I’ADN liées au phénomene d’hypermutation somatique, soit
les régions « switch » et correspond alors a des aberrations du processus de recombinaison
de classe. La commutation isotypique implique le clivage de ’ADN au niveau de deux régions
« switch » tandis que la translocation implique seulement une seule région. Ceci suggere que
la structure du complexe de recombinaison favorise linteraction d’une seule région
« switch » avec l'autre chromosome contenant le géne c-myc, durant I'événement de

translocation (pour revue (Kuppers and Dalla-Favera, 2001)).

Les mécanismes précis mis en jeu lors de la translocation restent a élucider. Des
études sur des lymphomes de Burkitt humains ont indiqué que I'’enzyme AID était exprimée
dans les cellules B tumorales des centres germinatifs (Smit et al., 2003). Il a également été
montré que la translocation de c-myc dans le locus IgH est dépendante de AID et de UNG
(Ramiro et al., 2006; Ramiro et al., 2004). Lors de la commutation de classe, la formation de
boucles R dans des régions riches en GC permet la formation d’ADN simple brin qui est la
cible de AID. Une étude basée sur la transcription in vitro de I'exon 1 et l'intron 1 de c-myc a
suggéré que de telles boucles R pouvaient également se former dans c-myc (Duquette et al.,
2005). Ces résultats suggerent que AID est la clé de I'instabilité génétique de c-myc dans les
cellules B activées. De méme, la séquence de c-myc explique en partie son instabilité. L’'exon
1 et I'intron 1 sont riches en GC, ce qui prédispose le géne c-myc a former des structures ou
I’ADN est simple brin. Cependant, I'ensemble de ces résultats n’a pas encore été démontré

in vivo.

Récemment, une étude portant sur des souris transgéniques Ep-c-myc a montré que
si ces souris étaient déficientes en enzyme AID, elles développaient un lymphome pré-B. En
revanche, lorsqu’elles expriment cette protéine, elles développent un lymphome de
phénotype B mature, indiquant un réle de AID dans le développement de lymphomes B
matures (Kotani et al., 2007). AID semble avoir une fonction double dans le développement
de lymphome B : l'initiation par translocation chromosomique et I'expansion clonale par

mutagenese.

L'utilisation de souris déficientes pour AID a permis de vérifier I'implication de cette

enzyme dans la translocation de c-myc. L'injection d’huile minérale (pristane), par voie intra-
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péritonéale, conduit a la production accrue de cytokines telles que I'lL-6 qui stimule la
prolifération B. Des injections répétées engendrent des changements génétiques
supplémentaires conduisant a la formation de plasmocytomes. Ces derniers contiennent
dans 85 a 90% des cas une translocation de c-myc. Il a été montré qu’il existait le méme taux
de translocations chez les souris déficientes pour AID que chez les sauvages, suggérant que
AID n’est pas nécessaire pour la translocation ou que la fragilité intrinséque des régions S est

suffisante (Unniraman et al., 2004).

4.4 DEREGULATION DE C-MYC LORS DU LYMPHOME DE BURKITT

4.4.1 Dérégulation de c-myc par les activateurs du locus IgH

Le lymphome de Burkitt est invariablement associé a une translocation de c-myc au
niveau d’un des trois loci codant les Ig. Le géne c-myc transloqué est exprimé tandis que
I’allele normal reste silencieux (Spencer and Groudine, 1991). Dans des lignées cellulaires de
Burkitt, la transcription de I'allele c-myc transloqué s’effectue préférentiellement a partir du
promoteur P1 au lieu du promoteur normal P2 (Strobl and Eick, 1992; Strobl et al., 1993;
Taub et al.,, 1984). La cause de ce changement de promoteur n’est pas connue mais il
apparait évident que ces diverses modifications sont a |'origine de I'activation ou de la
dérégulation du géne c-myc transloqué. La perte d’une partie des régions régulatrices de c-
myc lors des translocations de classe | ou Il ne semble pas suffisante pour la transformation

cellulaire. Il semble que des éléments régulateurs des loci d’lg soient mis en jeu.

La dérégulation de I'expression de c-myc constitue I'évenement transformant majeur.
Ainsi, des souris transgéniques chez lesquelles c-myc est placé sous le contréle de Ep
développent des tumeurs B clonales (Adams et al., 1985; Nussenzweig et al., 1988). Ces
études démontrent qu’un haut niveau d’expression de c-myc engendré par Eu suffit pour
entrainer le développement de tumeurs B. Cependant, ce modéle reste assez éloigné du
lymphome de Burkitt puisque les cellules tumorales sont au stade pré-B et non au stade B

mature.

-63 -



Des souris portant une seule copie d’'un chromosome artificiel de levure (YAC)
contenant c-myc et une partie du locus IgH humain développent rapidement des lymphomes
B (Butzler et al., 1997). Cependant, des résultats similaires ont été obtenus avec des souris
portant un YAC avec ou sans Ep (Palomo et al., 1999). Plus récemment, un modele plus
proche du lymphome de Burkitt a été réalisé grace a I'obtention de souris portant un
transgéne ou le gene humain c-myc est sous la dépendance des séquences régulatrices de
IgA. Le transgéne est exprimé de facon B spécifique et permet le développement de
lymphome B mature clonal avec un phénotype « ciel étoilé » caractéristique du lymphome

de Burkitt (Kovalchuk et al., 2000).

La région 3’'IgH est liée au gene c-myc transloqué dans toutes les translocations
impliquant le locus IgH lors du lymphome de Burkitt. Il semble que cette région joue un role
prépondérant dans la dérégulation de I'expression de c-myc. Il a, en effet, été montré in vitro
que la LCR 3’IgH induit un haut niveau d’expression de c-myc et un changement de
promoteur de P2 vers P1 (Madisen and Groudine, 1994). Par ailleurs, la région 3’IgH favorise
I'expression de c-myc a partir du promoteur P2 en permettant une augmentation de
I'acétylation des histones. Toutefois, ce phénomeéne n’explique pas I'activation de la
transcription a partir du promoteur P1 (Madisen et al., 1998). Des études ont été réalisées
afin de déterminer les sites spécifiques requis pour la dérégulation de c-myc. Il a été montré
gu’un site NF-kB dans I’activateur hs4 du locus IgH est nécessaire pour le changement de
promoteur. Ce changement induit par hs4 est perdu lorsque le site NF-kB est muté (Kanda et
al., 2000). Enfin, il a été montré récemment que la région 3’IgH avait des effets similaires sur
les promoteurs P1 et P2 du géne bcl-2. Elle induit une augmentation de la transcription a
partir du promoteur P1, promoteur mineur a I'état normal, comme pour le géne c-myc

(Duan et al., 2006).

Des souris chez lesquelles le gene c-myc est inséré dans le segment Ca, en amont de
la région 3’IgH, développent des lymphomes B matures avec une faible incidence (9,3%) au
bout d’'un temps trés long (330 jours en moyenne) (Cheung et al., 2004). Un modeéle plus
récent de lymphome de Burkitt endémique a été réalisé grace a l'insertion de I’ADNc de c-
myc par recombinaison homologue dans la région Jy du locus IgH. Entre 6 et 21 mois, 70%

des animaux développent des lymphomes clonaux de types B matures ou des
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plasmocytomes (Park et al., 2005a; Park et al.,, 2005b). C-myc est surexprimé et il y a un
changement de promoteur de P2 vers P1. Dans un autre modele, la région 3’IgH tronquée
(absence de hs3b) est insérée par recombinaison homologue en amont du géne c-myc. Les
souris développent alors des lymphomes B (Wang and Boxer, 2005). Cette étude met en
évidence le réle clé de la région 3’IgH, méme tronquée, dans la dérégulation de c-myc. Mais,
il est possible que les activateurs 3’IgH coopérent avec les éléments régulateurs du gene c-

myc pour déréguler c-myc (Mautner et al., 1995; Remmers et al., 1986).

4.4.2 Mutations du gene c-myc transloqué

La majorité des alleles c-myc transloqués dans les lignées de lymphome de Burkitt
contiennent des altérations de séquence : le plus souvent des mutations ponctuelles ou des
délétions (Rabbitts et al., 1984; Taub et al., 1984). L’allele transloqué est localisé dans des
régions qui subissent le phénoméne d’hypermutation somatique et est ainsi soumis a des
mutations somatiques qui surviennent a des fréquences élevées (Bemark and Neuberger,
2000). La plupart des mutations ont lieu a proximité des promoteurs P1 et P2 dans I'exon 1
et a la jonction exonl-intronl. Ces régions correspondent a des séquences régulatrices
importantes qui lient, in vivo, de nombreuses protéines. Cependant, il n’est pas encore établi
gue ces mutations soient un évenement critique dans I'activation de c-myc et que les mémes

sites soient mutés dans la majorité des lymphomes.
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5 LES ISOLATEURS

Les isolateurs (ou insulateurs) sont des séquences d’ADN impliquées dans le contrdle
de I'expression génique. lls ont été identifiés chez la drosophile, et plus récemment chez les
vertébrés, et ont pour propriété principale de protéger un géne des signaux émanant de

I’ADN adjacent. Ces séquences agissent sur la transcription de deux fagons :

o elles protégent les génes en agissant comme une barriere prévenant I'avancée de

chromatine condensée qui pourrait éteindre I'expression du géne en question.

o elles empéchent I'action d’un activateur (ou d’un atténuateur) si, et seulement si, elles
sont localisées entre I'activateur et le promoteur (Brasset and Vaury, 2005; West et al.,

2002). Cette propriété permet d’éviter I'activation inappropriée d’un gene (Figure 20).

CE@’-@—o—o—o—o—o— parritre

5 X
E.-—

> Blocage de
LA ] I'activateur

~

—
LA J

Figure 20 : Mode d’action des isolateurs (l).

A : lls fonctionnent comme une barriére contre la formation et la progression de chromatine
condensée.

B : lls protégent les génes en bloquant les interactions activateur-promoteur s’ils sont placés
entre un activateur (A) et un promoteur (P). (Burgess-Beusse et al., 2002).
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Le premier isolateur décrit chez les vertébrés est celui présent a I'extrémité 5’ du
locus de la B-globine chez le poulet (Chung et al., 1993) (Figure 21). Il contient un site
hypersensible a la DNase | appelé HS4 qui est retrouvé dans tous les tissus. Sa localisation
coincide avec la région transitoire entre la conformation active et inactive de la chromatine
(Hebbes et al., 1994). Il marque la limite entre la chromatine ouverte, acétylée et sensible a
la DNase | et I'hétérochromatine condensée, hypoacétylée et résistante a la DNase I.
L'activité isolatrice a été localisée sur un fragment d’ADN de 250 pb riches en GC. Ce
fragment contient cinqg sites de fixation pour des facteurs nucléaires dont un site de fixation
pour la protéine CTCF (CCCTC-binding factor) a onze motifs en doigt de zinc (Chung et al.,
1997). Cette protéine est tres conservée chez les vertébrés et son expression est ubiquitaire.
Elle serait responsable de I'activité bloquante des isolateurs (Bell et al., 1999). Un seul site de

fixation pour la protéine CTCF est suffisant pour assurer cette activité.

Fonctionnel au niveau de différentes lignées cellulaires et chez de nombreuses
espéces (pour revue (Bell et al., 2001)), y compris la souris (Szabo et al., 2002), I'isolateur 5’
de la B-globine a été testé pour sa capacité a protéger un géne rapporteur contre les effets
de position. Ainsi, il confére une expression indépendante du site d’intégration d’un géne
responsable de la couleur des yeux chez la drosophile (Chung et al., 1997). Il agirait comme
une barriere chromatinienne en permettant |'acétylation des histones des régions
protégées, et/ou en inhibant I'action des histones déacétylases et des méthylases (Lutz et

al., 2000; Pikaart et al., 1998).

L'isolateur 5’ de la B-globine est capable d’assurer les deux fonctions caractéristiques
des isolateurs : la fonction de blocage des interactions promoteur-activateur et la fonction
de protection contre les effets répressifs de la chromatine adjacente. Il a été montré que ces
deux activités sont séparables. En effet, la fixation de CTCF a son motif spécifique est
absolument nécessaire pour la fonction de blocage. En revanche, elle n’est pas requise pour
la fonction de barriere (Recillas-Targa et al., 2002). Cette derniére nécessite la fixation des
protéines USF 1 et USF 2 au site IV (West et al., 2004). La mutation du site IV abolit la
fonction de barriere. Les protéines USF1 et USF2 recrutent les HAT (histone

acétyltransférase) et HMT (histone méthyltransférase), ce qui permet I'acétylation et la
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méthylation H3K4 des histones. Ceci empécherait la propagation de la chromatine

condensée (pour revue (Gaszner and Felsenfeld, 2006)).

A
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5’'HS4 3’'HS
Chromatine HS3 HS2 HS1
H pA
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Figure 21 : Localisation et structure de l'isolateur situé en 5’ du locus de la B-globine de

poulet.

A : Schéma du locus de la B-globine de poulet. Les genes de la globine sont représentés par
des rectangles gris, I'activateur B/e par une ellipse grise. La LCR est localisée en amont des
geénes de la B-globine. Le locus est encadré par deux isolateurs : 5’HS4 et 3’HS. Il est flanqué
du coté 5 d’une région de chromatine condensée et d’un géne codant un récepteur au
folate (FR), et du coté 3’ d’un géne d’un récepteur odorant.

B : Structure du coeur de l'isolateur B-globine montrant le site Il de fixation de CTCF.
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Le lymphome de Burkitt est invariablement associé a une translocation du gene c-
myc au sein d’un des trois loci codant les immunoglobulines. Le locus IgH est touché dans
80% des cas. Le géne c-myc se retrouve alors transloqué a proximité des éléments
régulateurs de ce locus dont Ep et les activateurs 3’IgH localisés en aval du gene Ca. Les
modeéles animaux existants ont largement utilisé I'activateur Ep et ont conduit a une
expression trés précoce de c-myc (dés le stade pro-B) a la différence de ce qui est observé
lors du lymphome de Burkitt. La région 3’IgH est toujours conservée lors de la translocation
et constitue un bon candidat pour jouer un réle dans la dérégulation de c-myc. Afin de
réaliser un modele de lymphome de Burkitt plus proche de la pathologie humaine et dans le
but de tester la fonction de la région 3’IgH seule dans la dérégulation de c-myc, mon travail
de thése a consisté a réaliser des souris transgéniques chez lesquelles c-myc est sous le

controle des activateurs transcriptionnels 3’IgH, dans leur configuration palindromique.

Une premiere partie de mon travail a tout d’abord consisté a construire des vecteurs
d’expression spécifiques de la lignée B, intégrant des combinaisons complétes ou
incomplétes des quatre activateurs transcriptionnels de la région 3’IgH ceci afin d’avoir une
expression du transgene qui soit ciblée le plus spécifiguement possible sur les stades B
tardifs ; le lymphome de Burkitt étant caractérisé par une prolifération de cellules B matures.
Ces « mini-loci », associés a un géne rapporteur, ont été intégrés a la fois dans des lignées
lymphoides B (représentative de différents stades de maturation) et dans le génome de
souris transgéniques. Nous avons également testé I'utilisation d’isolateurs afin d’obtenir une
meilleure expression de nos transgenes et éviter au maximum les effets de position dis a

une intégration aléatoire dans le génome hote.

Toutes ces études ont été les préliminaires indispensables a la seconde partie de mon
travail de thése qui a consisté a établir un modele murin de lymphome de Burkitt ou le géne

c-myc est sous le seul controle de la région 3’IgH.
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ARTICLE 1 : The B-globin HS4 insulator confers copy-number dependent expression of IgH

regulatory elements in stable B cell transfectants.

Laurence Guglielmi, Véronigue Truffinet, Michel Cogné et Yves Denizot.

Immunology Letters, 2003, Volume 89, pages 119-123.

Une LCR est définie comme une séquence d’ADN capable de conférer au gene associé
une expression tissu-spécifique avec un taux transcriptionnel élevé dépendant du nombre de
copies et indépendant du site d’intégration. Il a été suggéré que la région 3’IgH constituait
une région de contrdle du locus. Elle est en effet capable de conférer, a elle seule, une forte
expression a un transgéne, de facon tissu-spécifique. Une telle fonction a été décrite pour
I'association hs1,2-hs3b-hs4 sur I'expression du gene c-myc apres analyse de transfectants
stables dans une lignée plasmocytaire (Madisen and Groudine, 1994) et pour le palindrome
hs3a-hs1,2-hs3b pour des transfectants d’hybridomes (Chauveau et al., 1998). Dans ce
dernier cas, une expression indépendante du site d’intégration est observée mais sans
corrélation avec le nombre de copies intégrées. La fonction LCR de la région 3’IgH a
également été confirmée in vivo. En effet, des souris portant un transgene ou le géene de la
B-globine est sous la dépendance des quatre éléments 3’IgH, montrent un haut niveau
d’expression B spécifique du transgene, expression indépendante du site d’intégration
(Chauveau et al., 1999). En revanche, aucune relation stricte entre le nombre de copies et le

niveau d’expression n’a pu étre établie.

Afin de préciser le rbéle de la région 3’'IgH et de Eu dans I'expression copie-
dépendante d’un gene associé, nous avons étudié, par transfection stable de lignées
cellulaires B, I'expression d’un géne rapporteur associé aux différents activateurs du locus
IgH. Nous avons utilisé, pour ces expériences, le géne GFP (green fluorescent protein). La
GFP est une protéine qui émet une fluorescence verte dans les cellules vivantes apres
stimulation par les UV. Les cellules exprimant cette protéine peuvent étre facilement
analysées individuellement par cytométrie en flux. Nous avons également testé si
I'utilisation de l'isolateur 5’HS4 de la B-globine de poulet, de part et d’autre de nos

constructions, pouvait étre bénéfique pour renforcer I’expression de nos transgénes.
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Nous montrons, in vitro, par transfections de lignées 18-81 (pré-B) et A20 (B mature),
que la région 3’IgH, avec ou sans El, ne permet pas, a elle seule, une expression dépendante
du nombre de copies. En revanche, I'ajout d’isolateurs rétablit cette propriété. La région
3’IgH se comporte, alors, comme une vraie LCR, capable de conférer une forte expression a
un transgene, de facon tissu-spécifique, indépendante du site d’intégration et dépendante

du nombre de copies.

-74 -



ARTICLE 2 : The chicken B-globin HS4 insulator is not a silver bullet to obtain copy-number

dependent expression of transgenes in stable B cell transfectants.

Véronique Truffinet, Laurence Guglielmi, Michel Cogné et Yves Denizot.

Immunology Letters, 2005, Volume 96, pages 303-304.

L'utilisation de I'isolateur 5’HS4 de la B-globine de poulet permet une amélioration de
I'expression d’un gene rapporteur placé sous le controle de la région 3’IgH. Il confére, en
effet, une expression dépendante du nombre de copies du transgene insérée dans le

génome. Deux hypothéses ont été, alors, émises afin d’expliquer ce résultat :

e il est d0 a l'architecture du transgéne associant a la fois la LCR 3’IgH et les

isolateurs.

e ['isolateur 5'HS4 possede une capacité intrinséque a conférer une expression

copie-dépendante a un transgéne dans les cellules B.

Afin de trancher en faveur d’une hypothése, nous avons réalisé un transgene
associant la GFP et une LCR incomplete, sans hs4. Cette construction est flanquée
d’isolateurs ou non. Elle est transfectée, de facon stable, dans des lignées B. Nous
n‘observons plus d’effet copie-dépendant méme lorsque les vecteurs sont entourés

d’isolateurs.

Nous montrons que l'effet copie-dépendant observé dans l'article 1 est da a
I'architecture de notre transgéne plutot qu’a I'activité intrinséque de l'isolateur. La copie-

dépendance conférée par les séquences isolatrices ne fonctionne que si la LCR est compléte.
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ARTICLE 3 : The 5’HS4 insulator element is an efficient tool to analyse the transient

expression of an Eu-GFP vector in a transgenic mouse model.

Laurence Guglielmi, Véronigue Truffinet, Claire Carrion, Marc Le Bert, Nadine Cogné, Michel

Cogné et Yves Denizot.

Transgenic Research, 2005, Volume 14, pages 361-364.

L'activateur intronique Ep est caractérisé par une activité transcriptionnelle
s’exprimant principalement dans la lignée lymphocytaire B. Il régule positivement les
réarrangements VDJ et la transcription initiée au niveau de multiples promoteurs du locus
IgH. Son étude, in vitro, a montré qu’il était actif tout au long de la différenciation
lymphocytaire B. Un modéle de souris transgéniques a été généré afin de déterminer, in
vivo, les stades de développement au cours desquels Eu est actif (Guglielmi et al., 2003). Un
transgéne contenant le geéne GFP sous le contréle de Eu et du promoteur pVy a été construit.
Il s’exprime fortement dans des lignées de souris pré-B (18-81) et B mature (A20), mais
aucune expression n’est détectée dans les trois lignées de souris transgéniques établies. Des
expériences de digestions enzymatiques par Hpall et Mspl ont montré la totale méthylation
du transgéne dans les différents tissus analysés (la séquence codante de la GFP contient, en
effet, 92 sites CpG, sites potentiels de méthylation). De plus, aucun transcrit GFP n’a pu étre

mis en évidence.

Afin d’obtenir des lignées de souris exprimant le transgene Eu-GFP, nous avons borné
cette construction par deux isolateurs 5'HS4 de la B-globine de poulet. Des souris I-Ep-pVy-
GFP-I ont ainsi été obtenues. Des cellules GFP positives ont été détectées dans la moelle
osseuse de nos souris par microscopie confocale. Elles ont, ensuite, été marquées par des
anticorps dirigés contre des antigenes de surface caractéristiques d’un type cellulaire ou
d’un stade de différenciation donné. Ces analyses en cytométrie en flux ont montré que En
permet une expression B spécifique du transgene, expression retrouvée du stade pro-B

(B220%, CD117", CD43") au stade pré-B (B220*, CD19", CD117"°%, CD43"™", IgM)).
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Cette étude montre que l'isolateur 5'HS4 est efficace, in vivo, pour protéger un
transgéne des effets de position occasionnés par une insertion aléatoire dans le génome
hote et d’'une extinction médiée par des processus de méthylation. Elle met, également, en

évidence I'expression précoce de Eu au cours de I'ontogénéese B.
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ARTICLE 4 : Insulators to improve expression of 3’IgH LCR-driven reporter gene in

transgenic mouse models.

Laurence Guglielmi, Marc Le Bert, Véronique Truffinet, Michel Cogné et Yves Denizot.

Biochemical and Biophysical Research Communication, 2003, Volume 307, pages 466-471.

La région 3’ du locus IgH permet, dans des systemes de transfection transitoire, une
forte expression d’un gene rapporteur dans des lignées cellulaires B matures (Chauveau et
al.,, 1998). Cependant, elle semble inactive dans des cellules représentatives de stades de

différenciation B plus précoces (Chauveau et al., 1998; Ong et al., 1998).

Afin de déterminer la cinétique d’activation, in vivo, de la région 3’IgH, nous avons
établi un modele de souris transgénique analogue a celui présenté précédemment. Le géne
codant la GFP est placé sous le controle du promoteur pVy et de la LCR compléte en
respectant son organisation palindromique. Le transgene est entouré, ou non, d’isolateurs
5’HS4 de la B-globine de poulet. Nous montrons que la région 3’IgH, seule, n’est pas capable
d’induire, in vivo, I'expression de la GFP. Ceci semble étre dii a une inactivation trés précoce
du transgene par un processus de méthylation. En revanche, la présence d’isolateurs permet
d’éviter, du moins partiellement, I'inactivation du transgene. L'analyse des souris montre
que la région 3’IgH est active, spécifiquement dans la lignée lymphocytaire B, du stade pré-B

(B220%, CD19%, CD117"°%, CD43"", IgM’) au stade B mature (B220*, CD19*, IgM", IgD").

Cette étude met, donc, en évidence une expression de la LCR jusqu’au stade B
mature. Elle confirme, également, le bénéfice que peuvent apporter, in vivo, les isolateurs

pour faciliter I'expression d’un transgéne.
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MANUSCRIT 5 : The 3’IgH locus control region is sufficient to deregulate a c-myc transgene

and then promotes mature B cell malignancies with a predominant Burkitt-like phenotype.

Véronique Truffinet, Eric Pinaud, Nadine Cogné, Barbara Petit, Laurence Guglielmi, Michel

Cogné, et Yves Denizot.

Soumis a Blood.

Le lymphome de Burkitt est invariablement associé a une translocation du géne c-
myc au sein d’un des trois loci codant les immunoglobulines. L'expression de c-myc se trouve
alors fortement dérégulée suite a sa juxtaposition aux activateurs transcriptionnels des loci
d’lg. La translocation affecte le locus IgH dans 80% des cas. Ey, premier activateur découvert
au sein de ce locus, a également été le premier a étre utilisé pour modéliser le lymphome de
Burkitt (souris Ep-c-myc). Ces modeles ont conduit a une expression trés précoce de c-myc
(dés le stade pro-B) et au développement de lymphomes assez éloignés du lymphome de
Burkitt. Récemment, deux modeles plus proches de la pathologie humaine ont été réalisés
chez la souris. Dans le premier, c-myc est inséré en aval de Eu (Park et al., 2005a; Park et al.,
2005b). Les animaux développent, de facon tardive, des lymphomes B matures ou des
plasmocytomes. La dérégulation de c-myc ne peut, cependant, pas étre attribué a un
activateur particulier puisque c-myc se trouve inséré dans le locus entier. Dans le second
modele, la région 3’IgH tronquée (sans hs3b) est insérée en amont du géne c-myc sur le
chromosome 15 chez la souris (Wang and Boxer, 2005). Cette insertion entraine le
développement de lymphomes « Burkitt-like ». Ce modéle met en évidence le role important
de la région 3’IgH dans la dérégulation de c-myc mais, il n’est pas exclu que le « knock-in »
ait perturbé les éléments régulateurs de c-myc.

Afin de tester I'hypothése que la LCR 3’IgH compléte, dans sa configuration
palindromique, et indépendamment d’autres éléments régulateurs, est suffisante pour
déréguler c-myc, in vivo, nous avons généré une lignée de souris portant une copie du
transgene c-myc-3’LCR. Nous avons eu recours a des isolateurs afin de protéger notre
transgene des influences de la chromatine adjacente.

Les splénocytes des jeunes souris transgéniques, sans aucun signe de maladie,

proliferent de fagon accrue en réponse a divers stimuli, ont un taux d’apoptose élevé mais le
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nombre de cellules B dans la rate est normal. Les taux de toutes les classes d’lg sont
diminués dans le sérum, mais la commutation isotypique et la sécrétion d’lg sont normales
in vitro. A partir de I'dge de douze semaines, les souris développent des lymphomes avec
une incidence de 80% a 40 semaines. Dans 75% des cas, le lymphome développé est de type
« Burkitt-like ». 1l est de nature clonale. Il présente un phénotype B mature (B220", IgM",
IlgD") et une morphologie « ciel étoilé » caractéristique du lymphome de Burkitt. Dans 25%
des cas, le lymphome est un plasmocytome anaplastique. Il est également de nature clonale.
Les cellules sont B220’, IgM"" et CD138".

La LCR 3’IgH seule est donc capable de déréguler c-myc et de mimer les
caractéristiques du lymphome de Burkitt humain. La survenue tres rapide et constante des
lymphomes chez nos souris fait de ce modele un outil intéressant pour tester de nouvelles

approches thérapeutiques.
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DISCUSSION

PREMIERE PARTIE : Mise au point de vecteurs d’expression B originaux.

Dans le but d’étudier la capacité de la région 3’IgH a déréguler un géne qui lui est
apposé, nous avons cherché a modéliser les évenements de translocations chromosomiques
survenant au niveau du locus IgH. Ces translocations placent divers oncogénes sous le seul
controle des éléments régulateurs de ce locus. Elles affectent, notamment, le géne c-myc au
cours des lymphomes de Burkitt.

Une premiere partie de notre travail a consisté en la mise au point de vecteurs
d’expression B spécifiques originaux s’exprimant aux stades tardifs de la lymphopoiése B et
ayant une expression maintenue. Pour ces études, nous avons utilisé le géne codant la GFP.
La GFP est une protéine qui émet une fluorescence verte dans les cellules vivantes apres
stimulation par les UV. Les cellules exprimant cette protéine peuvent étre facilement
analysées individuellement et directement par passage au cytomeétre de flux. Elles peuvent
alors étre marquées par des anticorps dirigés contre des antigenes de surface
caractéristiques d’un type cellulaire et d’un stade de développement particulier. Par ailleurs,
dans ces vecteurs, l'arrangement endogéne du locus IgH est respecté: I'organisation
palindromique de la région 3’IgH est conservée et le fragment Eu contient les éléments MAR
en 5’ et en 3’ de I'activateur.

Ces études nous ont permis d’analyser la spécificité tissulaire de |'expression de
transgeénes placés sous le contréle de la région 3’IgH et/ou Ep, ainsi que les stades de
développement B au cours desquels ces vecteurs s’expriment. De plus, elles nous ont permis
de vérifier le bénéfice que peuvent apporter les isolateurs pour obtenir une expression

maintenue.

Spécificité tissulaire de I’expression de nos transgénes :
Nous avons montré que l'activateur Ep et la région 3’IgH conférent au géne
rapporteur GFP une expression strictement B spécifique (articles 3 et 4). La spécificité

tissulaire de I'expression des genes d’lg a fait 'objet de nombreuses études. Elle a tout

-82 -



d’abord été attribuée aux promoteurs. Des études de transfections stables dans des lignées
cellulaires ont montré qu'ils étaient actifs spécifiquement dans la lignée lymphocytaire B,
tout au long du développement (Dreyfus et al., 1987; Mason et al., 1985; Wirth et al., 1987).
Cependant, dans des expériences de transgénése chez la souris, le promoteur pVy est actif
aussi bien dans les cellules B que dans les cellules T lorsqu'il est associé a I'activateur Ep
(Grosschedl! et al., 1984; Jenuwein and Grosschedl, 1991). Une expression aberrante a
également été observée dans les muscles squelettiques (Jenuwein and Grosschedl, 1991).
L'activité de Ep dans la lignée T peut s'expliquer par la fixation sur cet activateur de facteurs
transcriptionnels soit spécifiques de la lignée lymphoide soit ubiquitaires. Certains auteurs
ont suggéré que des protéines de régulation négative pourraient se fixer sur les séquences
activatrices afin de réprimer leur expression dans des cellules non B (Kadesch et al., 1986).

Dans une autre étude, un gene rapporteur Cu placé sous le contréle de hs1,2 et de
pVy s'exprime a la fois dans les lignées B et T (Andersson et al., 1999). Des expériences de
transfections transitoires utilisant le géne CAT ont montré une activité basale non
négligeable dans des lignées T conférée par le promoteur pVy (Chauveau et al.,, 1998).
L’ajout de différentes combinaisons d’activateurs de la région 3’IgH diminuent globalement
cette activité. Dans ces lignées, les éléments 3’ sont inactifs ou semblent jouer un réle
suppresseur.

Un modele de souris transgéniques dans lequel le géne tronqué de la B-globine est
placé sous le controle du promoteur pVy et des quatre activateurs hs3a, hs1,2, hs3b, et hs4 a
été réalisé (Chauveau et al., 1999). Cette construction respecte |'orientation et I'ordre des
éléments transcriptionnels du locus IgH. L'analyse de ces animaux a mis en évidence la
présence d'ARN B-globine spécifiguement dans les cellules B de la rate. Une tres faible
expression a pu étre observée dans le thymus. Elle serait due a la présence de quelques
cellules B dans ce tissu. La différence entre la stricte B spécificité de la combinaison hs3a-
hs1,2,-hs3b-hs4 (Chauveau et al., 1999) et I'expression moins bien restreinte conférée par
I’élément hs1,2 seul (Andersson et al., 1999; Arulampalam et al., 1994) montre que hs1,2
seul ne suffit pas a réprimer 'activité dans d’autres types cellulaires. Ainsi, I'association de
I'ensemble des activateurs situés en 3' du locus IgH semble nécessaire a l'activité spécifique

de la région régulatrice 3' dans les cellules B.
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A la vue de l'ensemble de ces résultats, il apparait que chacun des éléments de
régulation participe a la spécificité cellulaire de I'expression des genes d’lg sans en étre, pour
autant, suffisant : ils n'agissent pas individuellement mais en collaboration afin d'obtenir une
expression correcte selon le stade du développement et le type cellulaire. Il faut noter que la
région 3’IgH seule confére une expression strictement B spécifique lorsque elle est utilisée
dans sa configuration germinale. Il reste a élucider les mécanismes moléculaires impliqués
dans cette régulation. Tous ces activateurs possedent de multiples motifs de fixation pour
des facteurs nucléaires qui sont soit ubiquitaires soit spécifiques de la lignée lymphoide ou

de la lignée B.

Cinétique d’activation de I’élément Eu et de la région 3’IgH :

Ce travail nous a permis de déterminer in vivo la cinétique d'activation de I'élément
Eu (article 3) et de la région 3'IgH (article 4) chez la souris au cours du développement
lymphocytaire B. L'activateur Ep est actif aux stades précoces de la différenciation B : du
stade pro-B au stade pré-B. Il joue un rdle dans la transcription, et sa délétion a montré son
importance dans le controle des recombinaisons Vy a DJy (Chen et al.,, 1993; Serwe and
Sablitzky, 1993). Dans les étapes plus tardives de la différenciation, Eu devient moins
important.

Nos résultats concernant la région 3’IgH vont dans le sens de ceux observés
précédemment in vitro lors d'expériences de transfection transitoire utilisant les génes
rapporteurs luciférase ou CAT (Chauveau et al., 1998; Ong et al.,, 1998). Cette région est
active du stade pré-B au stade B mature (article 4). Les éléments 3’IgH agissent en synergie
et en coopération avec Eu afin de permettre la transcription de génes leur étant associés.
Pris séparément, ils n"augmentent pas significativement I'effet de Ep mais la combinaison de
plusieurs activateurs 3’ devient un puissant coactivateur de Ep, en particulier lorsque le
disposition palindromique est respectée (Chauveau et al., 1998). Leur implication dans les
événements tels que la commutation de classe renforce l'idée d'une activité tardive de ces
activateurs au cours du développement B.

La région 3' du locus consiste en deux unités: la premiere est constituée du
palindrome hs3a-hs1,2-hs3b et la seconde comprend I'élément isolé hs4. Chez la souris, en

plus de cette dualité structurale, intervient une dualité fonctionnelle avec des éléments
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réputés faibles et spécifiques des cellules B matures et des plasmocytes (hs3a, hs1,2, hs3b)
et un élément fortement actif aux stades précoces de la différenciation B (hs4). Il a été
montré un effet concerté des trois partenaires du palindrome : 'activité de hsl1,2 est
particulierement augmentée si ce dernier est flanqué de deux copies inversées de hs3
(Chauveau et al., 1998). L’association de hs4 aux autres activateurs 3’ ne s’avere efficace
gu’avec la combinaison palindromique, soulignant ainsi le bénéfice de cette architecture et

la nécessité des quatre éléments pour obtenir un effet optimal de la région 3’IgH.

Bénéfice apporté par les isolateurs :
= Protection contre les effets de position :

Pour pallier a l'inactivation de nos constructions chez la souris, nous avons utilisé
I'isolateur 5'HS4 de B-globine de poulet. Nous I'avons choisi car il s’agit de l'isolateur le
mieux caractérisé chez les vertébrés. Différentes études ont montré que cet isolateur était
fonctionnel aussi bien dans des lignées cellulaires que dans des souris transgéniques (Chung
et al., 1993; Szabo et al., 2002). De plus, ces études n‘ont pas révélé de spécificité tissulaire
lors de I'insertion ectopique de cet isolateur.

Lisolateur 5'HS4 a été testé pour sa capacité a protéger un gene rapporteur des
effets de position di a l'intégration aléatoire dans le génome. En absence d’isolateur,
I'expression du transgéne est sous l'influence de I’hétérochromatine environnante. Cette
hétérochromatinisation est associée a la méthylation de 'ADN et a la déacétylation des
histones. L'expression du transgene est alors éteinte. Une construction dans laquelle le géne
GFP est sous le controle du promoteur pVy et de Eu ne s’exprime pas chez la souris
(Guglielmi et al., 2003). L'ajout d’isolateurs 5’HS4 rétablit une expression de la GFP (article
3). De méme, nous avons montré, chez la souris, que le transgene GFP-LCR ne s’exprime pas
en absence d’isolateur (article 4). En revanche, lorsque le transgéne est encadré par deux
isolateurs, des cellules B fluorescentes sont détectables chez nos souris. Les isolateurs
n'empéchent cependant pas une perte progressive de son expression. Sur quatre lignées de
souris portant le transgene I-GFP-LCR-I provenant de quatre clones ES différents seule la
moitié d'entre elles présente une expression de la GFP. Nous avons vérifié qu’il ne s'agissait
pas d'une délétion du transgéne ou de mutations introduites dans la séquence codant la

GFP. L'extinction de la GFP semble plutét due a un phénoméne de méthylation de ce géne. Il
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a, en effet, été montré que le gene GFP des transgenes Eu-GFP (Guglielmi et al., 2003) et
GFP-LCR (article 4) est fortement méthylé in vivo entrainant une perte d’expression. Ce
phénoméne d’extinction a également été observé dans des cellules souches
hématopoiétiques transfectées par un vecteur rétroviral MFG-GFP (Klug et al., 2000). Cette
inactivation se produit aux stades trés précoces de la différenciation B avant méme
I’acquisition de I'antigene de surface B220.

Une étude a mis en évidence que la méthylation au sein d’un transgene dépend
notamment : 1) de la force du promoteur et des activateurs transcriptionnels qui lui sont
associés (plus un activateur est fort, moins la méthylation est rapide) ; et 2) de la séquence
nucléotidique du géne rapporteur (Hertz et al.,, 1999). La région codante du géne GFP
contient 92 sites CpG, qui sont des sites potentiels de méthylation (Hong et al., 2001). La
méthylation de 7% des sites CpG réduit I'expression de la GFP de 60% (Hong et al., 2001). La
séquence du géne rapporteur GFP expliquerait les phénomeénes d’extinction des transgenes

gue nous observons chez nos animaux.

= Expression dépendante du nombre de copies intégrées :

La région 3'lgH constitue une région de contréle du locus (LCR). Cette fonction a tout
d'abord été montrée in vitro par transfection stable d'une lignée plasmocytaire (Madisen
and Groudine, 1994). Elle a ensuite été confirmée par des animaux transgéniques chez
lesquels le géne tronqué de la B-globine humaine a été placé sous le controle du promoteur
pVy et de la LCR globale. L'expression du transgene est restreinte au compartiment B et
indépendante du site d’intégration. Il n'a cependant pas pu étre établi de relation linéaire
entre le nombre de copies du transgéne et son niveau d'expression, faisant de la région
3’IgH une LCR partielle (Chauveau et al., 1999). L'ensemble des constructions utilisant les
éléments 3' ne renferme que le cceur des activateurs. Il pourrait exister au sein des régions
flanquantes d'autres séquences nécessaires aux éléments 3’ pour constituer une LCR
compléte. Ainsi, l'activateur hsl,2 est entouré de répétitions inversées qui jouent
probablement un roéle important dans la régulation de la région 3'. Ces répétitions
pourraient participer, avec l'aide de facteurs de liaison a I'ADN, a I|'établissement d'une

structure secondaire ou tertiaire de la chromatine.
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Nous avons eu recours a des isolateurs afin de tester si I'ajout de telles séquences a
nos transgénes permettrait une expression qui soit dépendante du nombre de copies
intégrées. Nous avons montré, par transfection stable de lignée cellulaire B 18-81 et A20,
que, seuls, ni EW ni la région 3’IgH ne pouvaient conférer une expression du gene rapporteur
GFP dépendante du nombre de copies. En revanche, la présence des isolateurs flanquant la
construction rétablit cette propriété (article 1). Ainsi, en protégeant nos différentes
constructions des signaux activateurs ou répresseurs émanant des séquences adjacentes,
I'isolateur 5'HS4 permet une expression plus homogene d'un clone cellulaire a un autre pour
un nombre de copies de transgéne intégré équivalent. La région 3’IgH se comporte alors
comme une vraie région de contrdle du locus, capable de conférer une forte expression a un
transgéne, de facon tissu-spécifique, indépendante du site d’intégration et dépendante du

nombre de copies.

Si I'on perturbe la disposition des activateurs 3’IgH dans nos transgénes en
supprimant I'élément hs4, nous n’observons plus cet effet copie-dépendant (article 2). Il
semble donc que cette copie-dépendance soit dlie a I'architecture de notre construction
associant a la fois la LCR 3’IgH et les isolateurs plutét qu’a une capacité intrinseque de
I'isolateur a conférer une expression copie-dépendante dans une cellule B. Cette étude
montre que la LCR doit étre utilisée dans son intégralité pour pouvoir bénéficier d’un effet

dépendant du nombre de copies intégrées dans le génome hote.

En conclusion, I'ensemble de ces études nous a permis de mettre au point des
vecteurs d’expression spécifiques de la lignée lymphocytaire B. Nous avons montré in vivo
que la région 3’'IlgH dans sa configuration palindromique (avec les 4 hs) s’exprime
uniguement dans les cellules B jusqu’aux stades les plus matures de la différenciation.
L'addition d’isolateur 5’HS4 flanquant la cassette d’expression lui permet de se comporter
comme une vraie LCR et permet une protection contre les effets positionnels. Cette
construction associant les isolateurs et la LCR constitue un outil intéressant pour permettre

I’expression d’un transgéne qui soit ciblée sur les stades les plus matures de la lignée B.
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DEUXIEME PARTIE : Etablissement d’'un modéle murin de lymphome de Burkitt.

Le lymphome de Burkitt est caractérisé par une translocation du géne c-myc au
niveau d’un des trois loci codant les Ig. La translocation affecte de fagon majoritaire le locus
IgH (80% des cas). L'expression de c-myc se trouve alors fortement dérégulée suite a sa
juxtaposition aux multiples éléments régulateurs du locus IgH. La translocation frappe soit la
région Jy et correspond a des cassures de I'’ADN liées au phénomene d’hypermutation
somatique, soit les régions « switch» et correspond alors a des aberrations de
recombinaison de commutation de classe. Quel que soit le type de translocation qui survient

dans le locus IgH, c-myc est toujours en relation avec la région 3’IgH.

Afin d’évaluer plus précisément le role de la LCR 3’IgH dans la dérégulation de c-myc,
nous avons construit un vecteur dans lequel le gene c-myc est sous le double contréle de ses
promoteurs P1 et P2 et de la LCR 3’IgH dans sa configuration palindromique. Ce transgene
est borné par des isolateurs. Il nous a permis d’obtenir une lignée de souris transgéniques ne
portant qu’une seule copie du vecteur. En effet, lors du lymphome de Burkitt, la
translocation n’intervient que sur un alléle et une seule copie de c-myc est dérégulée.

L’autre alléle reste silencieux.

Nous avons choisi d’utiliser la région 3’lgH compléte avec les quatre hs en respectant
la disposition palindromique endogene. Cette combinaison permet de conférer une haute
expression a un transgene restreinte a la lignée B et indépendamment du site d’intégration.
Lors du lymphome de Burkitt, c-myc est toujours en relation avec la région 3’IgH entiére.
Nous avons souhaité nous placer dans les conditions les plus proches de ce qui est observé
lors de la pathologie. L'utilisation d’isolateurs présente un grand avantage puisqu’elle
permet de créer un domaine isolé et protégé des influences de la chromatine adjacente. C-
myc est alors sous I'unique controle de la région 3’'lgH, sans interférence avec les autres

éléments régulateurs du locus IgH.

Nous avons mis en évidence, chez nos jeunes souris transgéniques (8 semaines) et
sans aucun signe apparent de la maladie, une augmentation de I'expression de c-myc

spécifiguement dans les cellules B de la rate par rapport aux animaux sauvages. Aucune
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variation de I'expression n’a été observée dans le foie, le thymus, le cceur, le rein et le
poumon. Ce résultat montre que la région 3’IgH seule est capable de déréguler c-myc

uniquement dans les lymphocytes B.

Les splénocytes de jeunes animaux c-myc-LCR possedent une capacité accrue a
proliférer en réponse a divers stimuli, ainsi qu’un taux élevé d’apoptose. L’apoptose semble
agir comme une limite intrinseque au potentiel oncogénique de c-myc, ce qui explique
pourquoi les jeunes souris ne possédent pas plus de lymphocytes B dans la rate que les
controles. Dans le modele de Wang et Boxer (2005), les jeunes animaux présentent déja un
nombre élevé de cellules B. Nous avons également observé, a I'dge de 8 semaines, une
baisse du taux d’lg circulantes qui affecte tous les isotypes. Apres stimulation in vitro, par du
LPS en présence ou non de cytokines, les cellules B restent capables de commuter et de
synthétiser des Ig. La diminution du taux d’lg circulantes observée in vivo semble due a un
blocage fonctionnel engendré par c-myc. C-myc inhibe, en effet, la différenciation cellulaire

et bloque les cellules a un stade de la différenciation B ou elles ne secretent pas d’lg.

A partir de I'age de douze semaines, nos souris développent deux types de
lymphomes avec une tres forte incidence (80% a 40 semaines). Dans 75% des cas, les
animaux développent un lymphome clonal de type « Burkitt-like », avec un phénotype B
mature (B220, IgM", 1gD*) et une morphologie « ciel étoilé » caractéristique du lymphome
de Burkitt. Dans 25% des cas, le lymphome est un plasmocytome anaplastique, de nature
clonale. Les cellules tumorales sont B220, IgM'°W et CD138". Notre modele s’avere étre plus
proche du modeéle de Park et al (Park et al., 2005a; Park et al., 2005b) puisqu’ils obtiennent
globalement deux types de tumeurs: des lymphomes « Burkitt-like » et d’autres
« plasmocytomes-like » (un ensemble de tumeurs caractéristiques des différents stades de la
maturation plasmocytaire). Dans le modéle de Wang et Boxer, les seules tumeurs observées
sont de nature « Burkitt-like ». L'absence de tumeur de nature plasmablastique pourrait
avoir comme origine l'utilisation d’une LCR tronquée, ou le palindrome n’existe plus, et/ou
son insertion en amont de c-myc dans le locus endogéne a proximité d’autres séquences

régulatrices.
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Une différence importante est observée dans la cinétique d’apparition des tumeurs,
les lymphomes « Burkitt-like » apparaissant de fagon bien plus précoce que les
plasmocytomes anaplastiques. Cette différence semble étre corrélée avec I'expression de c-
myc mesurée par RT-PCR quantitative. Les splénocytes de souris présentant un lymphome
« Burkitt-like » surexpriment c-myc d’un facteur 15 en moyenne par rapport aux controles
contre 6 pour les animaux avec un plasmocytome anaplastique. La composante leucémique
(nombre de globules blancs circulants) est également beaucoup plus élevée chez les souris
« Burkitt-like », ainsi que I'expression de la protéine nucléaire Ki67 au sein des tumeurs.
Globalement, I'état prolifératif des lymphomes « Burkitt-like » semble largement supérieur
aux lymphomes anaplastiques expliquant I'apparition plus précoce des tumeurs « Burkitt-
like ». L’analyse du transcriptome conforte cette hypothése. Un trés grand nombre de genes

impliqués dans la régulation positive du cycle cellulaire montre une expression altérée.

Bien que plus proche du modele de Park et al., notre modeéle présente une différence
majeure dans la cinétique d’apparition des tumeurs. Les animaux c-myc™* développent un
lymphome avec une incidence de 68% a 21 mois. Cette différence de vitesses d’apparition
des tumeurs peut étre due au fait que nous avons créé, grace aux isolateurs, un domaine
chromatinien indépendant protégé des influences de la chromatine adjacente. De plus, nous
avons utilisé une LCR compléte, contrairement au modéle de Wang et Boxer, ou les tumeurs
apparaissent apres un délai de 12 mois en moyenne. Dans ce dernier modele, la LCR 3’IgH
est insérée en amont de c-myc, a proximité d’éléments régulateurs négatifs de ce locus. Ceci

pourrait également expliquer pourquoi les tumeurs apparaissent aussi tardivement.

L'absence de mutation somatique au niveau des régions variables de la chaine
lourde, dans notre modele, suggere que la tumeur est d’origine pré-centre germinatif et que
les cellules n’ont pas subi le phénoméne d’hypermutation somatique. C'est également ce qui
est observé chez les souris de Park et al. ou c-myc est inséré en amont des régions Jy (Zhu et

al., 2005).

Pour gu’il y ait émergence d’un clone leucémique, la cellule, outre la surexpression
de c-myc, doit acquérir des mutations additionnelles qui inhibent I'apoptose ou qui

permettent la surexpression de molécules activatrices du cycle cellulaire. Dans le modéle de
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Wang et Boxer, une augmentation de |’expression des protéines bcl-2 et bcl-xL a été mise en
évidence. Ce n’est pas le cas pour nos souris ou ces molécules ne varient pas. En revanche,
les cellules semblent tirer avantage de la dérégulation de la voie p21. Un ensemble de génes
impliqués dans cette voie est sous-exprimé dans notre modele. De nombreuses études ont
montré que la voie p21 pouvait avoir des fonctions apoptotiques dans certaines conditions

(Gartel and Tyner, 2002).

En conclusion, nous avons montré que la LCR 3’IgH seule est suffisante pour induire
une dérégulation de c-myc et initier le développement, chez la souris, d’'un lymphome
proche du lymphome de Burkitt humain. La survenue rapide des tumeurs fait de ce modele

un outil intéressant pour tester de nouvelles approches thérapeutiques.
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PERSPECTIVES

DELETION DE hs4 CHEZ LA SOURIS

L’étude de la régulation de la transcription et des remaniements au sein du locus IgH
est rendue complexe par I'existence d’éléments cis-régulateurs multiples en 5" et en 3’ du
locus. Il a été montré que la délétion de hs3a ou de hs1,2 ne présente aucun phénotype
(Manis et al., 1998). En revanche, la délétion conjointe des deux activateurs les plus en aval
du locus (hs3b et hs4) altére la commutation de classe vers tous les isotypes (a I'exception
de IgG1) et la synthese d’lg (Pinaud et al., 2001). Cette étude a en outre suggéré que hs3b
et/ou hs4 pouvaient interagir avec Eup (distants d’environ 200 kb avant commutation
isotypique) dans le controle de I'expression du gene C in vivo. Différents arguments vont en
faveur d’un role prépondérant de hs4 : il est actif durant tout le développement B tandis que
hs3a, hs1,2 et hs3b ne sont actifs qu’a des stades tardifs. De plus, une délétion de hs3a chez
la souris n’affecte pas I'expression du gene . Ceci laisse penser qu’il en soit de méme pour
son homologue hs3b. Enfin, il a été montré que l'insertion d’'une cassette pgk-néo 2 kb en
aval de hs4 n’affecte pas la commutation de classe ni la synthése d’lg (Manis et al., 2003).
Ceci suggére que les éléments clés de la région 3’ du locus IgH se situent dans une région de
17 kb comprise entre I’élément hsl1,2 et 2 kb en aval de hs4.

Pour mieux comprendre le role, la spécificité et la cinétique d’activation de hs4 au
cours de la lymphopoiése B, nous souhaitons réaliser sa délétion par recombinaison
homologue chez la souris. Cette technique nous permettra d’étudier les effets in vivo de la
délétion de hs4 sur la synthése d’lg et la commutation isotypique. Nous avons réalisé un
vecteur de ciblage contenant un bras 5’ correspondant aux séquences situées en amont de
hs4 et un bras 3’ correspondant aux séquences situées en aval de hs4 (Figure 22). Cette
construction permet le remplacement de hs4 par un fragment d’ADN contenant le géne
Néo® borné par deux loxP. Elle nous a permis d’obtenir quatre clones recombinants (Figure
23). Des chiméres ont été obtenues pour un clone. Elles sont actuellement en accouplement
avec des souris C57BL/6 en vue d’obtenir une transmission germinale. Nous étudierons, chez

les souris homozygotes pour la délétion de hs4 (hs4-/-), I'impact de la perte de cet élément
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sur la transcription germinale des genes d’lg, la synthése d’anticorps ainsi que sur les

processus de commutation isotypique et d’hypermutation somatique.

A. Locus endogéne

22 kb
VD) Ep Cp C5 Ca Rl RI RI R
/LDJ_O A O O |
— 7 ~— [~ N
hs3a  hs1,2 / hs3b / hs4 |\ N
/ ! \ \
/ / \ AN
/ / N
/ \ N

. ( Bras5 / \ Bras3’

B. Vecteur de ciblage , | | !
Sacll 5,2 kb Notl 1,8 kb Notl 6,8 kb Sall
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) 14,5 kb v 7,5 kb .
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Figure 22 : Délétion de I'activateur hs4 par recombinaison homologue.

A : Représentation du locus IgH chez la souris. Les activateurs transcriptionnels situés en 3’
sont représentés par des ellipses roses. Les sites EcoRlI (RI) sont mentionnés.

B : Vecteur de ciblage portant la cassette NéoR (rectangle vert) flanquée par deux séquences
de recombinaison LoxP (triangles verts). NéoR est inséré entre les bras 5’ et 3’ (trait bleu) au

niveau du site Notl.

C: Carte du locus IgH aprés recombinaison homologue. Les sondes utilisées pour le criblage
des clones sont représentées par des rectangles noirs.
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Figure 23 : Analyse des clones ES par Southern blot.

Apres transfection des cellules ES avec le vecteur de ciblage, les clones résistants a la
néomycine sont testés par Southern blot : 10 ug d’ADN génomique sont digérés par EcoRlI et
hybridés avec une sonde 5’ puis 3’. La sonde 5’ permet de distinguer une bande germinale
de 22 kb et une bande recombinante de 14,5 kb. La sonde 3’ révele également la bande
germinale de 22 kb mais la bande recombinante dans ce cas est de 7,5 kb.

OBTENTION DE SOURIS SUREXPRIMANT CYCLINE D1, CYCLINE D3, Bcl-xL ou Bcl-2

Dans la continuité des travaux réalisés avec les souris c-myc-LCR 3’IgH, nous avons
entrepris d’établir des lignées de souris transgéniques chez lesquelles les ADNc cycline D1,
cycline D3, Bcl-xL ou Bcl-2 sont placés sous la dépendance de la région 3’IgH. Deux isolateurs
encadrent chacun de ces transgenes. Nous possédons des chimeres pour la construction
cycline D1 ainsi qu’une transmission germinale. Nous avons également des chiméres pour le
transgene cycline D3. Elles sont actuellement en reproduction et nous sommes en attente de
la transmission germinale pour I'établissement de lignées transgéniques stables.

Dans I’avenir, nous pourrons ainsi réaliser des doubles ou des triples transgéniques c-
myc/cycline D1 ou D3, et mimer ainsi les phénomenes d’activation multiples de ces mémes
oncogenes, qui sont notamment observés chez I'’homme au cours du myélome, et qui sont la

aussi caractérisés par le passage des oncogenes sous le controle de la région 3’IgH apres
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translocation. Enfin, nous pourrons réaliser des combinaisons transgéniques associant c-
myc/Bcl-xL ou Bcl-2 et mimer ainsi les altérations qui apparaissent lors du lymphome de

Burkitt chez I’'homme.
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The polymorphism of the locus control region lying downstream the human IgH locus is

restricted to hs1,2 but not to hs3 and hs4 enhancers.

Laurence Guglielmi, Véronique Truffinet, Emmanuelle Magnoux, Michel Cogné et Yves

Denizot

Immunology Letters, 2004, Volume 94, pages 77-81.

Chez ’'homme, une région régulatrice est présente en 3’ de chaque géne a. Elle est
constituée de trois activateurs : hs3 (Mills et al., 1997; Pinaud et al., 1997), hs1,2 (Chen and
Birshtein, 1997; Mills et al., 1997; Pinaud et al., 1997) et hs4 (Mills et al., 1997). L’activateur
hs3b n’existe chez ’'homme. Comme chez la souris, I'élément hs1,2 est entouré de régions
répétées et inversées d’environ 2 kb. L'étude, par southern blot, des régions situées en 3’ du
géne al a mis en évidence un polymorphisme de taille de fragments de restriction (RFLP)
(Pinaud et al., 1997). L'amplification de hs1,2 par PCR a montré un polymorphisme de taille,
correspondant a un nombre variable de régions répétées en tandem (VNTR) ou mini-

satellites au sein méme des séquences activatrices (Denizot et al., 2001).

Afin de vérifier s'il existait un polymorphisme affectant hs3 et hs4, nous avons étudié
ces activateurs par PCR et southern blot. Nous montrons I'absence de polymorphisme
additionnel au niveau de ces deux éléments. L’analyse par séquengage montre que la

séquence des « core » hs3 et hs4 est invariante.
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RESUME

Le locus des chaines lourdes des immunoglobulines (IgH) est le site de nombreux
évenements de recombinaisons et de mutations au cours de la différenciation lymphocytaire
B. Il constitue ainsi une zone critique pour des évenements de translocations
chromosomiques aboutissant a la dérégulation d’oncogénes, tels que c-myc au cours du
lymphome de Burkitt. C-myc se retrouve transloqué a proximité des multiples éléments
régulateurs du locus IgH : Ep en 5” du locus et les activateurs 3’ constituant une région de
controle du locus (LCR). Son expression est alors fortement dérégulée. Notre objectif a été
d’étudier le role de la région 3’IgH dans la dérégulation de c-myc lors du lymphome de
Burkitt.

Une premiére partie de notre travail a consisté a construire et a valider des vecteurs

d’expression B spécifiques ayant comme caractéristique une expression aux stades matures
de la différenciation B. Nous avons montré que, in vitro, la région 3’IgH se comporte comme
une LCR « partielle » ne permettant pas I'expression d’un transgene de fagon dépendante du
nombre de copies intégrées. Lorsque nos vecteurs d’expression sont flanqués de I'isolateur
5’HS4 de la B-globine de poulet, I'expression devient alors dépendante du nombre de copies.
Cette copie-dépendance ne fonctionne, toutefois, que si la LCR est compléte.
En paralléle, nous avons développé des modeles de souris transgéniques afin d’étudier in
vivo la cinétique d’activation de I’élément Ep et de la LCR 3’IgH. Nous avons pour cela utilisé
la GFP comme géne rapporteur. Nos résultats ont montré que Eu et la LCR conférent une
expression strictement B spécifique a la GFP, Eu étant actif du stade pro-B au stade pré-B
alors que la LCR s’exprime jusqu’au stade B mature. L'expression n’est observée que si les
vecteurs sont entourés par des isolateurs.

Afin de tester I'hypothése que la LCR 3’IgH est suffisante pour déréguler c-myc in vivo
et ainsi étre a l'origine de la surexpression de c-myc lors du lymphome de Burkitt, nous
avons généré des souris portant un transgene c-myc-3’LCR flanqué d’isolateurs.

Les splénocytes des jeunes souris transgéniques ont des taux augmentés de transcrits c-myc,
proliferent de facon accrue en réponse a divers stimuli et ont un taux d’apoptose élevé.
Cependant, le nombre de cellules B dans la rate est normal. Les taux de toutes les classes
d’lg sont diminués dans le sérum, mais la commutation isotypique et la sécrétion d’lg sont
normales in vitro. A partir de I'dge de douze semaines, les souris développent des
lymphomes avec une tres forte incidence (80% a 40 semaines). Dans 75% des cas, il s’agit
d’un lymphome clonal de type « Burkitt-like », avec un phénotype B mature (B220", IgM",
IlgD*) et une morphologie « ciel étoilé » caractéristique du lymphome de Burkitt. Dans 25%
des cas, le lymphome est un plasmocytome anaplastique. |l est également de nature
clonale ; les cellules tumorales sont B220", IgM'* et CD138".

La LCR 3’IgH seule est donc capable de déréguler c-myc et de mimer les caractéristiques du
lymphome de Burkitt humain. La survenue trés rapide et constante des lymphomes chez nos
souris fait de ce modéle un outil intéressant pour tester de nouvelles approches
thérapeutiques.
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