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Résumé

Le développement des lymphocytes B est jalonné par des événements de recombinaisons et
de mutations des geénes d’immunoglobuline, notamment dans le locus de chaine lourde (locus IgH).
Ces événements de remodelage de ’ADN le rendent particulié¢rement sensible aux translocations
chromosomiques. Ainsi, un oncogene peut ctre déplacé dans le génome et intégré au sein du locus
IgH, dont les activateurs transcriptionnels vont déréguler son expression, induire la transformation
cellulaire et favoriser ’émergence d’un lymphome.

Des travaux précédents au laboratoire avaient validé lutilisation d’un transgene « mini-
locus » associant oncogene c-myc et la région régulatrice en 3’ du locus IgH (3’RR) pour la
modélisation du lymphome de Burkitt. Une partie de notre travail de thése a consisté a créer, selon
la méme stratégie, des vecteurs associant d’autres oncogeénes a la 3’RR afin de tenter de modéliser
d’autres désordres lymphoprolifératifs. Par exemple, nous avons souhaité créer un modele de
lymphome du manteau, caractérisé le plus souvent par la translocation du gene de la cycline D1 dans
le locus IgH. Toutefois, la cycline D1 sauvage n’est pas un oncogene fort et sa surexpression ne
suffit pas a transformer la cellule et a induire le lymphome du manteau. Nous avons donc opté pour
une stratégie alternative : nous avons étudié la coopération entre la surexpression de c-zyc et
Pexpression d’une CDK4 mutée (CDK4"*) insensible a Pinhibition par les INK4 et donc
constitutivement active. CDK4"*¢ est oncogénique mais ne prédispose pas aux lymphomes. En
revanche, c-zye collabore avec elle dans la lymphomagenése et nous a permis d’obtenir un modele de
lymphome du manteau.

Nous avons également diversifié le spectre de la lymphomagenése c-zy~-dépendante en
plagant le transgene précédemment utilisé pour créer les modéles de lymphome de Burkitt dans un
fond génétique déficient pour p53. La perte de la fonction suppressive de tumeur de p53 a créé un
contexte permissif pour la croissance tumorale en compromettant des mécanismes de protection
cellulaire s’opposant a la transformation. Ainsi, des mutations secondaires coopératives ont été plus
facilement acquises et leur combinaison a généré différents types de tumeurs : des lymphomes de
Burkitt CD43 et CD43", des lymphomes du manteau et des lymphomes plasmoblastiques. Ces
données confirment que la 3’RR est le principal élément cis-activateur qui dérégule expression des
oncogenes transloqués lors des lymphomes B matures.

Mots-clefs : IgH 3’RR, immunoglobuline, lymphocyte B, lymphome, modéle murin, oncogene,
translocation.



Abstract

B cell development is punctuated by recombination and mutation events of immunoglobulin
genes, notably in the heavy chain locus (IgH locus). Such DNA remodelling events render IgH locus
particulatly sensitive to chromosomal translocations. As a result, an oncogene can be moved and
inserted close to the IgH locus and consequently deregulated by IgH transcriptionnal enhancers,
triggering cell transformation and promoting lymphoma development.

Previous works in our laboratory validated a transgenic “mini-locus” strategy linking c-zye
oncogene and IgH locus 3’ regulatory region (3’RR) to mimic Burkitt lymphoma chromosomal
translocation. A part of my work aimed to create vectors linking other oncogenes and the 3’RR,
according to the same strategy, in order to make mouse models for other lymphoid malignancies.
For example, we tried to reproduce mantle cell lymphoma by mimicking the translocation of cyclin
D1 gene into the IgH locus. Nevertheless, we found that wild type cyclin D1 overexpression is not
by itself sufficient to induce cell transformation and the occurrence of mantle cell lymphoma. We
then chosed another approach: we studied cooperation between c-myc overexpression and the
expression of a mutated CDK4 (CDK4™), insensitive to inhibition by INK4 family and
consequently constitutively active. CDK4"** is oncogenic but does not predispose to lymphomas.
On the contrary, c-zyc collaborated with it and gave rise to a mantle cell lymphoma mouse model.

We also widened the spectrum of c-zy~induced lymphomas by introducing the transgene
previously used to create Burkitt lymphoma model into a p53-deficient genetic background. The loss
of tumour suppressor function of p53 made a permissive background for tumour growth by
impairing fail-safe mechanisms fighting against cell transformation. As a result, secondary
cooperating mutations could occur more easily and their combination produced different lymphoma
types: CD43 and CD43" Burkitt lymphomas, mantle cell lymphoma and plasmablastic lymphoma.
These data confirm that the 3’RR is the main ws-acting element that deregulates translocated
oncogenes expression in mature B cell lymphomas.

Key-words: B cell, IgH 3'RR, immunoglobulin, lymphoma, mouse model, oncogene, translocation.
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« Une fois qu’'on est fait au travail, on ne peuispVvivre sans lui.

Dailleurs, c’'est de la que dépend tout dans le aeanavec de la

science, on est heureux ; avec de la science,&éve’ au-dessus de
tous les autres ».

Louis PASTEUR (1822-1895)
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Inquiétudes d’un biologiste
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In memoriam

C’est avec une profonde affliction que nous avons appris, a la fin du mois de juin
2011, le déces du Pr. Fred RAMADE, professeur de physiologie animale a la Faculté des
Sciences et Techniques de Limoges, dans sa 66 année. Excellent pédagogue, il nous a
enseigné avec passion la physiologie des la premiere année du DEUG. Il a su nous
transmettre son engouement pour cette discipline et nos échanges avec lui ont toujours
été d’une infinie richesse. Il a grandement contribué a notre intérét sans faille pour la
physiologie, depuis nos premieres années universitaires. Il a énormément compté pour
nous. Ses cours resteront un souvenir mémorable, emprunt aujourd’hui de beaucoup
d’émotion. Ce travail, bien qu’étant éloigné de sa spécialité scientifique (il était qualifié
dans la section neurosciences), lui est dédié, en signe d’hommage et de reconnaissance
pour tout ce qu’il a apporté a la construction de notre savoir scientifique.

« Vous respirez la physiologie.
La physiologie, c’est votre oxygene ! »
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Liste des abréviations

+ : expression
- : absence d’expression

3’RR : région régulatrice 3’ (3’ regulatory region)
3C : capture de conformation chromosomique

U : pseudogene

A : adénine/adénosine

A-NHE] : voie alternative de NHE

ABC : cellule B activée i vitro (in vitro activated B cell)
ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

AICDA : cytidine déaminase induite apres activation
(activation-induced ~ cytidine deaminase) (autre acronyme,
souvent utilisé pour désigner le géne)

AID : cytidine déaminase induite aprés activation
(activation-induced cytidine deaminase)

AIDS : SIDA (acronyme anglais pour acquired immuno-
deficiency syndrom)

AP-1: protéine activatrice 1 (activator protein 1)

APE : endonucléases apuriques-apyrimidiques

API2 : gpoptosis inhibitor 2

ARN : acide ribonucléique

ARNm : ARN messager

ATM : ataxia telangiectasia mntated

ATR : ataxia-telangiectasia and Rad3-related

Bcl- : B-¢ell lymphoma-

BCR: récepteur de cellules B (B ¢l receptor), ou
breakpoint cluster region, dans le cas du gene du
chromosome 9 impliqué dans la translocation
Philadelphie

Blimp-1: B jmphocyte-induced maturation protein

C: cytidine/cytosine, se rapportant aux acides
nucléiques, ou cystéine, se rapportant aux protéines
C-NHE] : voie classique de NHE

CARM1 : coactivator-associated arginine |R] methyltransferase
1

CBP : CREB (cAMP response element)-binding protein
CCND1 : ¢ycline D1

CD : duster of différentiation

CDC : controle de la division cellulaire

CDK: kinase dépendant de cycline (¢yelin-dependent
kinase)

CDR: région
(complementarity determining region)

CDT1: chromatin licensing and DNA replication factor 1
cEp : cceur I’Eu (core Ep)

CG : centre germinatif

CHXK : kinase de point de contrdle (checkpoint kinase)
CKI : inhibiteur de CDK (CDK gnbibitor protein)

CLL : acronyme anglo-saxon pout leucémie lymphoide
chronique (chronic hymphocytic lenkaenia)

CMH : complexe majeur d’histocompatibi-lité

CREB : (¢AMP response element)-binding protein

CTCF: facteur de liaison a CCCTC (CCCTC-binding

Sactor)

déterminant la  complémentarité
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d : dé(s)oxy-

D : segment de diversité

Da : dalton

dim : expression diminuée

DNA-PKcs : sous-unité catalytique de la protéine
kinase ADN-dépendante

DNase : désoxyribonucléase

DNMT3a: ADN  (cytosine-5)-méthyltransférase
(DNA [eytosine-5]-methyltransferase 3.A)

EBYV : virus d’Epstein-Barr (Epstein-Barr virus)
Ep : activateur intronique de chaine lourde
EXO1 : exonucléase 1

FACT : facilitateur de la transcription de la chromatine
(facilitates chromatin transcription)

FGFR3 : fibroblast growth factor receptor 3

FOXP1 : forkhead box P1

Frap : FKBP12 rapamycin-associated protein, mTOR, RAFT

G : guanine/guanosine
GC : centre germinatif (germinal center)

GSK3 : glycogene synthase kinase 3-béta

H : chaine loutrde (beavy chain)

HAT : histone acétyl-transférase

HBH-LZ : hélice-boucle-hélice-/encine zipper
HDAC : histone déacétylase

HDM : human double minute

HHYV : virus herpes humain (buman berpes virus)
high : forte expression

hs: site d’hypersensibilit¢é a la DNase (DNase
bypersensitivity site)
hTERT : sous-unité transcriptase inverse de la

télomérase humaine (buman telomerase reverse transcriptase)

I : promoteur germinal de géne constant

IE : gene a réponse précoce immédiate (zumediate early)
Ig : immunoglobuline

IgH : chaine lourde d’immunoglobuline

IgL : chaine légere d’immunoglobuline

IKB : inhibiteur de NF-KB

INK : inhibiteur de CDK

J : segment de jonction

kb : kilobase
kDa : kilodalton

L : chaine légere (fight chain)

LDGCB : lymphome diffus a grandes cellules B

Lig4 : ADN ligase 4

LLC : leucémie lymphoide chronique

LMP2A : protéine membranaire de latence 2A (latent
wembrane protein 2A)

low : faible expression

maf : pusculoaponenrotic fibrosarcoma (oncogene)
MALT : tissu lymphoide associé aux muqueuses
(mucosa associated lymphoid tissue)



MAR: région d’attachement a la matrice (matrix
attachment region)

Max : myc-associated protein X

MB : boite d’homologie myc (zzyc homology box)

MDM : purine double minute

Miz-1: myc-interacting inc finger 1

MRN : Mrel1-Rad50-Nbs1

myc : myelogytomatosis (oncogene)

neo® : gene de résistance a la néomycine (ueomycin
resistance gene)

NF-KB : facteur nucléaire K B (zuclear factor K B)

NFY : nuclear factor Y

NHE] : jonction des extrémités non homologues (zon
bomologous end joining)

p: phospho-, ou s’appliquant a un chromosome,
désigne le bras court

p53C : domaine de cceur de p53 (domaine de liaison a
’ADN)

PAXS : paired box gene 5

pb : paire de bases

pCAF : facteur associé a p300/CBP (p300/CBP-
associated factor)

pgk : promoteur de la phosphoglycérate kinase

pRb : protéine du rétinoblastome

Pré-BCR : récepteur de cellule pré-B (pre-B cell receptor)
PRMT1 : protein arginine [R] N-methyltransferase 1

pVH : promoteur de région variable

q : bras long de chromosome

R: purine (A ou G), se rapportant aux acides
nucléiques, ou arginine, se rapportant aux protéines
RAG : geéne activant la recombinaison (recombination
activating gene)

ras : zat sarcoma (oncogene)

xiv

Région S : région de commutation (switch region)
rel : reticuloendotheliosis (oncogene)

SCF : Skp, Cullin, E-box containing complex
Skp2 : S-phase kinase-associated protein 2
SLN : séquence de localisation nucléaire
SOCS1 : suppressor of cytokine signalling 1
Sp1 : specificity protein 1

SSR : séquence signal de recombinaison
SWI-SNF : switch/ sucrose non fermentable

T : thymine/thymidine

TAD: domaine  d’activation
(transcription activating domain)

TdT : désoxynucléotidyltransférase terminale (ferminal
desoxynucleotidyl-transferase)

TFII-1 : transcriptional factor 11-1

TGF-B:
(transforming growth factor-beta)

TRRAP : fransactivation/ transformation-associated protein

transcriptionnelle

facteur de croissance transformant-béta

U : uracile/uridine
UNG : wracil-DN.A-glycosylase

V : segment de variabilité
VEGF : facteur de croissance de
vasculaire (vascular endothelial growth factor)

Pendothélium

W : base azotée a faible
hydrogene, A ou T)

liaison (deux liaisons
XLF : XRCC4-ike factor)
XRCC4 : X-ray repair cross-complementing protein 4)

Y : pyrimidine (C ou T)
YY1 : yin-yang 1
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Préambule

Préambule

Systeme immunitaire et lymphocytes B

Le systéme immunitaire assure la défense de I'organisme. Sa mission : reconnaitre et éliminer
les antigénes et les organismes envahisseurs étrangers (virus, bactéries, champignons,
protozoaires...). Constamment en alerte, il veille a la protection de lorganisme vis-a-vis des
agressions qui pourraient compromettre son intégrité et son bon fonctionnement. Ces menaces
peuvent provenir de pathogenes, mais aussi de dysfonctionnements cellulaires internes favorisant
I’émergence de tumeurs. Il a a sa disposition un arsenal complexe constitué d’organes, de tissus, de
cellules et de molécules spécialisées, et s’articule autour de deux mécanismes généraux : 'immunité
innée et 'immunité adaptative. L'immunité innée assure une résistance naturelle, impliquant
notamment le systetme du complément, les macrophages et les cellules tueuses naturelles, qui
agissent de facon non spécifique. L’immunité adaptative, au contraire, repose sur la compétence des
lymphocytes de répondre spécifiquement et sélectivement a une stimulation par différents antigenes.
Dans ce contexte, la réponse immunitaire 2 médiation humorale repose sur la sécrétion de molécules
effectrices : les anticorps, ou immunoglobulines, par les cellules de la lignée B. Ces molécules sont
capables de lier spécifiquement un antigéne en vue de le neutraliser et de I'éliminer. Les cellules B
sont donc des constituants majeurs de 'immunité adaptative (pour revues : Honjo, Alt et Neuberger,

2004 ; Ollila et Vihinen, 2005).

Les immunoglobulines sont des hétérotétrameres d’environ 150 kDa, exprimés a la surface
des cellules B sous forme de récepteur membranaire ou excrétés par les plasmocytes (pour revue,
Schroeder et Cavacini, 2010) (Figure 1). Elles sont formées de deux chaines lourdes (H) identiques
et de deux chaines légeres (L) identiques. Les chaines lourdes sont unies par un ou plusieurs ponts
disulfure. Les chaines légeres sont attachées aux chaines lourdes par un pont disulfure proche de leur
extrémité C-terminale. Chaque chaine comprend une région constante (C) et une région variable (V).
La combinaison des domaines variables des chaines lourde et légere définit le site de reconnaissance
et de liaison de l'antigene. Il est créé par une série complexe d’événements de réarrangements de
segments de genes. Il peut étre ensuite soumis a un processus d’hypermutation somatique pour
affiner la spécificité de 'immunoglobuline. Les domaines constants des chaines lourdes conferent a

I'immunoglobuline ses propriétés effectrices et définissent sa classe, ou isotype : p (qui définit 'IgM),

3 (IgD), y dgG), e (IgE) et « (IgA). En réponse a un antigene, Iisotype peut étre commuté pour
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modifier les fonctions effectrices de I'immunoglobuline tout en conservant la méme spécificité

antigénique. Les chalnes légeres peuvent étre de deux types : K ou A (Schroeder et Cavacini, 2010).

Domaine variable :
site de liaison a
'antigéne

Domaine constant:
propriétés effectrices

2 chaines lourdes IgH
identiques

Chaines Locus

Chaines kappa [s]¥

Chaines lambda Igh

v\
Chaines lourdes IgH
— 9

Figure 1. Structure des immunoglobulines.

A. Structure tridimensionnelle d’une IgG1 de souris. Les chaines lourdes sont représentées en rouge, les chaines légeres
en jaune. Les glycosylations sont signifiées en violet. B. Structure bidimensionnelle. VH et VL : régions variables des
chaines lourdes et légéres. CH et CL: régions constantes des chaines lourdes et légeéres. Les traits noirs épais
représentent les ponts disulfure.

Les genes codant les immunoglobulines sont répartis en trois complexes différents : les loct
IsK (chromosome 6 chez la souris, 2 chez ’homme) et IgA (chromosome 16 chez la souris, 22 chez
I’lhomme) qui codent les chaines 1égeres et le locus IgH (chromosome 12 chez la souris, 14 chez
’homme) qui code les chaines lourdes. La singularité des lymphocytes est la structure morcelée des
genes codant leurs récepteurs, qui correspond a leur configuration germinale (Figure 2). La région
variable des immunoglobulines est codée par plus d’un segment de geéne : un segment de variabilité
(V1) et un segment de jonction (J;) pour la chaine légere, un segment V,;, un segment de diversité
(D) et un segment J,; pour la chaine lourde. Lors du développement de la cellule B, ces segments
doivent étre réarrangés pour former des exons V, ], et VD], fonctionnels (pour revues : Lefranc et

Lefranc, 2004 ; Matsuda, 2004 ; Riblet, 2004 ; Zachau, 2004).
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A.
5 Segments de variabilité Segments de  Segments de jonction 3
(> 200) diversité ) Chromosome 12, locus IgH
(12)
B.
......
5  Segments de Segments de 3
variabilité jonction Chromosome 6, locus Ig k
(> 150) 5
------- V332 Y oA V€
5 3

Chromosome 16, locus Ig A

Figure 2. Représentation schématique de Porganisation des loci des génes d’immunoglobuline chez la souris.
A. Locus IgH sur le chromosome 12. Les genes de chaine lourde rassemblent plus de 200 segments Vp, une douzaine de

segments D et 4 segments Ju. Viennent ensuite 8 segments Cp codant chacun un isotype différent. B. Locus IgK sur le
chromosome 6. II comprend plus de 150 segments VK et 5 JK. Un seul segment CK code la partie constante de la chaine
K. C. Locus Ig\ sur le chromosome 16. 1l est organisé en 4 paires de segment JA-CA, et ne contient que 3 segments VA.
Le segment VA1 se combine préférentiellement a JA3 et JA1, et les segments VA2 et VA3 2 JA2, les segments JA4 et CA4
sont défectifs. Les loci de chaine légere ne posseédent pas de segment de diversité.

La maturation des cellules B repose sur une succession d’événements de remaniements
géniques. Leur régulation est assurée par un programme complexe d’activation génique controlant la
transcription et Paccessibilité des genes, et impliquant plusieurs éléments cs-régulateurs agissant de
facon synergique. Du fait de linstabilité génomique inhérente au locus IgH, celui-ci est une zone
critique de translocations chromosomiques. Les oncogenes transloqués sont juxtaposés aux
puissants activateurs transcriptionnels du locus qui dérégulent leur expression, et favorisent le

développement de lymphomes.
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Ch. 1 - La lymphopoiése B
Chapitre 1

La lymphopoiese B

La naissance des cellules B et la création du répertoire antigénique

1. UN APERCU DE LA LYMPHOPOIESE B

Le développement des lymphocytes B chez les mammiferes implique une succession de
stades de différenciation qui commencent dans les tissus lymphoides centraux, ou primaires (foie
feetal et moelle osseuse), indépendamment de la rencontre avec 'antigene étranger. L.a maturation se
poursuit dans les tissus lymphoides périphériques, ou secondaires (rate, ganglions lymphatiques),
apres la rencontre avec lantigene étranger. Le stade ultime du développement B est la production
d’anticorps, ou immunoglobulines, par les plasmocytes. Les sous-populations a chaque stade de
différenciation peuvent étre identifiées a partir (1) de Pexpression de diverses molécules de surface et
de facteurs de transcription intracellulaires, (2) de I’état de réarrangement des genes de chaines
lourde et légere d’immunoglobuline et (3) de 'expression du complexe du récepteur (pré-BCR, puis
BCR) (pour revues : Kurosaki, 2010 ; LeBien et Tedder, 2008 ; Meffre et a/, 2000 ; Monson, 2008 ;
Samitas et a/, 2010). Les voies de différenciation de la lignée B sont semblables chez 'homme

(LeBien, 2000) et la souris (Hardy et a/., 2007).

1.1. Phase précoce de la lymphopoi¢se : la naissance de la lignée B...

Les cellules souches hématopoiétiques sont hébergées dans la moelle osseuse, au sein d’'un
réseau complexe et dense de sinus vasculaires qui constitue la «niche de cellules-souches »
(Schofield, 1978). Apres plusieurs étapes de différenciation, elles donnent naissance au progéniteur
lymphoide commun, qui s’engagera dans la lignée B. Le précurseur B le plus précoce est la cellule
pré-pro-B, d’apres la nomenclature de Rolink/Melchers (Osmond et a/, 1998), qui correspond aux
fractions A,, de Hardy (Hardy et a/, 1991)". Il commence a exprimer le marqueur spécifique de
lighée CD45R (aussi appelé B220 chez la souris), mais n’exprime pas encore CD19. Les genes
d’immunoglobuline sont en configuration germinale. Le développement B précoce se caractérise par

le réarrangement ordonné des loci de chaine lourde (paragraphe 2.1), puis de chaine légere,

I Les différents stades de différenciation des lymphocytes B ont été décrits selon plusieurs définitions phénotypiques,
sans qu’une terminologie universelle n’ait été reconnue. Deux systémes de nomenclature sont utilisés : la nomenclature
de Philadelphie, qui repose sur les fractions définies par Hardy (Hardy et @/, 1991 ; Hardy et Hayakawa, 2001 ; Li et a/,
1996), et la nomenclature de Bale, ou classification de Rolink/Melchers (Osmond et 4/, 1998).

7
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d’immunoglobuline, et les protéines ainsi codées jouent un role important dans la régulation de la
lymphopoiése B. La cellule pré-pro-B se différencie en cellule pro-B B220" CD43" CD24" CD19",
précoce (fraction B de Hardy) puis tardive (fraction C). Elle exprime fortement les RAG et
commence les réarrangements D-J,; sur les deux alleles (voir le paragraphe 2.1 de ce chapitre), mais
n’exprime pas de chaine lourde. La cellule pro-B tardive effectue le réarrangement V,-DJ; sur un
allele et se différencie en grande (fraction C’), puis petite (fraction D), cellule pré-B (Figure 3). Le
réarrangement V,;-DJ,; ne peut étre productif et fonctionnel que sur un seul allele dans la cellule :
c’est le phénomene de Pexclusion allélique (Corcoran, 2005 ; Jung et /., 2006 ; Mostoslavsky et a/,
2004, Vettermann et Schlissel, 2010), qui assure la monospécificité des cellules B (Raff et 4/, 1973 ;
Vettermann et Schlissel, 2010).

La cellule pré-B exprime une chaine lourde p fonctionnelle, qui s’associe avec une chaine
légere de substitution (formée de deux chaines: A5 et V-préB) et I'hétérodimeére Iga/Igf3 pour
constituer le récepteur de la cellule pré-B, ou pré-BCR (pre-B cell receptor) (Karasuyama et al, 1996).
L’expression du pré-BCR est un point de contréle crucial de la maturation B : sa signalisation induit
la survie et la différenciation des cellules pré-B, tandis que les cellules dépourvues de pré-BCR sont
éliminées ou bloquées au stade pro-B (Herzog et 4/, 2009 ; Martensson et @/, 2002). Les grandes
cellules pré-B subissent ensuite une expansion clonale, au cours de laquelle 'expression des RAG est
inhibée : ainsi, le pré-BCR assure I'exclusion allélique au locus IgH (¢f supra) en empéchant les
réarrangements V-DJ,; sur le second allele IgH. A lissue de l'expansion clonale, les cellules
deviennent de petites cellules pré-B. Le pré-BCR stimule également, ensuite, le réarrangement aux
loci de chaines légeres (Figure 3): il ré-induit 'expression de la machinerie de recombinaison
(Herzog et al., 2009). Les petites cellules pré-B n’expriment plus de pré-BCR, expriment une chaine
u cytoplasmique, et réarrangent les loci de chaine légere. Une chaine 1égere définitive peut finalement
s’associer a la chaine lourde : la cellule exprime alors un BCR (B ce// receptor) de type IgM a sa surface,
et franchit le stade de différenciation suivant, le stade B immature (Figure 3). I’expression du BCR
est indispensable pour la suite de la maturation et pour la survie a la périphérie (Lam et 4/, 1997). De
nombreux facteurs de transcription et cytokines régulent les phases précoces de la lymphopoicse B

(pour revues : Kurosaki, 2010 ; LeBien et Tedder, 2008 ; Samitas et «/, 2010).
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Locus Igk en configuration germinale

Cellule
souche
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Figure 3. Schéma simplifié des principales étapes du développement B précoce.

1.2.Phase tardive de la lymphopoiése : a la recherche de ’antigéne...

Avant de quitter la moelle osseuse, les cellules B immatures sont testées pour leur auto-
réactivité (Goodnow et a/, 1990). Les cellules auto-réactives, potentiellement dangereuses pour
lintégrité de 'organisme, ne peuvent quitter la moelle osseuse en I’état. Selon laffinité entre le BCR
auto-réactif et l'auto-antigene, la cellule auto-réactive peut entrer en apoptose, en anergie, en
ignorance immunologique ou corriger son récepteur (receptor editing) (Manjarrez-Orduno et al., 2009).
Les cellules B immatures non autoréactives, ou exprimant une faible densité de BCR autoréactifs
(Gaudin et 4/, 2004), survivent et gagnent la périphérie (sélection positive). Les cellules B immatures
répondent aux antigenes thymo-indépendants, comme les lipopolysaccharides (LPS): elles
déclenchent une réponse anticorps tres rapide sans la contribution de cellules T dépendantes de la
présentation de 'antigene associé aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de

classe II (Coutinho et Moller, 1975). Les cellules B immatures doivent également passer par une
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phase transitionnelle au cours de laquelle une faible signalisation du BCR inhibe I'apoptose, tandis
qu’une signalisation excessive induit 'apoptose (Wang et a/, 2007). Les cellules B immatures de la
rate sont les cellules B transitionnelles (cellules B T'1, puis T2), qui commencent a exprimer I'IgD, et
subdivisées en différents sous-stades de développement (Figure 4). Les cellules T1 (IgM™" IgD""
CD21"v, CD23 CD24"#") sont présentes dans les manchons lymphoides péri-artériolaires de la rate.
Elles continuent a étre évaluées pour leur tolérance du soi: lorsqu’elles survivent a la sélection
négative, elles deviennent des cellules T2 (IgM*" IgD"™" CD21"¢", CD23" CD24"") et occupent les
follicules primaires de la rate (Loder et @/, 1999). Une troisicme sous-population, les cellules T3, a
été définie : ce sont des cellules B transitionnelles auto-réactives maintenues dans un état anergique

(Merrell et al., 2006) (pour revue : Rolink et a/, 2004).

Les cellules B T2 poursuivent leur maturation et deviennent des cellules B matures naives
(Figure 4). Selon la structure histologique qu’elles colonisent, leur phénotype et leur fonction, elles
peuvent étre des cellules B folliculaires, également appelées cellules B2 conventionnelles, des cellules
B de la zone marginale ou des cellules B1 (pour revues : LeBien et Tedder, 2008 ; Samitas et a/,
2010). Les cellules B folliculaires, IgM"" IgD"" CD5 CD23", sont présentes dans les follicules
primaires, autour des cellules dendritiques folliculaires, dans la pulpe blanche de la rate ou les
ganglions lymphatiques. Elles peuvent alors rencontrer leur antigene spécifique. S’il est thymo-
dépendant, les cellules B activées migrent dans la zone extrafolliculaire et interagissent avec des
cellules T préalablement activées (par le méme antigene). Les cellules B vont alors connaitre deux
destinées. D’une part, une partie d’entre elles se différencie en plasmocytes extrafolliculaires a courte
durée de vie, qui produisent rapidement des anticorps de type IgM et assurent ainsi la premicre ligne
de défense humorale contre I'antigene. D’autre part, la seconde partie des cellules migre dans le
follicule primaire, se différencie en centroblastes et induit la réaction du centre germinatif (pour
revues : Allen et a/, 2007 ; Klein et Dalla-Favera, 2008). Les cellules B folliculaires naives sont
repoussées a la périphérie du follicule par les centroblastes et définissent alors la zone du manteau.
Une fois qu’il a acquis un centre germinatif et un manteau, le follicule primaire devient un follicule
secondaire. Les centroblastes subissent une expansion clonale et Ihypermutation somatique
(paragraphe 2.2), avant de se différencier en centrocytes. Les centrocytes sélectionnés positivement
activent les cellules T du centre germinatif, sont induites a proliférer et peuvent réaliser la
commutation de classe (paragraphe 2.3). Les cellules dendritiques folliculaires sont également
impliquées (Aydar et a/, 2005). Enfin, les cellules B du centre germinatif se différencient en
plasmocytes, les cellules effectrices de 'immunité humorale (Fairfax et @/, 2008 ; Shapiro-Shelef et
Calame, 2005), ou en cellules B mémoires (Tangye et Tarlinton, 2009), cellules a longue durée de vie
(Figure 4). Elles quittent le centre germinatif, peuvent retourner dans la circulation, résider dans les

organes lymphoides secondaires, ou recoloniser la moelle osseuse (plasmocytes) (pour revues :
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Allman et Pillai, 2008 ; Casola, 2007 ; Klein et Dalla-Favera, 2008 ; Kurosaki, 2010 ; LeBien et
Tedder, 2008 ; Monson, 2008 ; Samitas et a/., 2010).

Les cellules B de la zone marginale, de phénotype IgM"™" IgD"" CD21"" CD23" CD24"™,
occupent la zone marginale de la rate, située a la limite externe de la pulpe blanche, bordée vers
I'intérieur par le sinus de la zone marginale et vers extérieur par la pulpe rouge (Mebius et Kraal,
2005). Les cellules B de la zone marginale érigent une premiere ligne de défense contre les antigenes
véhiculés par le sang (Zandvoort et Timens, 2002). Elles ne semblent pas nécessiter la présence de
cellules T pour étre activées et sélectionnées : en effet, elles existent chez les soutis nudé ou
thymectomisées (Kumararatne et MacLennan, 1982). Ce sont des cellules présentatrices d’antigenes
performantes. En outre, lorsqu’elles reconnaissent un antigene thymo-indépendant, elles proliferent
et se différencient en plasmocytes, qui sécretent des anticorps de basse affinité plus rapidement que
les cellules B folliculaires (Oliver et a/, 1999). Elles permettent une intervention immunitaire
intermédiaire entre la réponse innée précoce et la réponse adaptative plus lente médiée par les
anticorps issus des cellules B folliculaires (Lopes-Carvalho et Kearney, 2004) (pour revues : Allman
et Pillai, 2008 ; LeBien et Tedder, 2008 ; Samitas et @/, 2010 ; Weill et a/, 2009). Les cellules B1 se
caractérisent par 'expression de CD5 (Kantor, 1991). Elles sont particulicrement abondantes dans
les cavités pleurales et péritonéales, absentes dans les ganglions lymphatiques et ne représentent
qu’un infime pourcentage des cellules B matures spléniques. Plus précisément, toutes les cellules Bl
expriment ’ARN messager (ARNm) de CD5, mais seule une partie d’entre elles exprime la protéine
a leur surface : les cellules Bla (CD11b" CD5"), les cellules B1b étant de phénotype CD11b" CD5
(Stall et al, 1992). Les progéniteurs des cellules Bla sont abondants dans le foie foetal mais absents
dans la moelle osseuse adulte, tandis que des progéniteurs de cellules Blb sont présents dans la
moelle osseuse. Par ailleurs, les cellules B1 sont capables d’autorenouvellement : elles peuvent se
reconstituer chez I'adulte par division de cellules B1 matures. Les cellules B1 produisent des IgM
(principalement dans la rate) et des IgA (surtout au niveau de la lamina propria). Les cellules Bla
produisent des anticorps naturels et assurent donc la protection innée contre les infections
bactériennes. Les cellules B1b constituent la principale source de réponses anticorps a long terme
contre les polysaccharides et autres antigenes thymo-indépendants au cours de l'infection (Haas et
al., 2005) (pour revues : Allman et Pillai, 2008 ; Casola, 2007 ; LeBien et Tedder, 2008 ; Samitas et a/,
2010).

Page suivante :
Figure 4. Les étapes du développement des lymphocytes B conventionnels.
Inspirée de Benschop et Cambier, 1999 ; Hardy et Hayakawa, 2001.

2 Les souris nude ont une mutation qui empéche le développement de I’épithélium cortical thymique. Elles se distinguent
des soutis scid (severe combined immunodeficien) qui portent une mutation qui affecte I'activité récombinase nécessaire aux
réarrangements génomiques qui permettent ’expression des récepteurs antigéniques des cellules B et T.
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Ch. 1 - La lymphopoiése B

2.LES EVENEMENTS GENIQUES DE 1A
LYMPHOPOIESE B

La lymphopoiése B est jalonnée par le réarrangement et le remaniement des segments
géniques des loci d’immunoglobuline, d’abord au niveau des régions variables (acquisition de la
spécificité antigénique), puis des régions constantes (modulation des fonctions effectrices). Le
lymphocyte B peut se définir comme une cellule qui exprime a sa surface des récepteurs clonaux de
type immunoglobulines qui reconnaissent des épitopes antigéniques spécifiques (LeBien et Tedder,

2008). Dans le cadre de notre these, nous nous sommes intéressé particuliecrement au locus IgH.

2.1. Les recombinaisons V(D)]

Les régions variables des immunoglobulines sont codées par I’association d’un segment V,
d’un segment D (spécifique de la chaine lourde) et d’un segment | au terme du processus de
recombinaison V(D)]. Il est a Porigine de 'importante diversité de spécificité des immunoglobulines.
En effet, dans le cas de la chaine lourde, les segments V,; contiennent les séquences codant deux des
trois CDR du site de reconnaissance de I'antigene dans la molécule d’immunoglobuline. Les
séquences de ces deux CDR sont différentes d’un segment germinal V,; a I'autre et créent donc une
diversité germinale (premier niveau de diversité). La troisieme CDR est codée par la jonction entre
les trois segments Vi, D et J;,. L’association aléatoire de trois segments germinaux Vy,, D et J; est a
Porigine d’une diversité somatique combinatoire (deuxieme niveau de diversité). Enfin, la diversité
est encore augmentée par le remaniement de la séquence nucléotidique aux jonctions entre segments
(délétions et ajouts de nucléotides) lors de la recombinaison VD] : ce troisieme niveau de diversité
résulte de la réparation imprécise de cassures dans ’ADN double brin (pour revues : Dudley et al,,

2005 ; Jung et al., 2006 ; Schatz, 2004).

Les segments géniques V, D et | sont flanqués par des séquences spécifiques appelées
« séquences signal de recombinaison » SSR (pour revue : Tonegawa, 1993). Une SSR est constituée
d’une séquence consensuelle conservée de 7 pb, ’heptamere (5-CACAGTG-3’) et d’'une séquence
consensuelle conservée de 9 pb, le nonamere (5-ACAAAAACC-3’), séparées par une séquence non
conservée de 12 (un tour de 'hélice ’ADN) ou 23 pb (deux tours d’hélice). Les SSR sont présentes
en 3’ des segments V, de part et d’autre des segments D et en 3’ des segments J. La recombinaison
V(D)] est un processus de recombinaison site-spécifique qui ne peut se produire qu’entre deux

segments géniques qui contiennent une SSR avec un séparateur de 12 pb pour I'un et une SSR avec
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un séparateur de 23 pb pour lautre. Clest la « régle 12/23 » qui permet d’éviter des réarrangements
illégitimes entre segments (Figure 5) (Meck et a/, 1989 ; Bassing et al., 2002 ; Dudley et 4/, 2005 ;
Jung et al., 2000).

v, D Js
23 / 12 12 / 23
‘\—/’(
v, ‘ DJ,

23 // 12
L/

|

VDI,

Figure 5. Réarrangement des génes de région variable de chaine lourde d'immunoglobuline et regle 12/23.
Dans les SSR, les heptaméres sont représentés par des triangles jaunes et les nonameéres par des triangles blancs. La
longueur des espaceurs est indiquée au-dessus du trait. LLa recombinaison n’est initiée qu’entre des segments bordés par
des SSR de longueur différente. D’apres Jung et af., 2000.

Les recombinaisons V(D)] font appel a un complexe enzymatique constitué par ’association
des produits des genes RAG-7 et RAG-2: la recombinase RAG (Schatz et 4/, 1989 ; Oettinger et a/,
1990). Les protéines RAG s’associent avec les SSR a 12 pb et 23 pb et aux segments géniques
associés dans un complexe synaptique. Les RAG créent une cassure simple brin entre les deux
séquences codantes (segments géniques) devant étre jointes et leur SSR associée (cassure a la
jonction segment-heptamere). Elles catalysent ensuite une réaction de #ans-estérification au cours de
laquelle Pextrémité 3-OH libre du brin I’ADN des séquences codantes rejoint le brin ’ADN
opposé formant ainsi une épingle a cheveux. On obtient ainsi deux extrémités « codantes» en
épingle a cheveux et deux extrémités «signal» phosphorylées en 5. Celles-ci sont scellées
directement pour former les jonctions signal. Les extrémités codantes fermées doivent étre ouvertes
et remaniées avant leur jonction. Aprés ouverture, extrémité saillante est complétée par I'addition
de nucléotides complémentaires (nucléotides P). Alternativement, des nucléases peuvent aussi
¢éliminer les nucléotides saillants (perte de nucléotides germinaux). Les jonctions sont également
diversifiées par des additions de nucléotides N par la désoxynucléotidyltransférase terminale (TdT,

terminal desoxynucleotidyltransferase) (Figure 6).

La résolution des extrémités implique la voie ubiquitaire NHE] (No# Homologous End Joining),
principale voie de réparation des cassures double brin de FADN dans les cellules de mammiferes
(pour revue, Lieber et a/, 2010b). Elle formera des jonctions des extrémités signal précises et des

jonctions des extrémités codantes imprécises. La voie NHE] fait appel a plusieurs facteurs : Ku70 et
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Ku80, DNA-PKcs (sous-unité catalytique de la protéine kinase ADN-dépendante), Artemis, XRCC4
(X-ray repair cross-complementing protein 4), DNA Ligase 1V, Cernunnos/XLF (XRCC4-like factor)
(Rooney et al., 2004 ; Dudley et a/, 2005, Sekiguchi et Fergusson, 2006) (Figure 6).

1.RAGlet2 2. Ku80 et 70
— —
D 3 D J >

=5

3'. Ligd XRCC4

Artemis Cernunnos DNA-PKcs

4. Ligd XRCC4
Cernunnos TdT
C—
D J
D J

_-z-_

Jonction codante
(modifiée)

3. DNA-PKcs l

4,

Jonction signal

récise
RAG1 et 2 ’ Artemis »{; p )
Ku80 et 70 @3 xrcca X
DNAPKcs G Ligase 4 ¢

Cernunnos/XLF .

Figure 6. Mécanismes des recombinaisons VD]. Résolution des coupures double brin induites par les RAG.

1. Les coupures sont réalisées par les RAG au niveau des SSR. 2. Ku70 et Ku80 se lient aux extrémités coupées de
ADN. 3. DNA-PKGcs facilitent Pouverture des structures en épingle a cheveux générées par les RAG. 3’ et 4. TdT
ajoute des nucléotides au niveau des extrémités codantes. XRCC4, Cernunnos et DNA ligase 4 relient les extrémités
franches formées et produisent des jonctions codantes modifiées. D’apres Dudley et 4/, 2005.

2.2, L’hypermutation somatique

L’organisme est parfois confronté a des situations ou les fonctions biologiques dépassent le
contenu des informations du génome. Par exemple, le systéme immunitaire adaptatif doit faire face a
la nécessité de constituer un répertoire anticorps potentiellement infini a partir d’'une information
génétique limitée. e nombre d’anticorps différents produits par I'organisme au cours de la vie
dépasse largement la capacité du génome. La cellule B surmonte cet écueil en induisant des
altérations somatiques au niveau des loci des génes d’immunoglobulines a2 un moment précis de son
développement : c’est ’hypermutation somatique, qui a lieu dans les centres germinatifs, au niveau
des organes lymphoides secondaires. Grace a elle, en seulement quelques jours qui suivent la
rencontre avec l'antigene, les genes qui codent des anticorps de faible affinité pour cet antigene

deviennent des geénes codant des anticorps de haute affinité. On patle aussi de maturation d’affinité.
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L’hypermutation somatique consiste en 'accumulation de mutations touchant une seule base
principalement au niveau de la région codante V(D)] et des introns de la région J. La fréquence de
mutation est de Pordre de 10 a 10°/pb/génération ; comparativement, le taux basal de mutation
dans le génome est d’environ 10”/pb/génération. Les mutations commencent a s’accumuler environ
150 pb en aval du promoteur pVy, et s’étendent sur 1 a 2 kb. La fréquence de mutations diminue
ensuite avec I’éloignement par rapport au promoteur. Les mutations s’accumulent également dans
des régions de 4 a 7 kb autour des régions S (Xue et a/, 2006 ; voir aussi paragraphe 2.3). Dans
I’hypermutation somatique, les mutations sont plus fréquemment des transitions que des
transversions. Une transition est une mutation qui change une pyrimidine en une autre pyrimidine (C
© T) ou une purine en une autre purine (G © A). Une transversion est une mutation qui change
une pyrimidine (C ou T) en purine (G ou A), ou inversement. Les quatre bases peuvent étre
touchées, et chez 'homme et la souris, les paires A:T et C:G sont ciblées a une fréquence semblable.
Dans les régions ciblées, il existe des « points chauds » et des « points froids » de mutations, ou
celles-ci seront respectivement fréquentes et rares. Par exemple, les principaux points chauds
mutationnels pour les paires C:G sont dans le consensus WRCY (avec W = A/T,R = A/GetY =
C/T). L’hypermutation somatique est organisée en deux phases successives: la déamination des
cytidines (1) et sa résolution (2) (pour revues: Di Noia et Neuberger, 2007 ; Maul et Gearhart,

2010a, 2010b ; Peled et a/, 2008 ; Teng et Papavasiliou, 2007).

L’hypermutation somatique commence par une déamination ciblée des résidus de
déoxycytidine (dC). La déamination convertit la déoxycytidine en déoxyuridine et transforme donc
une paire C:G en un mésappariement U:G. Cette étape est catalysée par 'enzyme cytidine déaminase
induite apres activation, AID (activation-induced cytidine deaminase) (Muramatsu et al, 1999) (Figure 7).
Elle agit sur ’ADN simple brin mais pas sur des substrats ’ADN double brin. La nécessité de la
transcription germinale pour l'induction de I’hypermutation somatique s’explique par la création
d’une matrice I’ADN simple brin pour I'action d’AID au sein de la zone de transcription. AID est
indispensable pour 'hypermutation somatique (et pour la commutation de classe) (Muramatsu et a/,

2000 ; Revy et 4/, 2000).

Apres la déamination induite par AID, plusieurs voies peuvent étre empruntées pour réparer
la lésion U:G (Di Noia et Neuberger, 2007 ; Peled et a/, 2008) (Figure 7) :
= Jalésion peut étre « ignorée » et simplement répliquée, auquel cas les 1ésions finales produites

par ’hypermutation somatique seront des transitionsde Ca T etde Ga A ;
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" clle peut également ¢ctre reconnue et prise en charge par des protéines normalement

impliquées dans P'excision de bases (base excision repair) ou la réparation des mésappariements
(mismatch repair).

Au cours de ’hypermutation somatique, la cellule B va détourner des voies de réparation des lésions

de TADN, qui doivent normalement assurer une reconstitution fidele du génome lésé. I utilisation

subversive de ces processus lui permettra d’induire des erreurs qui seront source d’une diversité

additionnelle.

T 1 G T 1
LLCLL
AID
l MSH2/6
ADN polymérase Exol
TTATI replicative 1—r{3\|—|— Poln Mutations aux
L J_|\U/_|_|_ paires AT
Transitions aux
paires C:G I
UNG
Xrce2 ‘
Conversion des Areed G NHEJS Commutation
geénes IgVv de classe
Autres polymérases
Revi translésionnelles
(Pole?)
LI | LRI
LIG LI I JAL |
LLTLL

Transversions et transitions
aux paires C:G

Figure 7. Modéle de déamination de 1'ADN pour la diversification des génes d'immunoglobuline.

Cette figure détaille particulierement I’hypermutation somatique. La déamination de PADN permet aussi d’initier la
commutation de classe (paragraphe 2.3) et la conversion des genes de région variable. La conversion génique est une
autre forme de diversification des anticorps, qui a été mis en évidence chez le poulet et qui n’existe pas chez ’homme et
la souris (Tang et Martin, 2007). D’apres Di Noia et Neuberger, 2007.

2.3. L.a commutation de classe

Un lymphocyte B est capable de produire un isotype d’immunoglobuline, généralement
I'IgM, précocement au cours de son développement, et un autre isotype apres la différenciation
induite par 'antigene. La commutation de classe est un phénomene de recombinaison spécifique de
régions particulicres de TADN, les régions de commutation, ou régions switch (régions S), qui permet
le remplacement du gene de la région constante de 'IgM (Cu) par un gene Cy; en aval (Y, € ou Q)
(Figure 8). L’isotype de I'immunoglobuline est ainsi modifié tout en conservant la spécificité

antigénique. La commutation de classe modifie les fonctions effectrices des anticorps. Elle permet
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Iexpression d’anticorps de méme affinité (les génes de la région variable ne sont pas affectés) mais
d’un isotype secondaire (IgG, IgE ou IgA), donc dotés d’une fonction effectrice différente. En effet,
les actions effectrices des anticorps dépendent de l'interaction de la région constante de la chaine
lourde avec le complément et les récepteurs des fragments Fc a la surface des cellules immunitaires
effectrices. La commutation de classe s’apparente a un phénomene de « couper-coller » au sein du
génome, assuré d’une part par la réalisation de cassures double brin dans PADN au niveau des
régions S, d’autre part par la jonction entre une région S donneuse et une région S accepteuse (pour

revues : Chaudhuri et Alt, 2004 ; Dudley et @/, 2005 ; Min et Selsing, 2005 ; Stavnezer et @/, 2008).

Geénes de chaine lourde dans les cellules exprimant IgM ou IgD

AID Al
VDJ Q Cp Cé Cv3 CyEb Cvy2a Ce ¢ Bn
@ &
——~—~  ARNmyu T s
S Transcrit
L inal
ARNM Ly germina

Réaction de commutation
(recombinaison)

v
Genes de chaine lourde dans
les cellules exprimant IgA E[D - .
VDJ
T
ARNM a

Figure 8. Diagramme représentant la commutation de classe vers IgA (chez la souris).

Les schémas d’épissage des ARNm p et 8 et le transcrit germinal a sont représentés sous le locus, en haut de la figure.
Des transcrits germinaux semblables sont induits a partir des genes CY, Ce et Ca en fonction de la stimulation regue par
la cellule B. D’apres Stavnezer et a/., 2008.

Les cassures d’ADN sont initiées par AID qui induit une déamination de C en U sur un seul
brin d’ADN, qui aboutira a une cassure simple brin (Muramatsu et a/, 2000 ; Nambu et 4/, 2003 ;
Revy et al, 2000). La réalisation des cassures nécessaires a la commutation de classe est assurée par
la voie de réparation par excision de bases, dont les enzymes, notamment UNG, excisent le résidu
dU mésapparié (Imai et a/, 2003 ; Rada et a/, 2002 ; Schader et @/, 2005). Dans un deuxi¢me temps,
les endonucléases apuriques-apyrimidiques (APE) incisent le squelette sucre-carbone au niveau des
sites abasiques générés par UNG, produisant ainsi des cassures simple brin (Guikema et a/, 2007).

Deux mécanismes peuvent convertir une cassure simple brin en cassure double brin :
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" si deux cassures simple brin réalisées lors de la réparation par excision de base sont proches
I'une de l'autre sur les brins opposés, elles peuvent former spontanément une cassure double
brin ;

" sinon, c’est la machinerie de réparation des mésappariements qui transforme deux cassures
simple brin éloignées en une cassure double brin. Les mésappariements U:G non pris en
charge par UNG-APE favorisent le recrutement de I'exonucléase EXO1 au niveau de la
cassure simple brin en 5’ la plus proche générée par AID-UNG-APE. Ensuite, EXOT1 excise
le brin ’ADN en direction du dU mésapparié et jusqu’a la prochaine cassure simple brin sur
le brin ’ADN opposé (Eccleston et a/., 2009 ; Schrader et 4/, 1999, 2007).

Enfin, les extrémités 5 ou 3’ simple brin chevauchantes qui persistent apres la formation des
cassures double brin doivent étre remaniées (excision ou comblement) pour créer des extrémités

cohésives ou quasi-cohésives adaptées a une jonction des extrémités avec une autre région S.

Les régions S ne présentent pas suffisamment d’homologie pour étre réarrangées par
recombinaison homologue. C’est donc un mécanisme de jonction des extrémités qui permettra la
recombinaison S-S. Les régions S sont localisées a plusieurs dizaines de kb (jusqu’a environ 175 kb)
les unes des autres. Lors de la commutation de classe, les deux régions S impliquées doivent donc
étre rapprochées et juxtaposées au sein d’une structure de type synapse (synapse S-S) afin qu’elles
soient jointes, et pour réaliser ainsi une recombinaison efficace. La jonction des régions S fait
intervenir de nombreux facteurs impliqués dans la réparation des dommages a PADN : le complexe

MRN (Mrell-Rad50-Nbsl), ATM (ataxia-telangiectasia mutated), 53BP1, H2AX phosphorylée
(YH2AX), les facteurs de la NHE]... (pour revues : Dudley et 4/, 2005 ; Stavnezer et a/, 2008).

3. ESSENTIELLE ET BENEFIQUE, MAIS...

Comme nous le verrons dans le chapitre suivant, ces modifications génétiques qui jalonnent
le développement physiologique du lymphocyte B sont essentielles pour assurer une réponse
immunitaire normale, mais elles occasionnent des dommages a TADN qui ouvrent la voie aux
translocations chromosomiques. Celles-ci induisent un développement pathologique du lymphocyte

B qui aboutit a I'’émergence de lymphomes et de leucémies.
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Chapitre 2

La lymphomagenese

Quand le lymphocyte B tombe malade...

Des lymphomes et leucémies peuvent apparaitre lorsque la différenciation et l'activation
normales des lymphocytes sont perturbées. Quatre-vingt quinze pourcents des lymphomes sont
d’origine B. Les différents stades du développement normal des lymphocytes B possédent des
contreparties malignes qui refletent 'expansion d’un clone dominant conduisant a ’émergence d’un
lymphome ou d’une leucémie. La classification de ’'Organisation Mondiale de la Santé distingue une
quinzaine de types de lymphomes B (Tableau 1) (pour revues : Kippers, 2005 ; Lenz et Staudt,
2010 ; Shaffer et a/., 2002).

1. LES DANGERS DE LA LYMPHOPOIESE

La lymphopoicse est, d’'une certaine fagon, une catastrophe en suspend, une épée de
Damocles pour la cellule. En effet, comme nous venons de le voir dans le précédent chapitre, les
lymphocytes B (les lymphocytes T également) mettent leur intégrité génomique en danger lors de la
formation et de la révision de leur récepteur a antigene. Ensuite, la réponse a I'antigene induit a son
tour des événements potentiellement dangereux. En effet, la recombinaison V(D)]J, dans la moelle
osseuse, est un processus a risque, car il nécessite des cassures double brin de ’ADN, réalisées par
RAG-1 et RAG-2. Ces cassures peuvent étre résolues de facon aberrante et étre a lorigine de
translocations chromosomiques. De méme, ’hypermutation somatique et la commutation de classe
créent des cassures dans PADN et peuvent de ce fait prédisposer aux translocations

chromosomiques (Lenz et Staudt, 2010 ; Shaffer et a/, 2002).

La plupart des lymphomes B portent les stigmates de translocations chromosomiques qui
déplacent des oncogenes’ au sein des loci d’immunoglobuline. Les oncogénes passent alors sous le
controle des éléments régulateurs actifs du locus, ce qui favorise leur expression constitutive et
dérégulée (Klein, 1986). Trois types de points de cassure sont observés aux loci d'immunoglobuline

(Kippers, 2005) (Figure 9) :

3 Un oncogeéne est un géne qui, lorsqu’il est surexprimé, induit ’apparition et/ou le développement d’une tumeur. Avant
d’étre dérégulé, dans le contexte physiologique, il est qualifié de proto-oncogene et joue un réle essentiel dans des étapes
importantes de la croissance cellulaire ou tissulaire.
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* e point de cassure peut étre directement adjacent aux segments D ou aux segments ] : la
translocation résulte d’une erreur lors de la recombinaison V(D)]. C’est par exemple le cas
des translocations Be/-2-IgH ou CCND7-IgH (cycline D1-IgH) respectivement associées au
lymphome folliculaire et au lymphome du manteau ;

® la cassure peut étre réalisée a I'intérieur ou au voisinage de 'exon V(D)J réarrangé, ciblé par
I’hypermutation somatique : la translocation dérive de celle-ci. C’est le cas de la translocation
c-mye-IgH lors du lymphome de Burkitt endémique ;

* le point de cassure peut enfin se trouver dans les régions S des segments géniques de région
constante : la translocation résulte d’une tentative de commutation de classe. C’est le cas de

la translocation de c-zaf, des genes de la cycline D1 et D3 lors du myélome multiple.

A. Recombinaison VDJ B. Hypermutation C. Commutation de classe
somatique
Translocation Translocations Translocations

i il 11

L
v
L
iy
'
L
M

Figure 9. Les mécanismes moléculaires responsables du remodelage des génes de chaine lourde
d’immunoglobuline, et les trois points critiques de cassure et de translocation au locus IgH.

Les sites de cassure et de réarrangement sont indiqués par des fleches rouges. En B, les étoiles jaunes bordées de rouge
symbolisent les événements d’hypermutation somatique. D’apres Kippers, 2005.

De nombreuses études récentes ont permis d’élucider en grande partie Porigine des cassures ’ADN
dans les loci des oncogenes. Nous en discuterons dans le paragraphe consacré aux mécanismes des
translocations. Nous évoquerons aussi plus en détail la formation des cassures aux loci
d’immunoglobuline. Le role spécifique de la 3’RR dans la dérégulation des oncogenes transloqués,
qui a fait 'objet de plusieurs travaux, dont certains menés au laboratoire, est discuté dans le chapitre

suivant et présenté dans deux revues récentes (Pinaud et a/, 2011 ; Vincent-Fabert et a/., 2010).

Bien que les translocations chromosomiques impliquant les loci d’immunoglobuline soient
les principaux événements oncogéniques associés a la lymphomagencese, d’autres événements
transformants peuvent aussi étre impliqués : des mutations de genes suppresseurs de tumeur, des

amplifications génomiques, des translocations n’impliquant pas les loci d'immunoglobuline. Des
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virus, comme le virus d’Epstein-Barr (EBV), peuvent transformer les cellules B (Kippers, 2005)

(Tableau 2).

Tableau 1. Les lymphomes B humains matures.

Lymphoma

B-cell chronic lymphocytic
leukaemia (B-CLL)

Mantle-cell lymphoma

B-cell prolymphocytic
leukaemia

Follicular lymphoma

Hairy-cell leukaemia

MALT lymphoma

Nodal marginal-zone
lymphoma

Splenic marginal-zone
lymphoma

Burkitt's lymphoma

Diffuse large B-cell
lymphoma

Primary mediastinal
B-cell lymphoma

Post-transplant
lymphoma

Primary effusion
lymphoma

Lymphoplasmacytic
lymphoma

Multiple myeloma

Classical Hodgkin's
lymphoma

Lymphocyte-predominant
Hodgkin's lymphoma

* Les pourcentages désignent les fréquences en Europe et en Amérique du Nord

Features

Leukaemia of small B cells that express the CD5 antigen, involving
peripheral-blood and bone-marrow cells. Common in elderly
patients. Called ‘small ymphocytic lymphoma' when lymph-node
cells are predominantly involved. Patients with leukaemia cells that
lack variable (V}-region gene mutations have a worse prognosis than
patients with mutations in V-region genes.

Lymphoma arises from cells that populate the mantle zone of
follicles, express CD5 and show aberration in cyclin-D1 exprassion.
MNearly all cases are associated with BCL 7-igH translocation.

Chronic B-cell malignancy related to B-CLL. Over 50% of cancer
cells represent prolymphocytes (large lymphocytes with clumped
chromatin and prominent nucleolus).

A nodal lymphoma with a follicular growth pattern. Lymphoma cells
morphologically and phenotypically resemble GC B cells.
Most cases are associated with BCLZ2—IgH translocation.

Chronic B-cell malignancy involving spleen and bone marrow.
Very few circulating leukaemia cells. Tumour cells form ‘hairy’
projections.

BExtranodal marginal-zone B-cell lymphoma. Develops mostly in
aquired lymphoid structures.

Lymphoma with primary presentation in lymph nodes.

Lymphoma cells resemble marginal-zone or monocytoid B cells, but
often have heterogenous cytology, which ranges from small to large
lymphocytes and includes plasma cells.

Micronodular lymphoid infiltration in the splenic white pulp. Mostly
small IgD* lymphoma cells that replace normal follicles and the
marginal-zone region. Frequently involves infiltration into bone
marrow and circulation.

Fast growing. Mostly extranodal. Characterized by a MYC—lg
translocation. Patients with endemic form are EBV-positive in nearly
all cases. Patients with sporadic form are EBV-positive in about 30%
of cases.

Heterogenous group of lymphomas characterized by large B cells.
Several subtypes are recognized. Morphelogical variants include
centroblasts and immunoblasts.

Subtype of diffuse large B-cell lymphoma located in the mediastinum.

Tumour cells are large B cells but also show a numiber of similarities
to Reed-Sternberg cells of classical Hodgkin's lymphoma. Most
frequently occurs in young women.

Maostly of the diffuse large-cell lymphoma type.

Lymphomas that arise in patients after organ transplantation.
Immunosuppressive treatment confers risk of uncontrolled
proliferation of EBV-infected B cells that can develop into
lymphomas.

Frequently occurs in patients with AIDS or patients who have
received organ transplants. Lymphoma cells are found as effusions in
serous cavities, such as pleura, pericardium or peritoneum.

Involves lymph nodes, bone marrow and spleen.
The tumour-cell population is composed of small B
cells, plasmacytoid lymphocytes and plasma cells.
Most patients present with a serum monoclonal
protein, usually of the IgM type.

MNeoplastic proliferation of plasma cells in the bone marrow.

Characterized by bizarre, large tumour cells. Hodgkin and
Reed-Sternberg cells account for less than 1% of cells in the tumour,
and are admixed with various non-neoplastic cell types. Tumour
cells show a phenotype not characteristic of any normal
haematopoietic cell type.

Rare indolent subtype of Hodgkin's lymphoma.

Lymphoma cells show a B-cell phenotype, represent a small
population in the tissue, and grow in association with follicular
dendritic cells and T-helper cells.

Good prognosis.
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Frequency among Proposed cellular origin

lymphomas (%)*
7

<1

20

<1

3040

<1

<0.5

10
10

0.5

Memory B cell? Naive B cell?
Marginal-zone B cell?

CD5* mantle-zone B cell

Memory B cell

GC B cel

Memory B cell

Marginal-zone B cell

Marginal-zone B cell?

Monocytoid B cell?

Subset of naive B cells that
have partially differentiated
into marginal-zone B cells?

GCBecel

GC or post-GC B cell

Thymic B cell

GC B cel

(Post) GC Bcell

(Post) GC B cell

Plasma cell
Defective GC B cell

GCBeel

. Extrait de Kippers, 2005.
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Tableau 2. Les mécanismes de la lymphomagenése des cellules B.

Lymphoma Chromosomal Tumour-suppressor Viruses Other alterations
translocations gene mutations
Mantle-cell lymphoma CCND1-lgH (95)1%7 ATM (40)108:109 Deletion on 13g14
(50-70)' ™
B-cell chronic lymphocytic = ATM (30)1-112 TPE3(15)1F - Deletion on 13g14 (60)!4*
leukaemia
Follicular lymphoma BCIL2-{gH (90)'** = = =
Diffuse large B-call BClL 6-various (35)!1>1, CDY5 (10207, = Aberrant hypermutation of
lymphoma BCI 2 JgH (15-30)'"7, ATM (15)1°, multPJe proto-oncogenes
MYC—IgH or TP53 (25)120u2 (50)!
MYC-igl (15)"®
Primary mediastinal B-cell - S0CSs1 (40)'2 - Aberrant hypermutation of
lymphoma mulﬁfle proto-oncogenes
(70)=
Burkitt's lymphoma MYC—gH or MYCgl. TP53 (40)"%, RB2 EBV (endermic, 95; =
(100)1251% (20-80)12 sporadic, 30)%
Post-transplant lymphomas =~ — = EBV (90)* =
Classical Hodgkin's = IKBA (10-20)\7-128. [KBE EBV (402 REL amplifications (50)12
lymphoma (10}, CDI5 (<10}

Lymphocyte-predominant BCl 6-various (48)"** = = =
Hodgkin's lymphoma

Splenic marginal-zone = = = Deletion on 7q22-36
lymphoma {a0y™
MALT lymphoma APIZ-MALT1 (30_)’Jf . CD5 (5-80)7140-11 Indirect role of -
BCL 10gH (5)131% Helicobactor pylori in
MALTI—lgH (15-20)1%, gastric MALT
FOXP1-gH (10)'* lymphomas®
Lymphoplasmacytoid PAX5-IgH (50)'* = = —
lymphoma
Primary effusion lymphoma = = HHVS (95)'4, EBV (TO)* —
Multiple myeloma CCND1-lgH (15-20)'4, CDg5 (10)" = Various MYC alterations
FGFRA3-JgH (10)'%, (40} RAS mutations
MAF-IgH (5-10)146 (40}, deletion on
13qg14 (50)=™

Les nombres entre parentheses indiquent le pourcentage de cas connus portant des mutations dans le gene. Les
lymphomes pour lesquels aucun événement transformant n’a été identifié ne sont pas répertoriés, de méme que les
événements transformants qui se produisent dans moins de 5% des cas d’un type de lymphome. Les nombres en
exposant correspondent aux numéros des références bibliographiques de la revue de R. Kuppers dont est extrait ce
tableau (Kuppers, 2005).
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2.LES CARACTERISTIQUES DES CELLULES
MALIGNES

2.1. L’origine cellulaire des lymphomes B

Chaque stade du développement de la cellule B d’une part est caractérisé par une structure
particulicre du BCR et un profil spécifique d’expression des marqueurs de différenciation, d’autre
part a lieu dans des structures histologiques spécialisées. L’analyse de ces caracteres fournit des
informations sur lorigine cellulaire d’un lymphome (Tableau 1). Toute cellule tumorale a une
contrepartic normale. Les cellules tumorales semblent bloquées a un stade particulier de
différenciation, qui refléte leur origine. Néanmoins, dans certains lymphomes, les cellules tumorales
présentent une gamme de différenciation, allant des cellules de centre germinatif aux plasmocytes : le
blocage de la différenciation n’est donc parfois pas total. De plus, trés souvent, les translocations
oncogéniques se produisent a un stade précoce du développement B, au-dela duquel la cellule
transformée continue a se différencier et s’arréte a un stade tardif de différenciation. La plupart des
lymphomes B dérivent de cellules du centre germinatif ou de cellules post-centre germinatif

(Kiippers, 2005 ; Shaffer et 4/, 2002) (Figure 10).

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer 'arrét du développement des cellules malignes dans
de nombreuses tumeurs lymphoides (Shaffer et 4/, 2002) :
* des interférences entre laltération oncogénique et la signalisation régulatrice qui contrdle le
développement et la différenciation B ;
" la perte de la capacité de réponse a des stimuli externes, comme I’antigene ou les signaux
¢émis par les cellules environnantes ;
" Jactivation de voies de signalisation qui conditionnent la cellule dans un stade de maturation

normal particulier.
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Figure 10. L'origine cellulaire des lymphomes B.

Les lymphomes B sont désignés d’apres la contrepartie normale et saine des cellules cancéreuses. La plus grande partie
des lymphomes dérivent du centre germinatif ou de cellules qui ont subi la réaction du centre germinatif. Ce dernier
jouerait donc un réle important dans la lymphopathogenése. Les fleches continues décrivent les étapes de la maturation
normale des cellules lors de leur cheminement dans le centre germinatif. Les fleches en pointillé désignent les
lymphomes et sont initiées a partir de la cellule saine correspondante. D’apres Kuppers, 2005.

2.2, Les 1ésions oncogéniques lors des lymphomes

Les transformations oncogéniques qui se produisent lors des lymphomes B perturbent
séverement Phoméostasie cellulaire B de trois facons. Elles peuvent :

= favoriser la croissance cellulaire et la prolifération. De nombreux génes impliqués dans ces
phénomeénes sont des cibles de c-myc. Or, I'expression de c-zyc est augmentée dans
plusieurs lymphomes dérivés de cellules des centres germinatifs, comme le lymphome de
Burkitt et certains lymphomes B diffus a grandes cellules. La surexpression de c-zyc promeut
la croissance et la prolifération ;

= inhiber 'apoptose. Les cellules des centres germinatifs sont destinées a 'apoptose sauf si
elles sont sauvées par la sélection positive par antigene. Plusieurs stratégies sont employées
par les cellules malignes pour échapper a 'apoptose, par exemple la surexpression de Be/-2

(Iymphome folliculaire, certains lymphomes B diffus a grandes cellules) ou l'activation de la
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voie NF-KB (certains lymphomes B diffus a grandes cellules, lymphome de Hodgkin,
lymphomes des tissus lymphoides associés aux muqueuses [MALT]...) ;

* bloquer la différenciation. Par exemple, Bcl-6 est un régulateur transcriptionnel de la
prolifération et de la différenciation des cellules B du centre germinatif. Il réprime des génes
impliqués dans lactivation B, I'inflammation et la différenciation terminale. En particulier, il
inhibe Blimp-1, qui induit la différenciation plasmocytaire. Bcl-6 réprime aussi p27 et favorise
la prolifération des cellules du centre germinatif. Dans les lymphomes non hodgkiniens, Be/-6
est fréquemment dérégulé par des translocations chromosomiques, éventuellement suivies
d’une hypermutation somatique dans sa région régulatrice 5. La dérégulation de Be/-6
bloquerait les cellules B au stade du centre germinatif. Elles acquerraient ensuite des
mutations oncogéniques secondaires, probablement a la suite d’erreurs de ’hypermutation
somatique ou de la commutation de classe, qui seraient sélectionnées pour la transformation

maligne (pour revues : Lenz et Staudt, 2010 ; Shaffer et a/, 2002).

2.3. Le réle du BCR

L’expression et la fonctionnalité du BCR sont des déterminants importants de la survie des
cellules B normales. La sélection pour Pexpression du BCR semble également s’appliquer aux
cellules B tumorales. En effet, 1a plupart des cellules de lymphomes B expriment un BCR. Par
ailleurs, a de rares exceptions pres, les translocations dans les loci d’immunoglobuline impliquent
Pallele non productif. I’alléle exprimé n’étant jamais inactivé par les événements de translocation, il a
été suggéré que I'incapacité de produire et d’exprimer un BCR serait incompatible avec la survie de
la cellule et son évolution en tumeur. Par ailleurs, lors de 'expansion du clone tumoral, dans de
nombreux types de lymphomes, le géne codant la région variable de 'immunoglobuline subit des
mutations somatiques. A I'instar des cellules B normales, les cellules B cancéreuses recevraient donc

des signaux de survie fournis par le BCR, qui favoriseraient leur maintien.

Il peut arriver néanmoins que certains cas de lymphomes B n’expriment pas le BCR, par
exemple des cas de lymphome de Hodgkin classique ou de lymphome post-transplantation. Les
cellules tumorales peuvent dériver de cellules B pré-apoptotiques du centre germinatif qui ont perdu
I'expression d’'un BCR de haute affinité. Plus précisément, ces cellules sont souvent infectées par
IEBV et expriment une protéine virale, LMP2A (latent membrane protein 2A), qui peut se substituer
aux signaux émis par le BCR et sauver les cellules de 'apoptose. Le lymphome primaire d’effusion
peut, rarement, se caractériser par une expression tres faible, voire indétectable, du BCR. Elle serait

compatible avec une différenciation plasmoblastique (pour revue, Kiippers, 2005).
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2.4. L’activation antigénique des lymphomes B

Les cellules de lymphome sont capables de reconnaitre des antigenes, et la stimulation
antigénique contribue a leur survie et a leur prolifération. Il peut s’agir d’auto-antigenes ou
d’antigénes étrangers. Des ensembles de leucémie lymphoide chronique B ont pu étre identifiés sur
la base de réarrangements géniques V, et V, identiques au sein d’'un méme groupe, ce qui suggere
une sélection et une activation par un groupe limité d’épitopes antigéniques. Dans les lymphomes
MALT gastriques, Pantigéne exerce un role indirect sur I'activation des cellules tumorales. En effet,
Helicobacter pylori est reconnue non pas par les cellules B cancéreuses, mais par les cellules T
auxiliaires qui stimulent la prolifération des cellules tumorales. Un traitement antibiotique permet de
faire régresser le cancer. En outre, des auto-antigénes peuvent aussi contribuer au développement

des lymphomes MALT (pour revues : Kiuppers, 2005 ; Schaffer et /., 2002).

2.5. Le role du microenvironnement tumoral

Dans de nombreux lymphomes, le microenvironnement tumoral semble capital pour la
survie et la prolifération des cellules malignes. Par exemple, des cellules de lymphome folliculaire ne
peuvent proliférer in vitro qu’en présence de cellules T CD4", ou de cellules stromales du centre
germinatif et d’un anticorps dirigé contre CD40. De plus, dans le lymphome folliculaire, les cellules
malignes sont concentrées et proliférent dans des structures folliculaires, en association avec les
lymphocytes T auxiliaires et les cellules dendritiques folliculaires. Des cellules tumorales peuvent
aussi se localiser dans les zones interfolliculaires, mais elles ont des capacités prolifératives réduites

(pour revue, Kiippers, 2005).

3.LCORIGINE ET TLES MECANISMES DES
TRANSLOCATIONS CHROMOSOMIQUES

Les translocations (Figure 11) sont les mutations les plus fréquemment rencontrées dans les

tumeurs lymphoides. Elles peuvent fournir a la cellule un avantage prolifératif ou de survie :
= d’une part en juxtaposant un oncogene a des éléments cs-régulateurs transcriptionnels qui
vont déréguler son expression. C’est le cas du lymphome de Burkitt, au cours duquel c-zye

est transloqué dans le locus IgH ;
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» dlautre part en fusionnant deux genes qui produiront une protéine chimérique a activité
oncogénique. C’est le cas de la leucémie lymphoblastique et de la leucémie myéloide

. ,oe . .4
chronique, caractérisées par le chromosome Philadelphie’.

' ‘ Réparation ' '
™~ | en cis !

Translocations
réciprogues

Figure 11. Une mauvaise réparation des cassures d'"ADN provoque des translocations.

Les translocations chromosomiques nécessitent la formation de cassures d’ADN double brin simultanément sur
différents chromosomes. Elles peuvent alors étre réparées en e, ou induire des translocations a la suite du
réarrangement entre deux chromosomes non homologues. Selon la topologie du réarrangement, la translocation peut
étre réciproque (équilibrée ou déséquilibrée) ou non réciproque. Les translocations impliquées dans la majorité des
lymphomes sont des translocations réciproques équilibrées. D’apres Nussenzweig et Nussenzweig, 2010.

Translocation non
réciproque

Une translocation nécessite la formation de cassures double brin de PADN sur des
chromosomes différents, la mise a proximité des extrémités et la jonction des extrémités d’ADN
hétérologues. Les cellules B sont particulicrement sensibles a la transformation par translocation car
elles sont sujettes a des phénomenes de diversification du répertoire antigénique de leur récepteur au
cours des recombinaisons V(D)J, de I’hypermutation somatique et de la commutation de classe, qui
génerent des dommages programmés a ADN (pour revue : Nussenzweig et Nussenzweig, 2010)

(Figure 11).

3.1. Le r6le des recombinases et des facteurs de réparation

Les recombinases RAG1 et RAG2 sont impliquées dans les recombinaisons V(D)]. Elles
provoquent donc des cassures de 'ADN au niveau des loci d’immunoglobuline durant le
développement B. Elles pourraient également induire des cassures au niveau des oncogenes, comme

Bel-2, comme cela a été montré 7 vitro (Raghavan et a/., 2004 ; Tsai et al., 2008).

4 Le chromosome Philadelphie est le dérivé du chromosome 22 apres la translocation t(9;22) qui juxtapose le gene Ab/-1
sur le chromosome 22 au gene BCR (breakpoint cluster region) issu du chromosome 9 (Nowell et Hungerford, 1960, 1961).
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On distingue classiquement deux types de translocations RAG-dépendantes, en fonction du
mécanisme a Porigine de la cassure dans le locus non immunoglobuline. Tout d’abord, les RAG
seraient capables de reconnaitre, de lier et de cliver des séquences divergentes par rapport aux SSR
consensus : ces sites sont qualifiés de « cryptiques ». Cette capacité est la contrepartie pernicieuse de
la flexibilit¢ des RAG, essentielle pour leur permettre de reconnaitre et de couper,
« physiologiquement », des SSR parfois polymorphes autour des segments géniques
d’immunoglobuline. Les sites cryptiques sont tres répandus dans le génome, a une densité d’un tous
les 0,6 a 2 kb (selon les méthodes de calcul). L’accessibilité de ces sites potentiels pour les RAG
serait finement régulée par des changements de la structure chromatinienne (la compaction de la
chromatine inhibe le clivage des SSR par les RAG). Dans la premiere catégorie de translocations
(type 1), une recombinaison V(D)] illégitime se produit entre un segment génique légitime d’un
locus d’immunoglobuline et le locus illégitime d’un oncogene possédant une SSR cryptique (pour

revues : Jankovic et @/, 2007 ; Lieber et al., 2006 ; Marculescu et a/, 2000).

Dans les translocations de type 2, seule la cassure au locus d’immunoglobuline est réalisée
par recombinaison V(D)J. La cassure au niveau du locus de l'oncogene est créée par d’autres
mécanismes (¢f. infra) et envahirait ensuite le complexe synaptique V(D)] pendant le processus de
réarrangement. Les translocations de type 2 impliquent trois partenaires: un oncogene et deux
segments géniques. Elles surviendraient au cours d’une tentative de réarrangement entre deux
partenaires légitimes de recombinaison V(D)J, mais la présence fortuite d’'une troisicme extrémité
d’ADN (correspondant au locus de loncogeéne) parasiterait la jonction physiologique. Elles
résulteraient donc d’une réparation illégitime de lextrémité de l'oncogeéne avec des produits
intermédiaires de recombinaison V(D)J. Deux phénomenes pourraient expliquer les translocations
de type 2 : une extrémité codante pourrait s’échapper du complexe synaptique. Alternativement, les
bouts cassés au niveau de l'oncogéne pourraient envahir (ou étre recrutés dans) le complexe
synaptique et former ainsi une synapse tripartite regroupant les six extrémités d’ADN. Leur présence
simultanée favoriserait différentes combinaisons de jonction des extrémités : en particulier, une
extrémité du locus de 'oncogene serait reliée a une extrémité signal tandis que l'autre extrémité du
locus de 'oncogene serait fusionnée a une extrémité codante. Au niveau des points de cassure des
translocations de type 2, des additions de novo de nucléotides, appelés nucléotides T (templated
nucleotides), sont présentes. Ces insertions ne correspondent pas a des additions aléatoires de
nucléotides, comme pour les nucléotides N, mais ressemblent fortement a des copies de séquences
adjacentes dans le locus d’immunoglobuline ou de 'oncogene. Dans le complexe synaptique, 'une
des extrémités libérées peut étre allongée en utilisant comme matrice la séquence d’une autre

extrémité, par un processus de synthese d’ADN matrice-dépendante prédisposée aux erreurs. Cette
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extrémité modifiée est ensuite raboutée a un autre point de cassure, et donne lieu a la translocation

(pour revues : Lieber et a/, 2006 ; Marculescu et a/., 20006).

Certains sites dans le génome, notamment dans le locus de certains oncogenes, ne
fonctionnent pas comme des SSR mais sont pourtant clivés par les RAG. Ils peuvent adopter une
conformation d’ADN non B, caractérisée par de fréquentes régions d’ADN simple brin. Par
exemple, c’est le cas du locus Be/-2, au niveau de la région majeure de points de cassure. Les régions
simple brin pourraient interagir et induire un changement de conformation de PADN et une
courbure de la région intermédiaire (qui pourraient étre amplifiés par la liaison d’autres protéines).
Or, les RAG sont des endonucléases structure-spécifiques (Raghavan et 4/, 2004). Les RAG peuvent
aussi produire des cassures a de multiples endroits d’une région double brin adoptant des structures
d’ADN non B, comme des « bulles symétriques » ou des « boucles hétérologues », indépendamment
de la séquence (Raghavan et a/, 2005b, 2007). Les régions simple brin au niveau des régions de
points de cassure du locus Be/-2 pourraient aussi favoriser une organisation de ces régions en triplex
d’ADN, qui semble déterminante dans la formation des cassures et la survenue des translocations de
Bel-2 (Raghavan et @/, 2005a). Les sites de clivage par les RAG se trouvent généralement a la
jonction du duplex ’ADN avec la zone en configuration non B. Les RAG créent des cassures
double brin en formant deux coupures simples brin indépendantes : ces coupures sont normalement
religaturées par les systemes de réparation, mais elles dégénerent en cassures double brin si elles sont
suffisamment proches sur les deux brins (Raghavan et a/, 2005b). Une caractéristique de certains
points chauds de cassures dans les loci Be/-2, ¢ycline D1 et E2A est la présence de sites CpG. Chez les
vertébrés, la cytosine du dinucléotide CpG est fréquemment méthylée en position C5. La
déamination spontanée de la 5-méthylcytosine forme une thymine et provoque un mésappariement
T:G. Ce site est ensuite ciblé, intercepté, par les RAG et converti en une cassure double brin, avant
ou pendant la tentative de réparation. Les deux extrémités d’ADN formées peuvent ensuite
fusionner avec les extrémités produites lors du processus de recombinaison V(D)]. La déamination
des cytosines non méthylées donne des mésappariements U:G, moins persistants et réparés de fagon
adéquate (Tsai et a/, 2008). Apres les cassures générées par les RAG, le systeme NHE] prendrait en
charge la jonction des extrémités lors du processus de translocation (pour revues : Jankovic et @/,

2007 ; Lieber et al., 20006).

Face au danger potentiel des RAG, il existe plusieurs niveaux de sécurité qui limitent
Iinstabilité génétique (Raghavan et a/, 2007) :
* les RAG ne sont exprimées que dans les cellules B (et T) précoces : seules ces cellules sont

menacées ;
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* la protéine RAG2 n’est stable quen phase GO/G1 du cycle cellulaire, bloquant P'activité
recombinase durant la réplication de PADN lorsque les jonctions double brin / simple brin
sont fréquentes ;
® une coupure isolée est religaturée par PADN ligase I (seules deux coupures proches sont

dangereuses).

3.2. Le r6le I’AID

Les enzymes AID et UNG induisent des lésions dans le locus IgH lors de 'hypermutation
somatique et de la commutation de classe. En outre, elles seraient aussi impliquées dans les
translocations chromosomiques joignant des oncogenes, comme c-7y¢, au locus IgH associées a ces
processus (Janz, 20006). Les lésions créées par AID dans le locus IgH, aussi bien au niveau des
régions variables que des régions S, et leur résolution favorisent donc les translocations c-zye-IgH, et
promeuvent la transformation (Dorsett et /, 2007 ; Ramiro et a/, 2004, 2006). L’expression d’AID
peut étre induite par le LPS ou par des infections par certains virus transformants (hépatite C, virus
murin de leucémie d’Abelson, EBV). Par exemple, AID induite par PEBV provoque des cassures
double brin qui serviraient de substrats pour les translocations c-zzye-IgH associées au lymphome de
Burkitt (Ramiro et a/, 2004). AID est impliquée dans la lymphomagenése affectant des cellules du
centre germinatif ou post-centre germinatif, mais n’a aucun impact sur le développement de
lymphomes pré-centre germinatif. L’inhibition d’AID empéche linduction de translocations
(Pasqualucci et 4/, 2008). Le groupe de M. C. Nussenzweig a été le premier 2 montrer directement
que Pexpression dérégulée d’AID provoquait des lymphomes B matures : surexprimée chez la
souris, AID provoque des cassures double brin sur la plupart des chromosomes, et expression
d’AID peut expliquer la survenue de lésions chromosomiques qui aboutissent a divers lymphomes

(Robbiani et a/, 2009).

La responsabilité d’AID dans la genése de cassures double brin dans les loci autres que ceux
des génes d’'immunoglobuline est nettement moins renseignée. Dans le cas de la translocation c-7zye-
IgH, AID est essentielle pour réaliser les cassures aux deux loci. Au niveau du locus de 'oncogene c-
mye, la région promotrice est nécessaire pour induire les translocations. En effet, la transcription du
locus favorise son ciblage par AID : elle permet d’exposer des régions d’ADN simple brin qui sont
des substrats pour AID. Néanmoins, les mécanismes qui permettent au processus de transcription
de cibler AID vers un gene ne sont pas encore élucidés. AID induit des lésions et des mutations
dans c-myc et ces lésions sont a lorigine de translocations c-zye-IgH (Robbiani et a/, 2008). Les

cassures générées dans c-zyc sont moins fréquentes que les cassures du locus IgH et limitent la
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survenue des translocations (Robbiani et a/, 2008 ; Wang et a/., 2009). c-myc n’est pas le seul gene
«non immunoglobuline » impliqué dans des translocations avec les loci d’immunoglobuline. En
2010, Péquipe de Nussenzweig a identifiée le gene I3 comme cible d’AID et substrat de
translocations au locus IgH (Jankovic et a/, 2010). AID est capable de provoquer des cassures
d’ADN sur la plupart des chromosomes et d’impliquer une grande variété de geénes dans les
translocations (Robbiani et «/, 2009). Les nombreux génes soumis a des mutations somatiques AID-
dépendantes subiraient aussi des cassures d’ADN qui constitueraient des substrats pour les

translocations.

Dans les tumeurs de cellules du centre germinatif ou post-centre germinatif, auxquelles
contribue AID, la fonction de celle-ci ne semble pas anormale. Le gene AICDA est intact et son
expression, dans la plupart des tumeurs, n’est pas supérieure a celle des cellules normales de centre
germinatif. Un défaut des mécanismes qui guident AID vers ses cibles pourrait expliquer les 1ésions
génétiques observées dans les lymphomes B matures non hodgkiniens. Les lésions oncogéniques qui
bloquent la différenciation B pourraient prolonger anormalement lactivit¢é d’AID dans un
environnement cellulaire ou la réponse aux stress génotoxiques est altérée (par exemple a cause de

I'abrogation Bcl-6-dépendante de la réponse aux dommages a ’ADN) (Pasqualucci et /., 2008).

3.3. L’action combinée des RAG et d’AID

Les recombinases RAG1/2 et AID sont exprimées a des stades de développement B
différents. Les cassures produites par les RAG peuvent cependant persister, en particulier lorsque la
kinase ATM (régulateur essentiel du point de controle des dommages a PADN, ¢f. /nfra) est absente
ou défaillante. Dans les cellules qui ne peuvent plus répondre a ce point de controle, des cassures
d’ADN générées au niveau du locus IgH par les RAG au stade pré-B sont maintenues sans altérer les
¢étapes ultérieures du développement B, jusqu’au stade B mature dans les organes lymphoides
périphériques. La, elles pourront s’associer a des cassures générées par AID, par exemple lors de la
commutation de classe (Callén et a/, 2007). Ces observations ont fait naitre le concept d’instabilité
génomique retardée. Une cassure double brin persistante peut s’éloigner de sa position d’origine et
occuper des territoires chromosomiques différents dans le noyau. Si elle est transmise lors des
divisions cellulaires, elle pourra ultérieurement étre impliquée dans une translocation avec un
chromosome qui aura subi une cassure dans les cellules descendantes. Cette forme retardée
d’instabilité génomique contribuerait a la transformation des lymphocytes matures. Au contraire, les
modeles proposés auparavant supposaient que les cassures sur les deux partenaires chromosomiques

se produisaient au méme moment et dans la méme cellule (Callén et a4, 2007). Le role de la
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signalisation par ATM et p53 dans le maintien de lintégrité du génome lors des événements
survenant au cours du développement des cellules B est abordé dans la partie de ce mémoire traitant

de p53.

Des translocations par jonctions de cassures induites par RAG avec des cassures induites par
AID sont observées dans des cellules B périphériques n’exprimant pas p53 ni le facteur de NHE]
XRCCA4. Ces cellules sont engagées dans I’édition du BCR par des tentatives de réarrangements
secondaites au locus de chaine 1égére [\ et dans la commutation de classe (qui cible le locus IgH).
Par ailleurs, elles donnent naissance a des lymphomes B qui présentent des translocation c-mye-IgH et
des translocations entre les régions variables IgA et les régions S IgH (Wang et 4/, 2008, 2009). En
I'absence de XRCC4, les recombinaisons V(D)] et la commutation de classe sont profondément
altérées, et une voie alternative de jonction des extrémités joint les cassures RAG-dépendantes du
locus IgA aux cassures AID-dépendantes du locus IgH. Cette voie alternative prédispose les cellules
aux translocations. La réparation anormale ou retardée des cassures induites par RAG permettrait
leur coexistence avec les 1ésions induites par AID : les RAG et AID peuvent donc coopérer pour
produire les translocations IgH-IgA qui caractérisent les tumeurs. Notons que ces translocations,
contrairement aux translocations c-zye-IgH, ne fournissent pas d’avantage sélectif aux cellules, mais
refletent simplement 'action de facteurs mécaniques qui impliquent deux loci sujets a des cassures

double brin et spatialement proches (Wang et a/., 2009).

La collaboration RAG/AID s’applique a un autre niveau. AID pourrait également
potentialiser le role des RAG dans la formation des cassures double brin. Au cours des stades
précoces du développement B, dans la moelle osseuse, AID serait exprimée a un niveau relativement
limité mais suffisant pour favoriser apparition de mésappariements U:G. Ceux-ci déterminent une
structure d’ADN non B qui sert de substrat pour les RAG. C’est par exemple le cas au niveau des

genes Bel-2, cycline D1 et E2A (Tsai et al., 2008).

3.4. L’implication des mécanismes de réparation

Les mécanismes de réparation fidele et efficace des cassures d’ADN double brin sont
importants pour maintenir I'intégrité du génome. Deux principales voies de signalisation assurent la
réparation des cassures double brin chez les eucaryotes : la NHE] (pour revues, Lieber et @/, 2010a,
2010Db) et la recombinaison homologue (pour revue, Holthausen et 4/, 2010) (Figure 12). La NHE]
est particulierement importante en phases GO/G1 du cycle cellulaire, quand les chromatides sceurs

ne sont pas disponibles pour la recombinaison homologue. La NHE] est impliquée dans les
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recombinaisons V(D)], la commutation de classe et les translocations chromosomiques associées
aux processus de diversification du répertoire antigénique. Si 'absence d’un facteur clef de la NHE]
abolit la résolution des extrémités lors de la recombinaison V(D)], leffet est beaucoup moins
drastique lors de la commutation de classe. Dans ce cas, une voie alternative de jonction des
extrémités (A-NHE]) peut effectivement fonctionner en I'absence de Ku70/80, Lig4 et XRCC4 et
assurer la commutation a 50% d’efficacité (pour revues: Jankovic et @/, 2007 ; Nussenzweig et

Nussenzweig, 2010 ; Weinstock et 4/, 2000).

NHEJ Recombinaison homologue
G1 S/G2
C-NHEJ | A-NHEJ MRBN | oo
Ku70/80 | (MRN BRCA1 | Résection
DNA-PKes | CtIP cup |2
Artemis | XRCC1
XLF | PARP
XRCC4 | Lig3)
Ligd
8 Rad51 | Invasion des
BRCA2 | brins
lRésqution

Figure 12. La réparation des cassures d'ADN double brin.

Les deux principaux mécanismes de réparation des cassures d’ADN double brin sont la jonction des extrémités non
homologues (NHE]) et la recombinaison homologue. Au cours de la NHE], les extrémités d’ADN sont reconnues par
le complexe Ku et DNA-PKcs. Une voie alternative peut étre utilisée (voir chapitre 1, et pour revues, Licber et al,
2010a, 2010b). La recombinaison homologue agit en utilisant une copie intacte du chromosome cassé comme matrice.
Elle est induite par la résection 5-3’ des cassutes double brin pour former une région d’ADN simple brin. Le brin simple
d’ADN envahit ensuite la chromatide sceur intacte. Apres syntheése d’ADN, les extrémités sont jointes, aboutissant a des
produits intacts (pour revue, Holthausen et @/, 2010). D’apres Nussenzweig et Nussenzweig, 2010.

A la différence de la NHE], la recombinaison homologue utilise une séquence matrice pour
la réparation des cassures et, a ce titre, est une voie précise, non mutagene, de réparation (Figure
12). Lors de la recombinaison homologue, les événements de crossing-over sont tres rares. De plus, la
recombinaison homologue entre chromosomes homologues est cinq a dix fois plus fréquente
qu’entre deux chromosomes hétérologues. Cependant, méme si un crossing-over entre chromosomes
homologues ne provoque pas de translocation, il peut aboutir a une perte d’hétérozygotie, ce qui est
tout aussi délétere pour la cellule. Par ailleurs, la recombinaison homologue se produit
majoritairement entre deux chromatides sceurs, plutét qu’entre chromosomes homologues ou
hétérologues. La suppression des crossing-over est une caractéristique générale de la recombinaison
homologue. En outre, la recombinaison homologue est fortement inhibée par les divergences de

séquences. De ce fait, trés rares sont les translocations provoquées par la recombinaison
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homologue : les réarrangements génomiques sont plutot réalisés par la NHE] (pour revues:

Nussenzweig et Nussenzweig, 2010 ; Weinstock et 4/, 2000).

Les protéines essentielles (Ku70, Ku80, XRCC4 et Lig4) de la voie NHE] classique (C-
NHE]J) jouent un role capital dans les jonctions intrachromosomiques lors des recombinaisons
V(D)]. Pourtant, elles ont plutot un role suppresseur que promoteur des jonctions aberrantes qui
interviennent lors des translocations chromosomiques. C’est I’'absence des facteurs de la C-NHE]
qui favorise les jonctions anormales associées aux translocations, en augmentant la quantité de
cassures d’ADN double brin, substrats pour les translocations, du fait d’une réparation inefficace en
¢s. En effet, les translocations induites par les RAG ou par AID ne nécessitent pas I'intervention de
Ku70, Ku80, DNA-PKcs ou XRCC4 (pour revue, Nussenzweig et Nussenzweig, 2010). C’est donc
essentiellement la voie A-NHE] qui est particulicrement active et assure la jonction des extrémités
dans les translocations chromosomiques, y compris dans les cancers non lymphoides. Contrairement
a la voie classique qui joint des extrémités franches ou de tres courtes séquences homologues (moins
de 4 pb), la voie alternative fonctionne dans un contexte de micro-homologie et joint des séquences
homologues de 5 a 25 pb. La jonction est précédée par une résection des extrémités pour exposer
des séquences d’ADN simple brin homologues qui pourront s’hybrider (Haber, 2008 ; Zha et a/,
2009 ; et pour revue, Nussenzweig et Nussenzweig, 2010). Bien que 'A-NHE] soit utilisée par la
cellule lorsque la C-NHE] n’est pas fonctionnelle, on ne sait pas précisément dans quelle mesure elle

est active en conditions physiologiques ni comment s’opere le choix entre ces deux voies.

La détection et la réparation rapides des cassures sont fondamentales pour maintenir la
stabilité du génome et prévenir la mort cellulaire ou le cancer. Les voies de signalisation impliquées
dans le métabolisme des cassures double brin comprennent des détecteurs qui reconnaissent les
dommages a ’ADN, des transducteurs de signaux qui amplifient les signaux de dommages a PADN
et des effecteurs qui induisent l'arrét du cycle cellulaire, la réparation de PADN et I'apoptose
(Jankovic et @/, 2007). Différentes protéines de réponse aux dommages a 'ADN (Nbsl, ATM,
53BP1) s’accumulent dans les régions entourant la cassure d’ADN, formant des « foyers» de
réparation des dommages a PADN. D’autres se fixent directement aux cassures sans s’accumuler
dans les régions environnantes, comme les protéines de la NHE] classique. Pour permettre la
formation de tels foyers, 'histone H2AX doit d’abord étre phosphorylée, pour assurer I'ancrage et
stabiliser la liaison des protéines formant les foyers. Ces phénomenes sont observés lors de la
recombinaison V(D)J et de la commutation de classe. De nombreux facteurs impliqués dans la
formation des foyers assurent le maintien de la stabilité génomique. En leur absence, la cellule est
beaucoup plus sensible aux translocations chromosomiques. En effet, des souris déficientes pour ces

facteurs sont prédisposées au cancer. Comme les protéines impliquées dans la NHE] et la
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recombinaison homologue, les protéines formant des foyers ne sont pas impliquées dans les
échanges interchromosomiques. En revanche, en leur absence les cassures double brin sont réparées
de facon abetrante ou inefficace en GO/G1 : ainsi, davantage de cassures seraient disponibles
comme substrat pour les translocations (pour revues: Jankovic et a4, 2007 ; Nussenzweig et

Nussenzweig, 2010).

3.5. Les autres causes de cassures dans les loci des oncogenes

D'autres facteurs et d’autres processus cellulaires peuvent étre a Porigine des cassures au
niveau des loci des oncogenes, par exemple c-mye. Le locus c-zyc contient des segments fragiles
d’ADN qui adoptent une configuration non B (ADN de forme Z, triplex d’ADN, structures G-
quadruplexes). Ces séquences sont particuliecrement vulnérables et sont les cibles de cassures et de
dommages a PADN qui surviennent indépendamment d’AID lors de la transcription ou de la
réplication. Elles sont également sensibles a certains agents environnementaux et au stress
métabolique. Ces facteurs supplémentaires constituent de nouvelles sources de cassures double brin
et rendent le locus c-mye enclin aux translocations (Robbiani et @/, 2008 ; et pour revue, Reddy et

Vasquez, 2005).

3.6. L’importance de la localisation subnucléaire

Dans le noyau, les chromosomes sont répartis entre différents territoires définis selon leur
accessibilité et leur activité transcriptionnelle (Lieberman-Aiden et @/, 2009). La proximité physique
entre les loci transloqués, au sein du méme territoire nucléaire, serait un parametre supplémentaire
qui influerait sur la fréquence des translocations entre les chromosomes. En effet, une juxtaposition
préférentielle et récurrente de deux loci favoriserait une translocation et déterminerait la fréquence
d’apparition de translocations chromosomiques spécifiques. Les genes a réponse précoce immédiate
(genes IE, immediate early) sont activés transitoirement et rapidement en réponse a une grande variété
de stimuli cellulaires. Dans ce cas, ils sont repositionnés dans le noyau au niveau des « usines de
transcription ». Cette organisation transcriptionnelle dynamique n’est pas aléatoire et juxtapose
fréquemment les loci c-zyc et IgH dans les cellules B, mais pas dans les autres types cellulaires.
Comme vu précédemment, ces loci peuvent étre le théatre de création et de réparation de cassures
double brin: leur proximité accroit dangereusement le risque d’une résolution aberrante et
prédispose alors les loci a un réarrangement inter-chromosomique (Janz, 2006 ; Osborne et a/,
2007 ; Wang et al., 2009). Chez la souris, une telle co-localisation semble corrélée a apparition de

translocations spécifiques lors du plasmocytome (Osborne et @/, 2007). Les mécanismes qui
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permettent a plusieurs loci dispersés de se rejoindre ne sont pas encore identifiés. Des loci soumis a
la méme régulation transcriptionnelle auraient une plus grande probabilit¢é de se rapprocher
(Spilianakis et «/, 2005). Néanmoins, une transcription active ne semble pas un pré-requis absolu
aux translocations, car des translocations c-zye~-IgH sont observées aussi bien avec un allele c-zzye

transcriptionnellement actif qu’avec un alléle silencieux (Robbiani et /., 2008).

3.7. L’hypermutation des génes « non-immunoglobulines »

A la différence des RAG qui sont des endonucléases séquence-spécifiques, AID peut cibler
n’importe quelle séquence, avec toutefois une préférence pour les motifs RGYW. Au-dela des genes
d’immunoglobuline, AID peut, en effet, muter de nombreux oncogénes ou geénes suppresseurs de
tumeurs : Be/-6 (Gaidano et a/, 1997 ; Pasqualucci et 4/, 1998 ; Shen et af/, 1998 ; Storb et 4/, 2001),
CDY95/ Fas (Mischen et al., 2000), les protéines accessoires du BCR Ig0 et Ig8 (Gordon et al, 2003),
c-mye, Piml, RhoH/TTF (de la famille de Ras) et Pax5 (Paqualucci et a/, 2001) (pour revue,
Nussenzweig et Nussenzweig, 2010). Be/6, Fas, IoQl et IgB peuvent étre hypermutés dans les cellules
B normales. De plus, Bcl-6 est muté dans des cas de lymphome B diffus a grandes cellules ou de
lymphome folliculaire sur I'alléle non transloqué (Migliazza et a/, 1995). Des mutations somatiques
dans [gO et IgB ont aussi été détectées dans des lignées de cellules B malignes du centre germinatif ou
post-centre germinatif. Les mutations somatiques de c-mye, Pim1, RhoH/TTF et Pax5 sont associées
seulement a un contexte pathologique. Une étude récemment menée sur 118 geénes exprimés dans
les lymphocytes B des centres germinatifs a révélé qu’un quart a un tiers était muté par AID (Liu et
al., 2008). Dans certains cas, ’hypermutation résulte de la translocation et est liée a la juxtaposition
de 'oncogene aux genes d’immunoglobuline, par exemple pour c-zyc lors du lymphome de Burkitt
(Rabbitts et al, 1983, et ¢ infra), dans d’autres, elle semble indépendante des phénomenes de
translocation (Migliazza et al, 1995; Pasqualucci et a4, 2001). Malgré tout, bien qu’étant
physiologiquement fortement exprimés, certains génes ne deviennent pas pour autant des cibles de
I’hypermutation somatique. Par exemple, S74 (gene codant la protéine 14 de la petite sous-unité
ribosomale) et c-zzyc ne sont pas mutés dans les cellules normales, contrairement a Be/~6 (Shen et a/,
1998 ; Storb et 4/, 2001). Les mutations des oncogenes pourraient fournir aux cellules tumorales un
avantage sélectif. Ainsi, lors de la réaction dans le centre germinatif, les mutations somatiques du
gene Fas conféreraient a la cellule la résistance a 'apoptose et de ce fait contreraient la sélection
négative réalisée par la voie Fas-dépendante (Miischen et @/, 2000). Les mutations de [gO et [gf

contribueraient a la survie des cellules B en limitant la signalisation par le BCR (Gordon et 4/, 2003).
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Deux cas de figure peuvent se présenter lorsque des oncogenes transloqués contiennent des
mutations somatiques, du point de vue de I’étiologie du lymphome. D’une part, ’hypermutation
peut étre consécutive a la translocation oncogénique, a cause du rapprochement de 'oncogene des
régions régulatrices d’un locus d’immunoglobuline, qui induit le recrutement et I'action d’AID.
Alternativement, avant d’étre transloqué, oncogene peut étre la cible d’AID : celle-ci agit alors au
niveau du locus de 'oncogene, le fragilise et le prédispose aux cassures d’ADN. Il pourra ensuite se
recombiner avec un locus d’immunoglobuline. Dans ce dernier cas, Phypermutation est antérieure a
la translocation (voir plus haut le paragraphe 3.2 « Le rdle d’AID », sur la contribution d’AID a la

réalisation des translocations, notamment les translocations c-zye-IgH, les mieux renseignées).

L’hypermutation somatique peut donc intervenir en dehors des loci d’immunoglobulines :
AID agit sur une grande diversité de genes transcrits dans le génome (Liu et 4/, 2008). Cependant, la
fréquence de mutations dans les genes « non-immunoglobulines » est nettement plus faible que dans
les loci d’immunoglobuline (Liu et @/, 2008 ; Pasqualucci et a/, 1998). De nombreux génes répartis
tout au long du génome sont ciblés par AID dans les cellules B normales des centres germinatifs,
mais des mécanismes de réparation a haute fidélité protegent les cellules de I'accumulation de
mutations (Liu et a/, 2008). Par ailleurs, la fagon dont AID discrimine ses cibles et évite de générer
des dommages de PADN treés répandus n’est pas encore élucidée (Nussenzweig et Nussenzweig,

2010).

Les mutations somatiques du géne c-myc transloqué lors des lymphomes

Dans le lymphome de Burkitt et d’autres lymphomes agressifs, au cours desquels c-7yc est
transloqué dans I'un des loci d’'immunoglobuline, I'allele c-ye transloqué est la cible de phénomenes
de mutations somatiques, mis en évidence a partir de lignées cellulaires de lymphome de Burkitt ou
de biopsies tumorales (Bemark et Neuberger, 2000 ; Bhatia et 4/, 1993 ; Cesarman et a/, 1987 ; Clark
et al., 1994 ; Johnston et a/, 1991 ; Johnston et Carroll, 1992 ; Miller et a/, 1995 ; Rabbitts et a/,
1983, 1984 ; Taub et 4/, 1984 ; Yano et al., 1993). Ces mutations peuvent avoir lieu dans les régions
régulatrices de c-my¢c (exon 1 non codant, séquences adjacentes 5 et intron 1) ou dans les exons
codants. Les mutations dans la région régulatrice compromettent la régulation normale de
Pexpression de c-zyc et les mutations dans les exons 2 ou 3 (codants) affectent la fonction
biologique de c-myc (dimérisation, spécificité du substrat...) ou la demi-vie de "ARNm (Johnston et
al., 1991). L’allele sauvage resté dans sa configuration endogene est silencieux et n’accumule pas de
mutations (Bemark et Neuberger, 2000 ; Johnston et 4/, 1991 ; Taub et 4/, 1984). L’hypermutation
de c-mye résulterait de l'influence du locus d’immunoglobuline juxtaposé. En effet, la translocation

de c-myc dans le locus IgH et son positionnement en amont des segments de région constante a la
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place du segment VD] en feraient un substrat pour I’hypermutation somatique, qui cible 'exon VD]
au cours du développement B normal, lors de la maturation d’affinité du BCR. Le profil des
mutations de c-myc présente les caractéristiques de I’hypermutation somatique : substitutions
nucléotidiques avec une prédominance de transitions sur les transversions, ciblage préférentiel des

résidus C ou G avec une forte proportion dans le triplet AGC (Bemark et Neuberger, 2000).

L’hypermutabilité de c-zyec transloqué contribue-t-elle a la lymphomagenéese, ou est-ce la
translocation chromosomique qui seule dérégule la transcription de c-myc, la mutabilité n’étant alors
qu’une conséquence de la translocation ? Selon certains auteurs, les mutations somatiques de c-7zy¢
contribueraient pleinement a 'oncogenese, essentiellement celles qui touchent la région régulatrice
(Rabbitts et @/, 1983). D’autres ont conclu, en I'absence de mutations consensus dans les domaines
codant la protéine, que les mutations dans ces régions ne conféraient pas a c-zzyc un potentiel
transformant plus grand et avantageux face a la pression de sélection de la cellule tumorale
(Johnston et a/, 1991). En revanche, d’autres études suggerent clairement un role pathogeéne des
mutations dans la région codante de c-mye, di a laltération des interactions entre les domaines
fonctionnels de la protéine et d’autres facteurs cellulaires (Albert et a/, 1994 ; Axelson et a/, 1995 ;
Bhatia et a/, 1993 ; Clatk et a/, 1994 ; Yano et a/, 1993). Dans leur étude, M. Bemark et M.
Neuberger ne constatent pas d’avantage prolifératif fourni aux cellules tumorales par les mutations
qu’ils observent et déduisent qu’elles ne favoriseraient pas 'oncogenese. Néanmoins, ils n’excluent
pas que des mutations de c-zyc ailleurs que dans la région qu’ils ont analysées (région commengant
en amont du promoteur et allant jusqu’au début de l'intron 1), ou méme les mutations d’autres
oncogenes également transloqués dans les loci d’immunoglobuline, puissent contribuer a la
lymphomagenese et accentuer le phénotype malin (Bemark et Neuberger, 2000). Par ailleurs, deux
équipes ont montré que des mutations touchant la région codante de c-zye, au niveau de la zone
MBI dans la partie N-terminale, dans de nombreuses lignées de lymphome de Burkitt, rendaient la
protéine réfractaire a la dégradation dépendante du systeme ubiquitine-protéasome. Par conséquent,
la protéine c-myc mutante est stabilisée, ce qui augmenterait son activité transformante et
favoriserait la prolifération incontrolée des cellules de lymphome de Burkitt. La dérégulation de la
protéolyse de c-myc serait donc un mécanisme alternatif, ou additionnel, d’activation oncogénique.
Les mutations de c-zyc dans les exons codants peuvent donc également contribuer a la
lymphomagenese. Le développement du lymphome de Burkitt impliquerait activation de c-zyc en
deux étapes successives : d’une part la dérégulation de I'expression par la translocation dans le locus
d’immunoglobuline, d’autre part la mutation de sites régulateurs importants aboutissant au
contournement du cycle de renouvellement par le systeme ubiquitine-protéasome et a 'accumulation
de c-myc (Bahram et a/, 2000 ; Gregory et Hann, 2000). La translocation aboutit a I'expression

constitutive, mais pas obligatoirement élevée, de c-zzye. Ainsi, la stabilisation et la persistance de la
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protéine, dues a des mutations qui touchent aussi bien les régions régulatrices de c-mzyc que les
régions codantes, permettent ensuite d’induire une expression constitutive de c-myc a un taux élevé
dans le lymphome. Les mutations somatiques du géne c-zy¢ transloqué ne sont toutefois pas une
caractéristique universelle du lymphome de Burkitt ou des lymphomes portant la translocation de c-
mye dans un locus d’immunoglobuline (Axelson et a/, 1995 ; Johnston et a/, 1991). Elles sont
systématiquement observées dans la forme endémique mais n’ont pas pu étre détectées dans des

cellules tumorales de patients atteints par la forme sporadique (Johnston et a/, 1991).
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Chapitre 3

Les elements régulateurs du locus  IgH

La régulation des réarrangements et des remaniements des génes
d’immunoglobuline...

Le locus IgH murin abrite cing principales régions potentiellement régulatrices, contenant
des éléments cs-régulateurs, des régions d’attachement a la matrice (MAR, matrix attachment regions)
ou des sites d’hypersensibilité a la DNase (hs) (pour revue, Perlot et Alt, 2008) (Figure 13). Nous
évoquerons dans ce chapitre uniquement les éléments du locus IgH ayant une fonction activatrice
transcriptionnelle ou isolatrice établie ou supposée. Nous n’évoquerons pas les phénomeénes de

régulation épigénétique qui contribuent a I'accessibilité du locus (pour revue, Petlot et Alt, 2008).
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Figure 13. Cartographie du locus IgH chez la souris (A) et chez 'homme (B) (pas a ’échelle).

Les rectangles verts, rouges et bleus représentant les segments Vi, D et Ju, les rectangles beiges les segments constants
précédés des régions S (sauf Cd). Les figures rondes ou ovales violettes sur la ligne désignent les éléments cis-régulateurs
avérés ou potentiels du locus. Ils sont signalés par des fleches noites verticales. Dans le détail, les ronds violet foncé sont
les activateurs transcriptionnels, les ronds de couleur prune sont les isolateurs ou les éléments cis-régulateurs putatifs non
caractérisés. Les rectangles roses sont les MAR. Les fleches horizontales parme sont les séquences répétées inversées des

régions 3.

Nous n’aborderons que trés superficiellement les promoteurs (a I'exception du promoteur-
activateur DQ52), en précisant simplement qu’il en existe de deux sortes : les promoteurs de région
variable (pVy,) et les promoteurs germinaux (I). Les promoteurs pV,, se situent en amont de chaque
région variable V.. Ils assurent la transcription germinale précédant le réarrangement V-DJy; ainsi

ue la transcription des exons réarrangés. Ils permettent donc ’accessibilité des segments
quela t ption d ViDJy gés. Ils p ttent donc I’ bilité des segments V,
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germinaux et assurent 'expression du gene de chaine lourde réarrangé. Les promoteurs I se situent
en amont de chaque géne de région constante, excepté CO. Ils sont impliqués dans Pinitiation de la
transcription germinale qui précede la commutation de classe et rend accessibles les segments
constants pour la recombinaison. Pour plus de détails, les promoteurs du locus IgH sont décrits dans

la revue de T. Perlot et F. W. Alt suscitée.

1. LA REGION 5’

Elle contient trois sites d’hypersensibilité a la DNase 1: hs1, hs2 et hs3, localisés 32,6 kb,
27,9 kb et 26,2 kb respectivement en 5’ du gene 17,/558.55. L élément hs3 est subdivisé en deux
sites différents séparés de 250 pb : un site 5’ faible, hs3a, et un site 3’ plus fort, hs3b (Figure 13).
L’¢lément hsl fixe plusieurs facteurs de transcription essentiels au développement B et aux
recombinaisons du locus IgH, comme PU.1, Pax5 ou les facteurs E2A, spécifiquement au stade pro-
B. Les sites hs2 et hs3a/b n’ont pas de propriété d’activateurs transcriptionnels, laissant penser qu’ils
définiraient la limite ou des éléments isolateurs dans la partie 5” du locus. Dans la séquence d’hs2 est
retrouvé un site potentiel de liaison pour le facteur CTCF, impliqué dans Iisolation chromatinienne.
Par ailleurs, hs3a contient des sites de liaison pour des facteurs fréquemment associés aux régions
d’attachement a la matrice, et pourrait définir les limites chromatiniennes nécessaires aux
recombinaisons VD] et I'expression de la chaine lourde d’immunoglobuline (Pawlitzky et a/, 20006).
Néanmoins, le remplacement individuel d’hs1 par une cassette pgk-ned", sa délétion propre et la
délétion combinée de 'ensemble des quatre sites (hs1-2-3a/b) n’ont pu mettre en évidence aucune

fonction cs-régulatrice de ces éléments sur le locus IgH (Perlot et @/, 2010).

2. LA REGION INTERGENIQUE V,;-D

Une région d’environ 90 kb, contenant six sites hs (hsl-hs6), entre le dernier gene Vi,
fonctionnel, 1,,7783.2.3, et le premier gene D, DFL.76.7, a été récemment identifiée (Figure 13).
Hs4 et hs5 sont des isolateurs qui contiennent des sites de liaison pour les facteurs CTCF : ils
exercent une fonction de blocage d’activateur et empéchent ainsi les éléments régulateurs forts du
locus IgH (Eu, la 3’RR, ¢f infra) d’interagir avec et d’activer les génes Vi, au moment inopportun.
Hs3 serait un activateur stade-spécifique de la région V,;, qui activerait la recombinaison V-DJ},

(Featherstone et @/, 2010 ; Giallourakis et @/, 2010). Cette région intergénique V;;-D contient un/des
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éléments régulateurs qui assureraient le contrdle de la transcription germinale et/ou des
recombinaisons VDJ. Ils ont une fonction physiologique suppressive dans les cellules de la lignée T.
Dans les cellules pro-B, cette fonction suppressive doit étre levée apres le réarrangement D-J,; pour

favoriser le réarrangement V,;-DJ,, (Giallourakis et «/, 2010).

3.LE PROMOTEUR-ACTIVATEUR DQ52

DQ52 est le segment le plus en 3’ de la région D et donc le plus proximal par rapport aux
segments J;,. Il est préférentiellement utilisé lors des premicres tentatives de réarrangement D-J;; au
cours de 'ontogénie, chez 'homme comme chez la souris (Bangs et a/, 1991 ; Born et a/, 1988 ;
Nickerson et a/, 1989 ; Reth et a/., 1986 ; Schroeder et Wang, 1990 ; Tsukada et a/, 1990). DQ52 est
le seul segment D transcrit avant la réalisation des premiers réarrangements D-J;, (son promoteur est
donc activé avant ceux-ci), générant les transcrits germinaux sens L, dont l'expression est un
indicateur précoce de 'engagement dans la lignée B (Alessandrini et Desiderio, 1991 ; Li et @/, 1996 ;
Schlissel et @/, 1991a), et qui seraient un prérequis pour I'accessibilité de la recombinase aux régions
D-J,; (Alt et al, 1987 ; Schlissel et al, 1991a, 1991b ; Thompson et a/, 1995). La méme région
promotrice peut aussi initier dans une moindre mesure des transcrits antisens (Chakraborty et a/,
2007). L’activateur en 5 de DQ52 est un promoteur-activateur synergique d’Ep (Kottman et a/,
1994). Sa délétion chez la souris n’inhibe pas le réarrangement D-J,; ni la transcription p,, mais altere
Putilisation des segments J,; les plus éloignés (J,,3 et J,4) (Nitschke et a/, 2001). Par ailleurs, sa
délétion conjointe avec Ep a confirmé qu’il n’était pas essentiel aux réarrangements D-J, ni a la

transcription p, (Afshar et a/., 20006).

4. L ACTIVATEUR INTRONIQUE Ep

Ep est le premier activateur transcriptionnel d’immunoglobuline identifié (Banerji et 4/,
1983 ; Gillies et al, 1983 ; Neuberger, 1983). 1l est localisé dans 'intron entre le dernier segment Jj,
et le gene Cp. 11 est constitué d’un activateur de cceur (core enbancer) de 220 pb, cEp (core Ep), bordé
de part et d’autre par deux MAR (pour revues : Calame et Sen, 2004 ; Perlot et Alt, 2008) (Figure
13).
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Les MAR ne régulent pas les recombinaisons D-J,; puis V,-DJ,, et ne sont pas capables
d’assurer seules les recombinaisons V-DJ,; en I'absence de cEp, qui est donc le seul élément critique
(Sakai et @/, 1999b). La délétion de cEp altere significativement les recombinaisons V-DJ,, et D-J,
(Petlot et al, 2005). En joue un role tres important dans la régulation de l'accessibilité de la région
D-J,; du locus IgH pour lactivité recombinase (Afshar et a/, 2006). En régule la transcription
germinale p,” (Chen et a/, 1993) et la transcription intergénique antisens au niveau des segments D,
mais n’a pas d’effet sur la transcription intergénique antisens au niveau des segments V,,. Eu jouerait
un role fondamental dans la recombinaison D-J;; mais pas la recombinaison V-DJ,; (Bolland et a/,
2007). Néanmoins, la délétion de cEp diminue, mais ne bloque pas totalement, les recombinaisons
VDJ au locus IgH (a la différence de l'insertion de pgk-7e0" qui bloque le développement des cellules
au stade pro-B): des cellules B périphériques peuvent donc se développer normalement. Elles
expriment normalement les immunoglobulines de surface, suggérant que cEp n’est pas essentiel a

Iexpression normale des segments VD] réarrangés (Perlot et a/, 2005).

cEp aurait une contribution tres faible, et de facon hautement redondante avec d’autres
¢léments cs-régulateurs du locus, dans le processus de commutation de classe: sa délétion
occasionne un léger défaut de commutation de classe (Li et @/, 2010b ; Perlot et a/, 2005 ; Sakai et
al., 1999a). Par son role dans la transcription, Ep favoriserait la commutation : la transcription et le
recrutement consécutif des facteurs d’épissage permettraient de recruter AID. Ep pourrait aussi
faciliter la commutation de classe par ses interactions avec la 3’RR, dans une configuration
chromosomique en forme de boucle qui favorise ensuite la synapse S-S, mise en évidence par des
expériences de capture des conformation chromosomique (technique dite 3C) (Wuerffel et a/, 2007).
Par ailleurs, Ep pourrait agir comme un site de recrutement et/ou un centre organisateur pout la

machinerie d’hypermutation somatique (Li et @/, 2010Db).

5.LA REGION REGULATRICE 3 : 3’RR

Apres la découverte d’E, la présence d’activateurs supplémentaires dans le locus IgH a été
supposée par lexistence de lignées cellulaires, notamment de plasmocytome de souris, capables
d’exprimer leurs genes de chaine lourde d’'immunoglobuline malgré la délétion d’Ep (Aguilera et a/,
1985 ; Eckhardt et Birshtein, 1985 ; Klein et 4/, 1984 ; Wabl et Burrows, 1984 ; Zaller et Eckhardt,
1985). Par ailleurs, 'oncogene c-zyc peut étre activé apres translocation dans le locus IgH sans étre

forcément juxtaposé a Eu (Neuberger et Calabi, 1983). D’autres activateurs transcriptionnels,

> Les transcrits po sont initiés en amont de DQ52 et se terminent en aval des exons Cp.
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répartis sur pres de 30 kb, ont pu étre ainsi découverts en 3’ du locus IgH chez la souris (pour revue,

Khamlichi et 4/, 2000) :
= hs3a, 2 kb en aval de Ca (Matthias et Baltimore, 1993) ;
* hs1,2, 16 kb en aval de Ca (Dariavach et a/, 1991 ; Lieberson et al., 1991) ;
= hs3b, 29 kb en aval de Ca (Giannini et 4/, 1993) ;
= hs4, 33 kb en aval de Ca (Michaelson et 4/, 1995) ;

En aval de ces quatre activateurs, trois sites hs isolateurs définissent la frontiére 3’ du locus IgH :

hs5, hs6 et hs7 (Garrett et a/., 2005) (Figure 13).

Les caractéristiques structurales et fonctionnelles de la 3’RR ont fait 'objet d’une premicre
revue détaillée en 2000, rédigée au laboratoire (Khamlichi et @/, 2000). Les activateurs hs3a, hs1,2 et
hs3b définissent un grand palindrome dont hs1,2 occupe le centre. Il est flanqué par de longues
séquences répétées et inversées de plus d’une dizaine de kb, de part et d’autre d’hs1,2. Ces séquences
répétées inversées incluent les activateurs hs3a et hs3b, qui présentent 97% de similitudes et se
trouvent en orientation inverse, renfor¢ant la configuration palindromique (Chauveau et Cogné,
1996 ; Saleque et al, 1997). Les éléments hs1,2, hs3a et hs3b sont actifs aux stades tardifs de la
différenciation B, tandis qu’hs4 est actf tout au long du développement B. Les mutations/délétions
des activateurs ainsi que les études a l'aide de genes rapporteurs ont montré que la 3’RR est
composée d’activateurs transcriptionnels faibles caractérisés par des redondances fonctionnelles
mais également capables de synergie. Ainsi, dans le locus endogene, chaque activateur n’est
individuellement pas indispensable (Bébin et a4/, 2010 ; Manis et a/, 1998), mais 7 vitro, chacun
coopere avec les autres pour produire un effet synergique sur I'expression de genes rapporteurs
(Chauveau et al, 1998 ; Madisen et Groudine, 1994 ; Ong et @/, 1998 ; Stevens et /., 2000) (pour
revue, Khamlichi et 4/, 2000).

Une caractéristique du locus IgH humain est la duplication des génes Y, € et O qui définit
deux ensembles en tandem : Y3, Y1, € et 1 d’une part, JY, Y2, Y4, € et A2 d’autre part. En aval du
gene Ca, chaque ensemble possede une région régulatrice homologue a la 3’'RR de la souris. Chaque
région contient trois activateurs transcriptionnels semblables aux activateurs murins hs3, hs1,2 et
hs4. Le locus humain ne contient pas d’activateur équivalent a hs3b murin. L’élément hs1,2 est
¢également flanqué de régions répétées inversées (plus courtes que chez la souris) qui définissent un
palindrome dont hs1,2 est le centre de symétrie. Les activateurs humains suivent le méme profil

d’expression que les activateurs murins (pour revue, Khamlichi et 2/, 2000) (Figure 13).
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Au cours des dix derni¢res années, de multiples avancées ont été accomplies et ont peu a peu
permis de lever le voile sur les fonctions et les mécanismes d’action de la 3’RR. Les connaissances
ont pu étre actualisées a « mi-parcours », en 2004, dans le cadre d’un ouvrage consacré a la biologie
de la cellule B (Cogné et Birshtein, 2004), et tres récemment dans deux revues auxquelles nous avons
contribué (Pinaud et a/, 2011 ; Vincent-Fabert et /, 2010a). Deux points essentiels ont été mis en
évidence a propos du role de la 3’RR dans le développement normal, du lymphocyte B : elle assure
d’une part une commutation de classe efficace lors de la réaction du centre germinatif, d’autre part
I'hypertranscription du locus et I'expression de la chaine lourde d’immunoglobuline dans les
plasmocytes. En outre, elle est impliquée dans le développement pathologique du lymphocyte B :
elle est responsable de la dérégulation d’oncogenes qui se retrouvent transloqués dans le locus IgH
(¢ chapitre 2). Initialement, Eu avait été considéré comme le principal élément cs-régulateur du
locus a lorigine de transformation de la cellule, d’autant plus que les oncogenes transloqués au
voisinage des segments V,;, D ou J,; lors de la recombinaison VD] ou au niveau de 'exon V,,DJ,
réarrangé lors de ’hypermutation somatique sont juxtaposés a Eu. Apres la réalisation de souris
transgéniques surexprimant divers oncogenes sous le controle d’Ep, plusieurs expériences de
transgénese additive ou d’insertion par recombinaison homologue (knock-in) ont finalement montré
que la dérégulation par la 3’RR était nettement plus pertinente pour expliquer linitiation de la
lymphomagenese et reflétait plus fidelement le phénotype mature observé dans la majorité des
lymphomes. L’un de ces mode¢les, les souris c-7zye-3'RR, précédemment mis au point au laboratoire,
a été exploité lors de notre these (Truffinet et a/, 2007). Par ailleurs, dans des lignées de lymphomes,
des interactions physiques a longue distance ont été détectées, par la technique 3C, entre la 3’RR et
la région promotrice de c-myc (Ju et al, 2007) ou de Be~-2 (Duan et al, 2008) transloqués. Elles
permettraient d’illustrer Porigine de la dérégulation transcriptionnelle et de 'expression constitutive
des oncogenes apres translocation dans le locus IgH, observées par exemple lors du lymphome de
Burkitt et du lymphome folliculaire, respectivement (pour revues : Pinaud et «/, 2011 ; Vincent-

Fabert et a/., 2010a).

Pages suivantes : les deux revues les plus récentes sur la 3’RR, auxquelles nous avons contribué.

Vincent-Fabert C., Fiancette R., Cogné M., Pinaud E. et Denizot Y., 2010a. The IgH 3' regulatory
region and its implication in lymphomagenesis. Eur. |. Immunol. 40(12): 3306-3311.

Pinaud E., Marquet M., Fiancette R., Péron S.,; Vincent-Fabert C., Denizot Y. et Cogné M., 2011.
The IgH locus 3’ regulatory region: pulling the strings from behind. Ady. Immunol. Sous
presse.
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Abstract : Antigen receptor gene loci are among the most complex in mammals. The IgH locus,
encoding the immunoglobulin heavy chain (IgH) in B lineage cells, undergo major transcription-
dependent DNA remodelling events, namely V(D)J recombination, Ig class switch recombination
(CSR) and somatic hypermutation (SHM). Various cis-regulatory elements (encompassing
promoters, enhancers and chromatin insulators) recruit multiple nuclear factors in order to
ensure IgH locus regulation by tightly orchestrated physical and/or functional interactions.
Among major IgH cis-acting regions, the large 3’ regulatory region (3'RR) located at the 3’
boundary of the locus includes several enhancers and harbors an intriguing quasi-palindromic
structure. In this review we report progress insights made over the past decade in order to
describe in more details the structure and functions of IgH 3'RRs in mouse and human.
Generation of multiple cellular, transgenic and knock-out models helped out to decipher the
function of the IgH 3’ regulatory elements in the context of normal and pathologic B cells.
Beside its interest in physiology, the challenge of elucidating the locus-wide cross-talk between
distant cis-regulatory elements might provide useful insights into the mechanisms that mediate
oncogene deregulation after chromosomal translocations onto the IgH locus.
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Chapitre 4

La prolifération, la transformation et
la reponse au stress

Le cycle cellulaire, 'oncogéne c-myc, la « sentinelle du génome » p53

1. LE CYCLE CELLUIAIRE ET I’INDUCTION DE
LLA PROLIFERATION

1.1.Les événements du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est la séquence finement régulée des événements qui permettent la
reproduction de la cellule eucaryote. Les étapes du cycle de la cellule eucaryote sont définies d’apres
les événements chromosomiques (Figure 14). T6t au cours du cycle cellulaire, PADN est répliqué et
les chromosomes dupliqués : c’est la phase S. L’autre étape importante du cycle cellulaire est la phase
M, composée de deux événements : la division nucléaire, ou mitose, et la division cellulaire, ou
cytocinese. Le délai qui s’écoule entre la fin d’une phase M et le début de la suivante est appelé
interphase. D’autres phases, appelées phases G (gap), ponctuent le cycle cellulaire entre les phases S

et M : la phase G1, avant la phase S, et la phase G2 avant la phase M (pour revue : Morgan, 2007).

:)
\ r
L . - Début du
Division cellulaire cycle
(mitose et cytocinese) -
ST L
1 *."" . .
f Croissance cellulaire

La cellule se prépare a LRl
se diviser B

< N

5 " Point de restriction

la cellule décide si elle
Réplication de 'ADN doit s’engager dans le
cycle

Figure 14. Représentation schématique des différentes phases du cycle cellulaire.

Drapres une figure extraite du site internet http://kirschner.med.harvard.edu.
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1.2. Le systéme de controle du cycle cellulaire

1.2.1. Description et présentation

Le systeme de contréle du cycle cellulaire assure la régulation de 'ordre et du minutage des
différents événements du cycle cellulaire. Il coordonne le franchissement de trois points de controle
majeuts : le point de restriction (controle entrée en phase G1 tardive), le point de transition G2/M
(controle Tentrée en phase M) et la transition métaphase-anaphase (induction des événements
terminaux de la mitose). Il repose sur des séries d’oscillations du niveau d’activité de différentes

protéines kinases (pour revues : Malumbres et Barbacid, 2001 ; Morgan, 2007).

Les acteurs clefs du systeme de controle sont les kinases dépendant des cyclines, ou CDK
(eyclin-dependant kinase). Leur concentration reste stable au cours du cycle cellulaire. En revanche, leur
activité catalytique oscille rapidement lorsque la cellule progresse dans le cycle cellulaire, ce qui
provoque un changement de I’état de phosphorylation, donc de I’état d’activation, de leurs protéines
cibles qui controlent le cycle cellulaire. Les variations de leur activité dépendent essentiellement des
variations du niveau des cyclines, leurs sous-unités régulatrices. Aux différentes étapes du cycle
cellulaire, des types de cyclines différents sont produits : des cyclines G1, G1/S, S et M (ou cyclines
des phases G1, G1/S, S et M). Plusieurs complexes cycline-CDK vont donc se succéder au cours du

cycle cellulaire (Malumbres et Barbacid, 2001 ; Morgan, 2007) (Figure 15).

Figure 15. Les principaux complexes cycline-CDK impliqués dans le contréle du cycle cellulaire chez
I'homme.

Les traits horizontaux indiquent la durée approximative d’activation et de fonction des complexes correspondants.
D’aprés Morgan, 1997.

1.2.2. Les kinases dépendant des cyclines (CDK)

Les CDK sont des sérine/thréonine kinases de 30 a 40 kDa. Leur pouvoir catalytique est

activé par la liaison d’une sous-unité régulatrice : la cycline. L’activation complete de la CDK
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nécessite aussi le plus souvent la phosphorylation d’un résidu thréonine au voisinage du site actif.
Chez les eucaryotes multicellulaires, le cycle cellulaire est controlé par deux CDK : CDKI1, qui agit
durant la phase M, et CDK2 qui agit durant la phase S. Les cellules animales possedent en plus deux
autres CDK qui controlent entrée en cycle, au cours de la phase G1 : CDK4 et CDKG6. Les CDK
agissent sur la progression du cycle cellulaire en phosphorylant une multitude de protéines cibles.
L’oscillation de l'activité des CDK est le fondement de la progression ordonnée du cycle cellulaire

(Giacinti et Giordano, 2000 ; et pour revues : Malumbres et Barbacid, 2001 ; Morgan, 2007).

1.2.3. Les cyclines

Les cyclines représentent une famille de protéines qui se lient aux et activent les CDK. Elles
doivent leur nom aux importantes fluctuations de leurs concentrations au cours du cycle cellulaire :
ces fluctuations contribuent aux oscillations de lactivité enzymatique des CDK. Il existe quatre
grandes familles de cyclines selon I'étape du cycle qu’elles contribuent a réguler (¢f supra). Les
complexes cycline-CDK organisent et planifient la progression de la cellule le long des différentes
phases de son cycle (Giacint et Giordano, 2006). Chez les vertébrés, la cycline G1/S est la cycline E,
qui s’associe a CDK2 pour induire le franchissement du point de restriction et engagement de la
cellule dans le cycle cellulaire. ILa cycline de phase S est la cycline A, qui s’associe a CDK1 ou CDK2
pour stimuler la réplication de PADN. La cycline de phase M est la cycline B. Les cyclines de la
phase G1, toujours chez les vertébrés, sont les cyclines D : elles coordonnent la croissance cellulaire
avec lentrée de la cellule dans un nouveau cycle (Sherr, 1995). Les principaux partenaires
catalytiques des cyclines D sont CDK4 et CDKGO6, avec lesquelles elles forment des holoenzymes
dont les substrats préférentiels sont les protéines de la famille du rétinoblastome (¢ infra) (pour
revues : Giacinti et Giordano, 2006 ; Malumbres et Barbacid, 2001 ; Morgan, 2007 ; Sherr, 1993 ;
Sherr, 1995).

A propos de la cycline D1...

Le gene codant la cycline D1 (CCND1, bel-1 ou PRADT) est localisé sur le chromosome
11q13 chez ’homme (Motokura et a/, 1991 ; Tsujimoto et @/, 1985) et sur le chromosome 7 chez la
souris. Il comprend cinq exons qui s’étendent sur environ 15 kb (Motokura et @/, 1993). A Porigine,
le locus a été cloné d’apres son implication dans des réarrangements chromosomiques lors
d’adénomes de la parathyroide (Motokura et a/, 1991). La cycline D1 a été identifiée simultanément
par deux groupes, d’'une part comme le produit d’'un gene inductible par des facteurs de croissance

(Matsushime et a/, 1991), d’autre part par sa capacité de compenser la perte de cyclines de phase G1
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chez la levure (Xiong et a/, 1991) (pour revues : Coqueret, 2002 ; Fu et al., 2004 ; Knudsen et al.,
20006)

1.2.4. Les inhibiteurs des CDK

Les inhibiteurs des CDK, CKI (CDK inbibitor proteins), se fixent aux complexes cycline-CDK
et les inactivent : ils assurent le bon déroulement du cycle et sont également impliqués dans I’arrét du
cycle en phase G1 lorsque les conditions de environnement sont défavorables, ou en réponse aux
signaux intracellulaires tels que les dommages a ’ADN (pour revues : Malumbres et Barbacid, 2001 ;

Morgan, 2007 ; Sherr et Roberts, 1999).

Dans les cellules animales, les CKI sont répartis en deux familles structurales et
fonctionnelles : la famille Cip/Kip et la famille INK4 (Figure 16). La famille Cip/Kip comprend,
chez les mammiferes, p21 (Cipl/Wafl), p27 (Kipl) et p57 (Kip2). Ces inhibiteurs agissent sut
plusieurs complexes cycline-CDK, en interagissant a la fois avec la cycline et avec la CDK, ce qui
crée une modification conformationnelle qui abolit la fonction catalytique de la CDK. Ils exercent
des actions complexes : ils bloquent le déroulement du cycle cellulaire en inhibant les CDK de
phases G1/S et S, mais ils peuvent aussi favoriser entrée en cycle en activant les CDK de phase G1.
En effet, de facon surprenante, les protéines Cip/Kip potentialisent I'activation des CDK4/6, en
favorisant leur liaison avec la cycline D. La famille INK4 regroupe p15™**

p16™* (p16), p18™™* (p18) et p19™™* (p19) chez les mammiféres. Ce sont seulement des

(plus simplement p15),

inhibiteurs et ils ciblent spécifiquement les formes monomériques de CDK4 et CDKGO. Ils inhibent
leur activité en réponse a des signaux anti-prolifératifs. En se fixant sur la CDK| ils induisent des
modifications de la conformation qui empéchent d’'une part la liaison de ATP et d’autre part
I'interaction avec la cycline D (Besson et 4/, 2008 ; Malumbres et Barbacid, 2001 ; Morgan, 2007 ;
Sherr et Roberts, 1999) (Figure 16).
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Figure 16. Les inhibiteurs des CDK (CKI).

Les protéines INK4 se lient seulement a CDK4 et CDK6 mais a aucune autre CDK ni aux cyclines D. Les protéines
Cip/Kip agissent de facon plus large et affectent activité des kinases dépendant des cyclines D, E, A et B (pour revues :
Besson et a/, 2008 ; Sherr et Roberts, 1999).

1.3. La prolifération cellulaire

A Texception de 'embryon qui subit une prolifération cellulaire intense et continue, chez les
organismes multicellulaires, le taux de division cellulaire est finement régulé (homéostasie). Le point
de restriction est décisif pour déterminer le taux de division. Les sighaux mitogenes et autres facteurs
régulateurs de la prolifération cellulaire controlent le taux de division cellulaire en agissant sur les
¢léments qui coordonnent le franchissement du point de restriction. Ils augmentent par exemple la
production des CDK de la phase G1 ou influencent les voies de signalisation qui controlent les
protéines régulatrices ou les CDK de phase G1/S. Lorsque les conditions sont défavorables, le
passage du point de restriction est retardé ou bloqué, et les cellules peuvent devenir quiescentes
(phase GO). Les altérations génétiques qui dérégulent la signalisation mitogénique augmentent la

prolifération cellulaire et peuvent prédisposer au cancer (Morgan, 2007).

1.3.1. Activation de P’expression génique au point de restriction

L’événement clef du passage du point de restriction est I'induction de I'expression des genes
de la phase G1/S par des protéines régulatrices, dont les plus importantes sont celles de la famille
E2F. Ce sont des régulateurs transcriptionnels qui controlent Pexpression de nombreux genes en fin

de phase G1. Les produits de ces génes assurent I'entrée irréversible dans le cycle (cyclines, CDK) et
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la réplication de PADN (ADN polymérase et cofacteurs). Les facteurs E2F-1 a E2F-5, qui
interagissent avec les protéines de la famille du rétinoblastome, sont divisés en deux groupes
fonctionnels : les activateurs (E2F-1, -2 et -3), qui augmentent expression de leurs genes cibles, et
les répresseurs (E2F-4 et -5), qui se lient aux promoteurs des génes des phases G1/S dans les

cellules quiescentes et inhibent leur expression (pour revues: Cobrinik, 2005; Dyson, 1998 ;

Genovese et al., 2006 ; Morgan, 2007).

Lactivité des protéines E2F est régulée par les protéines de la famille du rétinoblastome, qui
sont au nombre de trois chez les mammiféres : la protéine éponyme pRb (p105), ou protéine du
rétinoblastome, p107 et p130 (pRb2) (pour revues : Cobrinik, 2005 ; Dick, 2007 ; Genovese et a/,
2006 ; Giacinti et Giordano, 2006 ; Morgan, 2007). Elles se lient aux facteurs E2F de fagon
dépendante du cycle cellulaire. L’interaction des protéines du rétinoblastome, dans leur état
hypophosphorylé (forme active), avec les membres de la famille E2F inhibe I'expression des genes
cibles d’E2F dans les cellules quiescentes. Les protéines de la famille du rétinoblastome inhibent
Pexpression des genes cibles d’E2F par deux types de mécanismes. D’une part, elles peuvent se lier a
leur domaine d’activation, le masquer et bloquer l'interaction avec le promoteur (répression passive).
D’autre part, elles peuvent interagir avec des enzymes de modification et de remodelage de la
chromatine, les recruter au niveau des promoteurs et établir une structure chromatinienne répressive
(répression active) (pour revues: Cobrinik, 2005 ; Genovese et a/, 2006 ; Giacinti et Giordano,

2006 ; Morgan, 2007) (Figure 17).

1.3.2. Régulation des complexes E2F-pRb

Lorsque les cellules ne regoivent pas de signaux mitogenes, elles quittent le cycle cellulaire en
phase G1 pour entrer en phase GO et devenir des cellules quiescentes. L’expression des genes E2F-
dépendants est inhibée par les facteurs E2F répresseurs liés a p107 ou p130, et par la faible quantité
de facteurs E2F activateurs fonctionnels. Lorsque les cellules quiescentes stimulées entrent dans le
cycle cellulaire, "augmentation de P'expression des genes G1/S qui doit avoir lieu au moment du
franchissement du point de restriction requiert le retrait des facteurs E2F répresseurs des
promoteurs des genes cibles et leur remplacement par des facteurs E2F activateurs (pour revues :

Cobrinik, 2005 ; Giacinti et Giordano, 2006 ; Morgan, 2007) (Figure 17).
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Figure 17. Les complexes entre les protéines de la famille du rétinoblastome et les facteurs E2F au niveau des
promoteurs cibles d'E2F.

A. En phases GO et G1 précoce. B. En phase G1 tardive. C. En phases S et G2. PcG : protéine du groupe Polycomb.
TF : facteur de transcription. Les fleches noires coudées terminées par un triangle symbolisent 'expression des genes
cibles, les fleches noires coudées terminées par un carré la répression. Extrait de Cobrinik, 2005.

Au moment ou la cellule sort de la quiescence et entre dans le cycle cellulaire, en réponse aux
sighaux mitogenes, les complexes cycline D-CDK4 ou cycline D-CDKG6 sont activés. Ils vont alors
catalyser la phosphorylation de pRb, p107 et p130, qui provoque leur dissociation des facteurs E2F
au point de restriction. Les complexes cycline D-CDK permettent de commencer a lever Peffet
inhibiteur des protéines de la famille du rétinoblastome. En effet, ils ne phosphorylent que
partiellement celles-ci. Les complexes cycline E-CDK2, qui apparaissent en fin de phase G1,
prennent la suite, assurent la phosphorylation compléte de pRb, pl07 et pl130 et permettent
I'activation complete des facteurs E2F activateurs (Brown et 4/, 1999 ; Hatakeyama et 4/, 1994 ;
Lundberg et Weinberg, 1998 ; Poznic, 2009) (Figure 18).

(Pour revues, spécifiquement sur le role de la cycline D1 et de CDK4/6 dans la régulation du cycle

cellulaire : Fu et @/, 2004 ; Knudsen, 2006 ; Knudsen et a/., 2000).
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Figure 18. Le franchissement du point de restriction (R) et I'entrée en phase S.

1.3.3. Activation des CDK de la phase G1 par les mitogénes

Les mitogenes sont des peptides solubles ou de petites molécules sécrétées par les cellules
voisines, ou encore des composants insolubles de la matrice extracellulaire. Ils stimulent la cellule en
se fixant a des récepteurs transmembranaires qui transmettent le signal mitogénique dans la cellule.
Les mitogenes stimulent 'expression des genes des cyclines D en induisant notamment I'activation
de deux protéines régulatrices de genes : AP-1 qui stimule expression du gene de la cycline D1, et

myc qui augmente légerement expression des geénes de la cycline D2 et de CDK4.

Les complexes cycline D-CDK dans les cellules quiescentes sont inhibés par la
phosphorylation de la cycline D1 sur la thréonine 286 (Thr286, et les Thr280 et -283 pour les
cyclines D2 et D3 respectivement), assurée par la glycogéne synthase kinase 33 (GSK3[3). Elle induit
Pexportation nucléaire de la cycline D et sa dégradation cytoplasmique. La signalisation générée par
les mitogénes diminue l'activité de la GSK3P. Ainsi, lorsque la cellule est engagée dans le cycle
cellulaire, la cycline D1 n’est plus phosphorylée sur la Thr 286 et des complexes cycline D-CDK
stables peuvent s’accumuler dans le noyau. La GSK3[ phosphoryle et inhibe aussi d’autres

molécules de signalisation importantes pour lentrée en cycle, notamment les facteurs de
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transcription AP-1 et myc : son inhibition par les sighaux mitogenes favorise également expression

des genes cibles de ces facteurs de transcription (Morgan, 2007) (Figure 19).
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Figure 19. Le contréle mitogénique de I'activité des CDK de la phase G1.
Les signaux mitogenes augmentent I’activité kinase en G1 par plusieurs mécanismes. D’apres Morgan, 2007.

Ensuite, pour assurer la réalisation du cycle complet, les complexes cycline E-CDK2
(transition G1/S) et cycline A-CDK2 (phase S) doivent aussi étre activés. Leutr activation est

largement conditionnée par I'activation préalable des complexes cycline D-CDK4/6 (pour revue :

Morgan, 2007).

1.3.4. Autres fonctions de la cycline D1 et de CDK4 sur le cycle cellulaire

D’autres substrats de cycline D1-CDK4, qui interviennent dans le contréle du cycle
cellulaire, ont été identifiés. Les complexes cycline D-CDK4 (mais aussi cycline E-CDK2 et cycline
A-CDK2) phosphorylent CDT1, un composant du complexe de pré-réplication. CDT1 phosphorylé
est ensuite ubiquitiné puis dégradé par protéolyse quand la cellule entre en phase S. Sa dégradation
est essentielle pour éviter la reformation d’un complexe de pré-réplication apres que la réplication
initiale est déja commencée, et empécher ainsi la re-réplication de PADN. Ce mécanisme est 'un des
garants de la stabilité du génome (Liu et a/, 2004). La signalisation induite par le TGF-3, transduite
par les Smads, inhibe la prolifération en induisant un arrét du cycle en phase G1. Smad3 et Smad?2,
qui présentent des sites consensus, sont phosphorylés par CDK4 (et CDK2), ce qui inhibe leur
activité transcriptionnelle et leur fonction antiproliférative (Liu et Matsuura, 2005 ; Matsuura et a/,
2004). Dans les conditions physiologiques, elle facilite la transition de la phase G1 a la phase S du

cycle cellulaire. Cette fonction peut néanmoins avoir une contrepartie maligne : les cellules
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cancéreuses contiennent souvent un niveau élevé d’activité CDK, da a Pamplification, la
translocation ou la surexpression du gene de la cycline D1, ou a linactivation de pl6. Une
phosphorylation intensive des Smads par les CDK favoriserait la résistance des tumeurs a

Pinhibition de croissance induite par le TGF-3 (Matsuura et a/, 2004).

La cycline D1 agit également sur le cycle cellulaire par des mécanismes indépendants des
kinases. Par exemple, elle interagit directement avec et séquestre p21 et p27: elle les empéche
d’inhiber CDK2. Ainsi, la cycline D1 favorise aussi indirectement Pactivit¢ CDK2 et la transition

G1-S (Knudsen, 20006).

2. LONCOGENE c-MYC

2.1. La structure du géne et de la protéine

2.1.1. Le géne c-myc

Le gene c-mye est localisé sur le chromosome 8 chez ’lhomme et sur le chromosome 15 chez
la sourts. Il est formé de trois exons, dont le premier est non codant. Il posséde quatre promoteurs :
PO (seulement chez 'homme), P1, P2 et P3. P1 et P2 sont les deux promoteurs majeurs. Dans les
cellules normales, 75 a 90 % des transcrits sont initiés a partir de P2, 10 a 25 % a partir de P1 et
moins de 5 % a partir de PO et P3. Le gene c-7yc contient également deux sites d’initiation de la
traduction, 'un (CTG) a Pextrémité 3’ de Pexon 1, 'autre (ATG) a l'extrémité 5 de I'exon 2, qui
donnent soit la protéine c-myc 1 (67 kDa) soit la protéine c-myc 2 (64 kDa), dont les transcrits sont
initiés a partir de P1 ou P2, respectivement (pour revues : Facchini et Penn, 1998 ; Ryan et Birnie,

1996 ; Wierstra et Alves, 2008) (Figure 20).

2.1.2. La protéine c-myc

L’oncoprotéine c-myc est organisée en trois grands domaines (Figure 20) :

* un domaine d’activation de la transcription (TAD), dans sa partie N-terminale (acides aminés
1 a 143 chez 'homme), qui contient deux éléments treés conservés : les boites d’homologie
myc (mye homology boxes) 1 et 11, ou MBI (résidus 44 a 63) et MBII (résidus 128 a 143). Dans la
région MBI, c-myc est finement régulée par des phosphorylations sur la Thr58 et la Ser62.

MBII est importante pour l'activation et la répression transcriptionnelles, c’est la région
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d’interaction avec TRRAP (fransactivation/ transformation-associated protein) et d’autres cofacteuts
impliqués dans la transformation ;
" une région centrale contenant :

- une séquence de localisation nucléaire (SLN, résidus 320 a 328) ;

- les boites myc MBIIIa (résidus 188 a 199), impliquée dans la transformation cellulaire,
MBIIIb (résidus 259 a 270), dont la fonction n’est pas encore identifiée, et MBIV
(résidus 304 a 324) qui contribue a la liaison a PADN, I'apoptose, la transformation et
Parrét du cycle cellulaire en G2 (Cowling et /., 2000) ;

* un domaine C-terminal contenant :

- une région basique (bas., résidus 355 a 369), qui assure la liaison spécifique de c-myc
associé a max (myc-associated protein X) a ses séquences cibles sur PADN, et joue aussi un
role dans la transformation ;

- un motif « hélice-boucle-hélice-leucine zipper» (HBH-LZ, résidus 370 a 439), impliqué
dans l'interaction avec max, et qui présente aussi un potentiel transformant.

(Pour revues : Facchini et Penn, 1998 ; Meyer et Penn, 2008 ; Ryan et Birnie, 1990)
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Figure 20. La structure du geéne c-myc (A) et les différentes régions de la protéine humaine (B).

A. Les promoteurs sont signalés par des fleches noires coudées surmontées de PO, P1, P2 et P3. Les sites d’initiation de
la traduction sont également précisés (CTG et ATG). Le schéma du transcrit mature est représenté (d’aprés Ryan et
Birnie, 1996). B. Les deux sites d’initiation de la traduction sont rappelés par des fleches noires verticales. Le premier
résidu d’acide aminé (1) et le dernier (439) sont signalés sous le schéma. Des lignes horizontales indiquent la longueur et
la composition des deux variants c-myc (c-myc 1 et c-myc 2). D’apres Meyer et Penn, 2008 ; Ryan et Birnie, 1996.

2.1.3. Régulation de ’expression et de ’activité de c-myc

L’expression et I'activité de c-myc sont corrélées au potentiel prolifératif de la cellule. Elles

sont finement régulées pour permettre une expression rapide et efficace au moment opportun, en
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réponse aux signaux internes et externes (pour revues: Facchini et Penn, 1998 ; Hann, 2000 ;
Wierstra et Alves, 2008). c-myc est soumise a deux niveaux de régulation :

* une régulation transcriptionnelle : une multitude de voies de signalisation ciblent c-myc,
impliquant aussi bien des régulateurs positifs que négatifs. c-myc peut également réprimer
son propre promoteur ;

* une régulation post-traductionnelle, assurée par des mécanismes directs, comme les
phosphorylations, glycosylations ou ubiquitinations, ou par des mécanismes indirects,

comme l'interaction avec des partenaires qui vont moduler son activité.

2.2. L’activité de c-myc

c-myc peut agir comme un facteur de transcription (pour revues : Adhikary et Eilers, 2005 ;
Cole et Cowling, 2008 ; Cowling et Cole, 2006 ; Grandori et a/, 2000 ; Klapproth et Wirth, 2010 ;
Meyer et Penn, 2008 ; Ryan et Birnie, 1996). Pour se lier a TADN et assurer cette fonction, elle doit
interagir avec un partenaire de dimérisation : max, une petite protéine qui contient également un
domaine hélice-boucle-hélice basique et un motif fucine zipper. L'interaction c-myc-max est assurée
par les domaines hélice-boucle-hélice-leucine zipper de chaque protéine. L’hétérodimere c-myc-max
présente une affinité particulicre pour la séquence consensus CACGTG ou CATGTG, appelée boite
E (E-box), mais peut également se lier a des séquences variantes (Blackwell et a/, 1993). L’affinité de
I’hétérodimere pour une boite E serait modulée par 'environnement transcriptionnel local (Grandori

et al., 2000).

2.2.1. L’activation transcriptionnelle

Le complexe c-myc-max peut stimuler la transcription de ses geénes cibles par plusieurs
mécanismes (pour revues : Adhikary et Eilers, 2005 ; Cowling et Cole, 2006 ; Klapproth et Wirth,
2010 ; Meyer et Penn, 2008). D’une fagon générale, il recrute des co-facteurs au niveau des
promoteurs, qui a leur tour régulent la transcription par des mécanismes différents. c-myc peut
interagir :

= avec TRRAP ce qui lui permet de recruter des complexes d’acétylation des histones (GCN5,

TIPG60), qui vont favoriser la transcription (Figure 21) ;

* avec le complexe SWI/SNF (switch/ sucrose non fermentable) de remodelage de la chromatine

(Cheng et /., 1999).
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» avec CBP (CREB [cAMP response element]-binding protein) et p300, deux protéines qui
possedent une activité HAT (histone acétyltransférase) intrinseque, et s’associent également a

d’autres enzymes HAT (Vervoorts et a/, 2003) (Figure 21).
GCN5
TRRAP
TIP60 \
p300
TRRAP /

&

Figure 21. Activation transcriptionnelle par le complexe c-myc-max et ses partenaires coopératifs. D’apres
Adhikary et Eilers, 2005 ; Cowling et Cole, 2006 ; Klapproth et Wirth, 2010.

N
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c-myc intervient aussi en aval du recrutement de PARN polymérase II pour augmenter la
transcription (Bouchard et 4/, 2004 ; Cole et Cowling, 2008 ; Eberhardy et Farnham, 2001, 2002) et
elle peut s’associer a la sous-unité Skp2 de 'ubiquitine ligase SCF*™, qui peut se comporter comme

un co-activateur (Kim et «/, 2003 ; von der Lehr et a/., 2003).

2.2.2. La répression transcriptionnelle

c-myc peut aussi agir comme un répresseur transcriptionnel. Les mécanismes moléculaires de
la répression sont moins bien compris. Dans ce cas, c-myc est indirectement recrutée aux
promoteurs par des interactions protéine-protéine avec des facteurs de transcription (pour revues :
Adhikary et Eilers, 2005 ; Gartel et Shchors, 2003 ; Klapproth et Wirth, 2010 ; Meyer et Penn, 2008 ;
Wanzel et 4/, 2003).

La répression transcriptionnelle c-myc-dépendante requiert également, dans la plupart des
cas, ’hétérodimere c-myc-max. La protéine max se lie aux régions régulatrices réprimées avant le
recrutement de c-myc (Mao et a/, 2003 ; Si et @/, 2010). Le complexe c-myc-max se lie a des co-
activateurs transcriptionnels directement liés a PADN dans le promoteur des genes cibles, tels que
NFEY (nuclear factor Y), Spl (specificity protein 1), Miz-1 (myc-interacting ginc finger 1), YY1 (yin-yang 1) ou
TVU-I (transcriptional factor 1I-I). Grace a cette interaction, c-myc déplacerait d’autres co-activateurs
normalement nécessaires a I'expression des genes (par exemple p300) et établirait la répression

(Adhikary et al, 2005; Gartel et Shchors, 2003 ; Mao et ak, 2004 ; Wanzel et al, 2003).
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Parallelement, c-myc peut recruter des enzymes de modification de la chromatine, comme la
méthyltransférase DNMT3a, et induire une configuration répressive (Brenner et 4/, 2005) (Figure

22).

DNMT3a

Figure 22. Répression transcriptionnelle par le complexe c-myc-max.

Les promoteurs de certains génes ne contiennent pas de boite TATA, mais possedent a la place I’élément initiateur Inr,
défini par le consensus faible YYCAYYYYY (ou Y est une base pyrimidique). c-myc réprime certains genes avec une
séquence Inr dans leur promoteur. Par exemple, c-myc-max peut étre impliqué dans un complexe ternaire avec Miz-1.
Miz-1 libre se fixe au promoteur du géne réprimé par c-myc et active sa transcription. Mais par son interaction avec Miz-
1, c-myc est recrutée au niveau du promoteur et réprime la transcription. D’apres Adhikary et Eilers, 2005 ; Klapproth et
Wirth, 2010.

2.2.3. Hormis la transcription ?... c-myc, réplication et traduction

c-myc est directement impliquée dans le processus de réplication de TADN et s’associe aux
composants du complexe pré-réplicatif. Elle participe au controle de I'initiation de la réplication en
stimulant Pactivité des origines de réplication (Dominguez-Sola et a/, 2007). En outre, c-myc est
capable de réguler directement la traduction d’ARNm spécifiques en favorisant la méthylation de la
guanine 5°, ou coiffe (cap), qui est indispensable pour la traduction des genes. c-myc, via son domaine
de transactivation, serait recrutée a ses promoteurs cibles par des cofacteurs, eux-mémes
préalablement recrutés par d’autres facteurs de transcription. c-myc est donc capable d’augmenter
directement et rapidement la quantité de protéine codée par ses genes cibles (Cowling et Cole, 2007,

2010).

2.3. Les fonctions de c-myc

c-myc est une protéine multifonctionnelle. Elle présente deux facettes (le « Yin et le Yang »,
d’apres Larsson et Henriksson) : elle posseéde d’un c6té des fonctions oncogéniques qui accélérent le
développement de tumeurs, et de l'autre des fonctions protectrices qui activent une réponse anti-
tumeur. Au cours de la tumorogenese induite par c-7ye, les mutations secondaires qui désorganisent
les composants du programme de suppression de tumeur seront sélectionnées (pour revues : Dang

et al, 2006 ; Grandorti et a/, 2000 ; Klapproth et Wirth, 2010 ; Larsson et Henriksson, 2010 ; Meyer
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et Penn, 2008 ; Oster et al, 2002 ; Pelengaris et Khan, 2003 ; Pelengaris et a/, 2002a ; Vita et
Henriksson, 20006).

2.3.1. Le cycle cellulaire, la prolifération et la croissance

c-myc joue un role important dans la transition de la phase GO jusqu’a la phase S du cycle
cellulaire. c-myc est un gene de réponse rapide de croissance exprimé apres stimulation par des
mitogenes. Il permet a la cellule de parcourir la phase G1. Les régulateurs du cycle cellulaire
(cyclines, CDK, CKI, ubiquitine ligases ciblant les CKI, protéines de réplication...) sont des cibles
de c-myc. c-myc induit activation directe ou indirecte des genes des cyclines D1, D2, E et A, de
CDK4 et de CDC25A. Elle inhibe par ailleurs gadd45 et gadd153, qui codent des facteurs impliqués
dans les points de controle du cycle, ainsi que les inhibiteurs de CDK p75, p27 et p27. Elle stimule
donc la progression du cycle cellulaire (Dang et 4/, 2006 ; Grandori et @/, 2000 ; Oster et al., 2002).
En outre, c-myc est directement impliquée dans la réplication de PADN cellulaire (Dominguez-Sola

et al., 2007 ; et ¢f. supra).

c-myc augmente également le potentiel prolifératif des cellules en favorisant la croissance
cellulaire (augmentation de la masse et de la taille) : elle fournit a la cellule des réserves de
« matériaux » importants et augmente son métabolisme et sa synthése protéique (Arabi et a/, 2005 ;
Gomez-Roman et a/, 2003 ; Grandori et al, 2005 ; Grewal et a/, 2005 ; Schmidt, 2004 ; et pour
revue, Dang et al., 2000).

2.3.2. La différenciation et la pluripotentialité

c-myc joue un role important dans la régulation des propriétés des cellules souches et du
phénomene de différenciation. Dans la majorité des cas, 'expression de c-zzyc est associée a une
inhibition de la différenciation. Le plus souvent, la répression de c-myc fait partie intégrante du

programme de différenciation (Meyer et Penn, 2008 ; Oster et a/., 2002 ; Pelengaris et al., 2002a).

En collaboration avec d’autres facteurs de transcription typiques des cellules souches (Klf4,
Oct4, Sox4), c-myc peut convertir des cellules différenciées en cellules souches pluripotentes (pour
revue, Larsson et Henriksson, 2010). c-myc semble capable de maintenir des « cellules souches
cancéreuses » qui constitueraient une sous-population de cellules dotées de capacité d’auto-
renouvellement, semblable a des cellules souches, au sein de la population tumorale (Larsson et

Henriksson, 2010 ; Shackleton et a/., 2009).
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2.3.3. L’instabilité génomique

c-myc affecterait la stabilité du génome (pour revues: Meyer et Penn, 2008 ; Oster et 4/,
2002 ; Prochownik et Li, 2007). En effet, la surexpression de c-zyc induit a certains loci des
amplifications géniques ou des réarrangements, intra- ou extra-chromosomiques (Kuschak et a/,
1999 ; Mai et al, 1996a, 1996b, 1999 ; Taylor et Mai, 1998). La surexpression de c-zyc accélere la
prolifération et écourte la période de détection et de réparation des dommages potentiels a TADN,
avant sa duplication. Des mutations peuvent se produire et permettre a la cellule de résister a
Papoptose, et de subir une transformation néoplasique (Mai et a/, 1999). c-myc abroge les points de
controle au niveau des phases G1 et S, qui surveillent les dommages a TADN (Felscher et Bishop,
1999b). En outre, 'expression ectopique de c-yc inhibe le point de controle du fuseau mitotique en
phase G2/M°, provoque le découplage de la réplication de PADN et de la mitose et favorise ainsi la
polyploidie (Li et Dang, 1999). c-myc crée un stress réplicatif (Prochownik et Li, 2007). La perte de
p53 (Yin et al, 1999) ou la surexpression de Bel-xI. (Minn et a/, 1996) coopérent et ont un effet

synergique pour faciliter la déstabilisation du génome.

c-myc provoque également, directement, des changements métaboliques dans la cellule, qui
génerent des lésions de PADN: elle stimule la production d’espéces réactives de l'oxygene
(Prochownik et Li, 2007) et crée aussi un stress réplicatif (da a son réle direct dans la réplication de
I’ADN) (Dominguez-Sola et 4/, 2007 ; Cole et Cowling, 2008), deux phénomenes qui lésent PADN.
c-mye peut contourner et ignorer les différents niveaux de sécurité et points de controle de la cellule,
amplifiant I'instabilité génomique. Des clones p53-déficients émergent fréquemment dans les
tumeurs surexprimant c-zye, ce qui illustre le role protecteur de la signalisation par p53 dans la
tumorogenese induite par c-7ye, et la pression de sélection exercée sur les tumeurs pour s’affranchir
de la réponse p53 (Capoulade et a/, 1998 ; Eischen et a/, 1999 ; Lindstrom et a/, 2001 ; Schmidt et
al., 1999 ; Wilda et al., 2004).

2.3.4. L’adhésion cellulaire et ’angiogenése

L’activation de c-zye facilite 'angiogenése, ou néovascularisation, processus essentiel pour
assurer la croissance des tumeurs et leur grossissement, notamment en leur permettant de lutter
contre P’hypoxie (Janz et a/., 2000 ; Ngo et a/, 2000 ; Pelengaris et a/, 1999, 2002b ; Semenza, 2002).

L’angiogenese est un événement précoce dans la lymphomagenese induite par c-7ye, et contribuerait

¢ II existe un point de contréle mitotique qui surveille I’état du fuseau mitotique et 'attachement des chromosomes. En
cas de rupture du fuseau, la cellule est immédiatement bloquée en métaphase. Lorsqu’une cellule échappe malgré tout a
arrét mitotique, I’échec de la ségrégation chromosomique ou I'absence de cytocinése émettent un signal qui stoppe la
progression de la phase G1 suivante (arrét de la transition G1-S), pour tenter de réparer les lésions.

116



Ch. 4 - La prolifération, la transformation et la réponse au stress

significativement a sa rapidité (Brandvold et a/, 2000). Un mod¢le totalement différent a été
proposé, dans lequel la surexpression de c-7zyc s’oppose au développement tumoral dans une lignée
de cancer du poumon et s’accompagne d’une répression du VEGE (vascular endothelial growth factor)
(Barr et a/, 2000). La fonction de c-my¢ dans la modulation de I'angiogenese dépendrait du micro-
environnement trophique des cellules et des caractéristiques de chaque type cellulaire (pour revue,

Oster et al., 2002).

2.3.5. L’apoptose

Les mutations oncogéniques ont un effet double sur les cellules : d’une part, elles favorisent
le développement du cancer en augmentant la prolifération ou la survie, d’autre part, elles mettent en
place des réponses compensatrices comme 'apoptose ou la sénescence (Campaner et a/, 2010b). c-
myc est un régulateur général de apoptose et sensibilise les cellules a 'apoptose (Askew et a/, 1991 ;
Evan et al, 1992 ; Shi et al, 1992). Les mécanismes exacts par lesquels c-myc induit I'apoptose sont
mal connus. Néanmoins, deux voies de signalisation principale ont été caractérisées :

* c-myc induit directement expression de p19™" (p14™*" chez ’homme), et indirectement,
par ses effets génotoxiques, stimule ATM (¢f supra), qui activent ensuite p53. L'importance
des voies ATM/ARF-MDM2-p53 dans 'apoptose dépendante de c-myc est illustrée par son
altération dans la tumorogenese, et notamment la lymphomageneése, induites par c-zyc: la
perte de fonction des suppresseurs de tumeur impliqués dans cette signalisation accéleére la
tumorogencse et contribue au phénotype malin (Alt et 4/, 2003 ; Bertwistle et Sherr, 2007 ;
Bouchard et a/, 2007 ; Capoulade et 4/, 1998 ; Dickins et a/, 2005 ; Eischen et a/, 1999 ;
Finch et a/., 2006 ; Griesmann et a/, 2009 ; Hsu et a/., 1995 ; Jacobs et 4/, 1999 ; Lindstrém
et al, 2001 ; Pusapati et a/, 2006 ; Schmidt et a/, 1999 ; Sluss et a/, 2010 ; Wilda et a/,
2004) ;

* c-myc inhibe 'expression des facteurs anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL)
(Eischen et 4/, 2001).

La capacité de c-myc d’induire 'apoptose fournit un mécanisme de sécurité vis-a-vis de 'oncogenése
et de la transformation (Pusapati et a/, 2006 ; Sluss et a/., 2010). L’annulation de cette fonction, a la
suite de mutation secondaires coopératives, est une étape importante de la transformation cellulaire

et de 'émergence de tumeurs clonales (Eischen et @/, 2001).

2.3.6. La sénescence... et Pimmortalité

Outre lapoptose, c-zzyc peut aussi induire, moins fréquemment, la sénescence, en réponse

aux stress réplicatif ou oxydatif qu’il occasionne (Campaner et a/, 2010a ; Grandori et @/, 2003). La
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sénescence c-zyc-dépendante implique les voies de signalisation ARF-p53-p21 et pl6-pRb. La
lymphomagenese est retardée dans des souris Eu-c-zyc qui expriment une protéine p53 mutante
incapable d’induire I'apoptose, mais toujours capable d’induire la sénescence (Campaner et a/,

2010b ; Post et a/., 2010).

Inversement, c-myc est aussi capable d’inhiber la sénescence cellulaire (pour revues :
Campaner et a/, 2010b ; Hydbring et Larsson, 2010a, 2010b ; Larsson et Henriksson, 2010). D’une
part, c-zyc réprime la sénescence réplicative (due a I’érosion des télomeres) (Feldser et Greider,
2007 ; Xu et al, 2001). D’autre part, c-myc inhibe la sénescence induite par les oncogenes (Hydbring
et al, 2010 ; Zhuang et al., 2008 ; et pour revue, Hydbring et Larsson, 2010a). Dans différents types
de cancers, I'inactivation de c-zyc aboutit a une régression des tumeurs associée a la réactivation de la

sénescence (Wu et 4/, 2007).
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Figure 23. Les phénomeénes et mécanismes cellulaires contrélés par c-myc en conditions physiologiques
normales (gauche) et au cours de la tumorogenése (droite).
Schéma de synthese. D’apres Vita et Henriksson, 2006. Voir aussi table 1, Meyer et Penn, 2008, p 982.

2.4.Le r6le de c-myc dans oncogenc¢se et la lymphopathogenése

Prées de 70 % des tumeurs humaines présentent une forte expression de c-myc et la
suppression de cette surexpression peut favoriser la régression des tumeurs (Cole et Cowling, 2008).
En effet, c-myc est activé dans une multitude de néoplasies lymphoides et de tumeurs solides
agressives chez 'homme (pour revues: Albihn et @/, 2010; Nesbit et a/, 1999). Plusieurs
mécanismes peuvent créer des altérations oncogéniques de c-zyc et favoriser la tumorogenese : des

mutations ponctuelles, des amplifications géniques, des translocations chromosomiques, la
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surexpression (qui peut étre une conséquence des phénomenes précédents), 'augmentation de la
traduction, accroissement de la stabilité de la protéine... (Meyer et Penn, 2008 ; Vita et Henriksson,
2000). L’expression dérégulée de c-myc seule ne suffit pas a transformer une cellule en cellule
tumorale : des mutations additionnelles coopératives sont nécessaires a 'émergence de tumeurs, par
exemple dans la voie de signalisation par ras (¢f. infra) (Adhikary et Eilers, 2005). D’autres altérations
sont nécessaires, en plus de I'activation d’oncogenes, comme I'inactivation de génes suppresseurs de
tumeur (p53, pRb...) ou l'acquisition de la capacité de proliférer sans limite (activation de hTERT)

(Albihn et a/, 2010). Nous limitons notre étude a la lymphomagenése c-#zye-dépendante.

2.4.1. La transformation cellulaire par c-myc

Deux types de mécanismes permettent de déjouer la transformation cellulaire par c-myc:
d’une part le contrdle post-transcriptionnel de c-myc par le voie Ras et d’autre part divers
mécanismes de sécurité intrinseques (pour revue, Adhikary et FEilers, 2005). Le contrdle ras-
dépendant de la protéine c-myc revét trois aspects principaux :

" e contrdle de la stabilité et de la demi-vie par la phosphorylation de la Ser62 (stabilisatrice)
ou de la Thr58 (déstabilisatrice) ;

* la co-régulation des genes cibles de c-myc impliqués dans la prolifération par les facteurs de
transcription de la famille Foxo ;

" Ja répression transcriptionnelle par c-myc est favorisée par la phosphorylation de c-myc

(Ser71) par la voie PI3 kinase (activée par ras).

En outre, les capacités de c-zyc d’'induire 'apoptose et la sénescence protegent aussi la cellule
de la transformation et limitent la tumorogenese. Ces mécanismes de sécurité doivent étre inactivés
pour permettre la formation de tumeurs. Par ailleurs, la protection exercée par ras explique pourquoi
'altération d’oncogenes impliqués dans la signalisation ras-dépendante coopére avec c-zzyc dans la
tumorogenese (Adhikary et Eilers, 2005). De plus, c-myc induit des modifications de la chromatine
et établit un statut d’euchromatine active. Ce type de changement de I’état de modification des

histones est fréquemment associé a la tumorogenese (Varlakhanova et Knoepfler, 2009).

2.4.2. La translocation de c-myc dans le locus JoH et sa dérégulation

La translocation de c-7yc dans les loci d’immunoglobuline est la caractéristique génétique de
néoplasies des lymphocytes B et des plasmocytes dans trois espéces de mammiferes : le lymphome
de Burkitt chez 'homme (pour revues: Blum et 4/, 2004 ; Perkins et Friedberg, 2008), le

plasmocytome chez la souris et 'immunocytome chez le rat. Il s’agit d’une translocation réciproque
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équilibrée (¢f chapitre 2), qui juxtapose c-7zyc a un/des activateurs forts d’immunoglobuline en cis.
C’est principalement le locus IgH qui est ciblé (Tableau 3). L’allele c-myc réarrangé est
transcriptionnellement actif, tandis que lalléle germinal est silencieux, comme dans les cellules B

matures normales (pour revue, Janz, 2000).

Tableau 3. Translocations chromosomiques dérégulant 1'expression de c-myc dans trois espéces de
mammiféres (homme, souris, rat). D’aprés Janz, 2006.

Espece, tumeur Translocation Réarrangement  Fréquence (%)
Homme, lymphome de Burkitt t(8;14) c-myc-IgH 80
Homme, lymphome de Burkitt t(2;8) IgK-c-myc 15
Homme, lymphome de Burkitt t(8;22) c-myc-IgA 5
Soutis, plasmocytome t(12;15) IgH-c-myc 90
Soutis, plasmocytome t(6;15) IgK-c-myc 10
Soutis, plasmocytome t(15;106) c-myc-IgA <1
Rat, immunocytome t(6;7) IgH-c-myc 100

Ces translocations et anomalies de I'expression de c-zyc qui caractérisent le lymphome de
Burkitt ou le plasmocytome ne sont toutefois pas pathognomoniques. En effet, elles sont aussi
observées, de fagon peu commune, dans d’autres types de désordres lymphoprolifératifs: le
lymphome diffus a grandes cellules B, le lymphome folliculaire, le lymphome du manteau, le
myélome multiple, le lymphome plasmoblastique, la leucémie lymphoide chronique, également des
lymphomes T... Dans ces cas, la dérégulation de c-yc n’a qu’une valeur pronostic, alors qu’elle a
une véritable valeur diagnostic lors du lymphome de Burkitt. En effet, contrairement au lymphome
de Burkitt, la dérégulation de c-myc dans les autres lymphomes est associée a des caryotypes
complexes et a d’autres 1ésions coopératives, qui établissent les différences cliniques entre les classes
de lymphomes. Les lymphomes non Burkitt surexprimant c-zyc sont cliniquement plus agressifs,
davantage résistants aux traitements standards et de pronostic défavorable. Trés souvent, le
lymphome posséde déja une premicre lésion génétique, et la translocation de c-myc constitue une
lésion secondaire qui accentue une pathologie pré-existante et induit la transformation clinique vers

une forme plus agressive (pour revues : Boxer et Dang, 2001 ; Janz, 2006 ; Smith et «/, 2010).
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3.p53

p53 est le produit d’'un géne suppresseur de tumeur’ capable de coordonner les réponses
cellulaires a une grande variété de signaux de stress, potentiellement oncogéniques. Par son role
capital dans la surveillance de la cellule, la détection des anomalies, le maintien de l'intégrité cellulaire
et la suppression de la cancérisation, il est assimilé a une « sentinelle du génome » (Lane, 1992), un

« gardien de la cellule » (Levine, 1997) et un « gendarme des oncogenes » (Efeyan et Serrano, 2007).

3.1. Le gene et la protéine

La protéine p53 est codée par le gene p53, ou TP53, localisé sur le bras court du
chromosome 17 chez '’homme (17p13.1) (Isobe et a/, 1986). 11 est composé de 19 198 nucléotides
répartis en onze exons. La séquence codante s’étend du deuxiéme au dernier exon. Le premier exon
(non codant) est séparé du groupe des dix autres exons par un gros intron de 10 kb (Belyi et 4/,
2010 ; Prokocimer et al., 1994). La famille génique p53 contient aussi deux autres genes apparentés :
P63 et p73. Les protéines correspondantes posseédent quelques fonctions redondantes avec p53, ainsi
que des fonctions spécifiques (Ortt et Sinha, 2006 ; Smeenk et a/, 2008 ; Tozluoglu et a/, 2008 ;
Vigano et al, 2006 ; et pour revues : Bourdon, 2007 ; Khoury et Bourdon, 2010 ; Murray-Zmijewsky
et al., 2006)

La structure de p53 reflete sa complexité fonctionnelle (pour revues : Bode et Dong, 2004 ;
Joerger et Fersht, 2008 ; Okorokov et Orlova, 2009). Cest un polypeptide de 393 résidus chez
I’homme, de 53 kDa, subdivisé en plusieurs domaines (Figure 24) :

" une région N-terminale acide (résidus 1 a 98) : Elle comporte un domaine TAD formé de
deux sous-domaines : TAD1 (résidus 1 a 40) et TAD2 (résidus 41 a 67), suivis d’une région
riche en proline (résidus 68 a 98). Le TAD est le domaine d’interaction de p53 avec de
nombreuses protéines régulatrices: des facteurs de la machinerie transcriptionnelle, les
coactivateurs transcriptionnels p300/CBP et les régulateurs négatifs MDM2 (murine double
minute 2) et MDMX (également appelé MDM4).

* un domaine de liaison 2 PADN, ou domaine de cceur de p53 (p53C) en position centrale

(résidus 99 a 303) ;

7 Un gene suppresseur de tumeut, ou anti-oncogene, est un gene qui, lorsqu’il n’est plus exprimé, ou lorsque son produit
est inactivé, prédispose la cellule au développement d’une tumeur. C’est un inhibiteur de croissance cellulaire. En son
absence, il manque un signal de non-prolifération cellulaire.
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* une région C-terminale, contenant un signal de localisation nucléaire SLN (résidus 304 a
323), un domaine d’oligomérisation (résidus 324 a 363), et un domaine C-terminal régulateur
basique (résidus 364 a 393). Celui-ci est notamment un point chaud de nombreuses
modifications ~ post-traductionnelles  (phosphorylation,  acétylation, = méthylation,
ubiquitination, sumoylation®, neddylation’) qui permettent de réguler la fonction et le taux
protéique de p53 dans la cellule (pour revues : Beckerman et Prives, 2010 ; Joerger et Fersht,
2008 ; Laptenko et Prives, 2000).

La protéine est présente essentiellement sous forme tétramérique 7z vitro et in vivo (Friedman et al,

1993 ; Wang et al, 1994).

NI TAD  [FPION  <k [o e =TE Y] Oligo. ' C-term. @

1 67 98 303 323 363 393

Figure 24. Les différents domaines structuraux de la protéine p53.

TAD : domaine d’activation transcriptionnelle. Pro : région riche en proline. p53C : domaine de liaison a TADN. SLN :
séquence de localisation nucléaire. Oligo. : domaine d’oligomérisation (tétramérisation). C-term. : domaine C-terminal.
La position des acides aminés délimitant ces différents domaines (chez ’lhomme) est précisée sous le schéma. D’apres
Joerger et Fersht, 2008, Okorokov et Otlova, 2009.

3.2. Le contrdle de la transcription par p53

La capacité de p53 de réguler la transcription de multiples genes en réponse a différents
sighaux génotoxiques est au centre de sa fonction de gene suppresseur de tumeur. La réponse
génomique de p53 aux stress cellulaires est orchestrée par sa liaison a PADN, suivie par P'activation
ou I'inhibition de l'activité du promoteur des genes. Toutefois, p53 assure également des fonctions
indépendantes de la transcription (Baptiste et Prives, 2004 ; Green et Kroemer, 2009 ; Marchenko et
Moll, 2007 ; Speidel, 2010 ; Vousden et Lane, 2007).

3.2.1. Les mécanismes de la transcription régulée par p53

p53 est impliquée dans l'initiation de la transcription. Elle favorise la modification des
histones et la création d’une structure chromatinienne « ouverte » et permissive. Elle est par exemple
impliquée dans le déplacement et le retrait du variant d’histone H2A.Z qui constitue une barricre
répressive a l'activation de p27 (Gévry et al, 2007). p53 recrute aussi les histone méthyltransférases
CARM1 et PRMT1 et favorisent leur coopération et leur synergie avec I’histone acétyltransférase

p300/CBP pour faciliter la transcription (An et a/, 2004). Enfin, p53 recrute des histones

8 Modification post-traductionelle du méme type que I'ubiquitination, qui permet de fixer des protéines SUMO sur des
résidus lysines (Mahajan et /, 1997 ; Matunis et @/, 1996).

® Comme la sumoylation, la neddylation est une modification post-traductionnelle semblable a I'ubiquitination. Elle
consiste a fixer sur une protéine un polypeptide appelé Nedd8 (Gong et Yeh, 1999).
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acétyltransférases (p300/CBP, pCAF, GCN5, TIP60). Aprés modification et remodelage de la
chromatine, p53 participe aussi au recrutement de certains composants du complexe de pré-

initiation et a leur assemblage (pour revue, Beckerman et Prives, 2010).

p53 interagit ensuite avec plusieurs facteurs d’élongation qui facilitent la processivité de la
polymérase et s’opposent a son arret (CDK9, FACT, divers constituants du complexe du médiateur,
ELL). Chez la levure, p53 a été montrée comme un véritable facteur d’¢longation guidant la
polymérase a travers les régions codantes (Balakrishnan et Gross, 2008). De nombreux travaux ont
récemment illustré 'implication de p53, et de la signalisation en amont, dans la régulation (y compris

négative) de I’élongation de la transcription (pour revue, Beckerman et Prives, 2010).

p53 peut aussi agir comme un répresseur transcriptionnel de genes impliqués dans la
prolifération ou la transformation maligne (environ 15 % des génes cibles). Plusieurs mécanismes
ont été proposés. Par exemple, elle recruterait un corépresseur, qui se lierait ensuite a un facteur de
modification de la chromatine (répression directe), stimulerait 'expression d’une protéine répressive,
par exemple p21 (répression indirecte), ou entrerait en compétition avec d’autres facteurs de
transcription pour des sites de liaison adjacents (pour revues : Beckerman et Prives, 2010 ; Laptenko
et Prives, 2006 ; Menendez et a/, 2009 ; Riley et 4/, 2008). En plus de son effet sur les genes
transcrits par PARN polymérase 1I, p53 réprime aussi les promoteurs transcrits par les ARN
polymérases I et 111, ciblant ainsi les composants de la machinerie de synthese des protéines (pour

revues : Beckerman et Prives, 2010 ; Laptenko et Prives, 2000).

3.2.2. Régulation de p53 et modulation de Pefficacit¢ de la réponse

transcriptionnelle a p53

Un certain nombre de parametres influent sur effet biologique de p53 et ses conséquences
dans la suppression de tumeur. Ils modulent notamment la discrimination entre la multitude de
promoteurs cibles en réponse aux stimuli variés. D’une part, la séquence des sites de liaison de p53 a
I’ADN, dans les promoteurs des genes cibles, agit sur la flexibilité et la courbure de ’ADN, et sur
affinité de liaison et la stabilité de p53. La liaison serait d’autant plus affine que la région est flexible.
Une autre hypothese suggere que la liaison optimale a lieu lorsque les deux régions du site de liaison
sont alignées sur la méme face de la double hélice (alighement stéréospécifique) (pour revues :

Beckerman et Prives, 2010 ; Menendez et a/., 2009 ; Riley et 4/, 2008).

Drautre part, p53 est sujette a des modifications post-traductionnelles sur une multitude de

sites (Figure 25). De nombreux sites de phosphorylation sont présents dans le domaine d’activation
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N-terminal et dans le domaine régulateur C-terminal. La phosphorylation a longtemps été
considérée comme une étape cruciale dans la stabilisation de p53. Néanmoins, celle-ci nécessiterait
un réseau plus complexe et sophistiqué de modifications. L’acétylation de p53 est aussi associée a
son activation et sa stabilisation, et serait essentielle au recrutement efficace de ses cofacteurs et a
P'activation de ses genes cibles 7z vivo. De plus, elle exclut 'ubiquinination sur les mémes sites et
inhibe la formation de complexes tépresseurs incluant MDM2/MDMX (ou leurs homologues
humaines HDM2/HDMX [human double minute]) aux promoteurs des geénes cibles. p53 peut aussi
étre méthylée, sumoylée (la sumoylation participerait a la régulation de P'activité et de la localisation
de p53) et neddylée (role encore indéfini). Il n’existe apparemment (pour linstant) aucune
modification précise sur un site particulier qui servirait de commutateur pour la stabilité et activité
transcriptionnelle de p53. Différents types de modifications sur différents sites permettraient de
faconner lactivité de p53 et de réguler sa fonction. La diversité des combinaisons possibles des
différentes modifications agirait comme un « code-barres » modulant des réponses p53 spécifiques
(pour revues : Bode et Dong, 2004 ; Dai et Gu, 2010 ; Kruse et Gu, 2009 ; Meek et Anderson,
2009).
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Figure 25. Les sites de modifications post-traductionnelles de p53.
Les enzymes responsables de chaque type de modification sont précisées sur la droite. D’apres Dai et Gu, 2010.

Le niveau cellulaire de p53 est surtout régulé par sa dégradation protéosomale ubiquitine-
dépendante. MDM2 (HDM2) est la principale ubiquitine ligase E3, et le principal régulateur négatif,

de p53; d’autres ligases E3 peuvent également réguler la fonction de p53. La poly-ubiquitination
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cible p53 pour sa dégradation protéosomale, tandis que la mono-ubiquitination (lorsque le niveau
d’activité de MDM?2 est plus faible) favorise sa translocation cytoplasmique. En plus de favoriser la
dégradation de p53, MDM2 et MDMX forment des complexes protéiques avec p53 sur les
promoteurs des genes cibles. MDMX ne possede pas d’activité ligase intrinseque pour p53, et

réprime la transcription induite par p53 (pour revues : Dai et Gu, 2010 ; Kruse et Gu, 2009).

En outre, différents cofacteurs ont un impact sur le programme transcriptionnel de p53 : soit
ils modifient la capacité de p53 de reconnaitre certains éléments de réponse, soit ils agissent sur le
recrutement de certains coactivateurs transcriptionnels a certains loci. Selon la gravité des dommages
nécessitant une réponse p53, des partenaires différentiels seront recrutés pour orienter la réponse
vers lissue la plus approprié et stimuler 'expression des génes adaptés (pour revues : Beckerman et
Prives, 2010 ; Kruse et Gu, 2009 ; Menendez et a/, 2009 ; Vousden et Prives, 2009). Enfin, la
distance entre le site de liaison de p53 en s et le site d’initiation de la transcription influence la
régulation des genes cibles. Lorsque les deux sites sont éloignés, la transcription et Pexpression du
gene induites par p53 sont tres faibles. Néanmoins, un site de liaison de p53 éloigné peut étre
rapproché du promoteur du geéne cible par la formation de boucles d’ADN, en collaboration avec

d’autres partenaires protéiques (pour revue : Riley et a/, 2008).

3.3. Activation de p53 (principes généraux)

Jusqua il y a peu, le modele classique d’activation de p53 comportait les trois étapes
suivantes : la stabilisation de p53 par phosphorylation catalysée par diverses kinases activées par les
sighaux de stress, la liaison séquence-spécifique de p53 a PADN et I'activation de genes cibles par
Iinteraction avec la machinerie transcriptionnelle (pour revue: Kruse et Gu, 2009). Devenu
obsolete, il a été récemment réactualisé. Ce nouveau modele suggere notamment que p53 peut se
fixer a PADN en I'absence de signaux de stress, mais reste inactive, probablement du fait de la
répression exercée part MDM2 et MDMX (HDM2 et HDMX/4 chez ’homme). Dans de nombreux
cas, p53 est déja fixée a ses promoteurs cibles sans induire la transcription, mais son acétylation peut
augmenter et favoriser sa fixation a ’ADN au niveau de certains geénes cibles pro-apoptotiques

spécifiques (pour revue : Kruse et Gu, 2009).

L’activation de p53 exige non seulement la stabilisation et 'activation par des modifications
post-traductionnelles, mais également la libération de son état réprimé. En effet, p53 serait
constitutivement active mais continuellement réprimée par MDM2 et MDMX. Cette répression doit

étre levée : C’est ’étape d’antirépression. Il existerait une interaction entre les modifications post-
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traductionnelles de p53 qui l'activent par stabilisation et qui supprime sa répression. L'importance de
Pantirépression est variable 7z vivo, en fonction de la capacité de réponse des promoteurs cibles de
p53. Lantirépression seule serait suffisante pour lactivation des cibles de p53 hautement
répondeuses (par exemple les genes qui bloquent la progression du cycle cellulaire), mais insuffisante
pour activer des cibles faiblement répondeuses, comme les genes qui induisent ’'apoptose. Dans ce
second cas de figure, elle nécessite des modifications post-traductionnelles supplémentaires
coopératives de p53. Dans cet exemple, un signal de stress produirait un arrét réversible du cycle
cellulaire, mais la réponse apoptotique irréversible et plus sévere requiert un signal additionnel de
stimulation. Il existe donc une régulation différentielle de genes cibles spécifiques. Une réponse
globale est permise par la levée de la répression, et d’autres modifications augmentent ensuite
l'activation de p53 pour induire les réponses cellulaires appropriées. Le modele d’activation de p53
réactualisé comprend désormais les trois étapes suivantes : la stabilisation de p53, Iantirépression et
P'activation (ou la répression) transcriptionnelle promoteur-spécifique (pour revues : Kruse et Gu,

2009 ; Zilfou et Lowe, 2009) (Figure 26).
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Figure 26. Le modé¢le actualisé de 1'activation de p53.

Lactivation de p53 in vivo nécessite trois étapes: (1) la stabilisation de p53, (2) lantirépression et (3) l'activation
transcriptionnelle spécifique du promoteur. (1) La stabilisation de p53 induite par le stress cellulaire se produit par
différents mécanismes, dont la plupart agissent sur la capacit¢é de MDM2 d’ubiquitiner p53. (2) L’antirépression
correspond a la libération de p53 de la répression exercée par MDM2 et MDMX. Elle nécessite I'acétylation de p53 au
niveau de certains résidus lysines et facilite I'activation de groupes spécifiques de cibles de p53. La phosphorylation de
p53 ou le traitement avec la nutline-3 ont des effets semblables sur I'antirépression. (3) Pour activer pleinement les
promoteurs spécifiques, p53 recrute et interagit avec de nombreux cofacteurs. Ils agissent en modifiant p53, les histones
environnantes ou d’autres facteurs de transcription. L.a modulation de Iactivation de groupes spécifiques de cibles de
p53 impliqués dans ses différentes fonctions effectrices requiert des combinaisons exactes de cofacteurs et de
modifications post-traductionnelles. Abréviations : Ac, acétylation; P, phosphorylation; Me, méthylation; N8,
neddylation ; S, sumoylation.

Extrait de Kruse et Gu, 2009.
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3.4. Les fonctions suppressives de tumeur de p53

p53 est activée notamment en réponse aux dommages a PADN et a 'instabilité génomique
inhérents a la progression tumorale. Le dénominateur commun aux différentes voies de la
suppression de tumeur est la protection de I'organisme, soit en maintenant l'intégrité de la cellule et
de son génome, soit en empéchant la propagation de cellules cancéreuses naissantes (pour revues :
Meek, 2009 ; Zilfou et Lowe, 2009). L’importance de p53 dans le maintien de la stabilité du génome
est révélée par la perte ou la mutation de son geéne dans pres de la moitié des tumeurs humaines

(Goh et al, 2011 ; Vousden et Lu, 2002).

3.4.1. Activation de la réponse p53 dans la suppression de tumeur

p53 peut étre activée par la voie des dommages a PADN. Les cassures simple ou double brin
dans PADN déclenchent la réponse aux dommages a PADN (Figure 27). Elles sont détectées par
des complexes spécialisés qui recrutent et activent deux protéines kinases, ATM et ATR (ataxia-
telangiectasia and Rad3-related), au site de lésion. ATM assure la réponse immédiate aux cassures
double-brin de PADN. ATR prend en charge les autres formes de dommages a TADN : stress
réplicatif, cassures simple-brin, réticulation de PADN (DN.A crossiinking)... Elles phosphorylent
I’histone H2AX. Au niveau des cassures double brin, YH2AX (forme phosphorylée de H2AX)
recrute des complexes ATM supplémentaires. Lors d’une cassure simple brin, la protéine RPA
(replication protein A) se lie a la cassure et produit un signal pour le recrutement d’ATR. Au-dela d'un
certain seuil d’activité locale I’ATM et ATR, d’autres facteurs de la réponse aux dommages a TADN
sont engagés et agissent a distance du site de la lésion de PADN : ATM phosphoryle et active la
kinase CHK2, ATR la kinase CHK1. Elles diffusent dans le noyau et transmettent les signaux de
réponse aux dommages a ’ADN en phosphorylant leurs cibles. Différentes voies de signalisation,
souvent redondantes, sont sollicitées et aboutissent a la régulation de facteurs importants, comme
p53 ou les phosphatases CDC25", qui vont générer une réponse cellulaire effective. La signalisation
dépendant I’ATM ou d’ATR induit des profils différentiels de modifications post-traductionnelles
selon la nature du dommage et l'intensité du signal de stress, qui « fagonneront » une réponse p53
appropriée et proportionnée. L’événement clef dans Iinduction de la signalisation par p53,
indépendamment du stimulus, est la libération de p53 de ses inhibiteurs (MDM2 et MDMX) (pour
revues : d’Adda di Fagagna, 2008 ; Harris et Levine, 2005 ; Meek, 2009).

10 La fonction des CDK est régulée par une phosphorylation au niveau de sites spécifiques. CDC25 est une famille de
phosphatases qui assurent la déphosphorylation des sites inhibiteurs des CDK (Morgan, 2007).
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P53 peut aussi étre activée par la voie ARF (alternate reading frame protein), indépendante des
voies de dommages a PADN (Bouchard et 4/, 2007) (Figure 27). ARF (p19™*" chez ’homme et
pl

MDM2, présent normalement en faible quantité dans la cellule. I ’activation de cette voie par les

4ARF

chez la souris, codée par le locus CDKN2A, qui code aussi INK4A) est un inhibiteur de

oncogenes est le mécanisme par lequel p53 répond a une prolifération excessivement anormale qui
crée un stress cellulaire oncogénique (pour revue, Meek, 2009). Cette voie d’activation de p53
fournirait un premier niveau de défense contre la tumorogencse, avant méme que la cellule ne
subisse des altérations de son ADN (Van Dyke, 2007). Chez la soutis, la fonction de « gendarme des
oncogenes » (activée par ARF) serait le principal mécanisme de protection contre le cancer, devant la
fonction de « gardien du génome » (pour revue, Efeyan et Serrano, 2007). En effet, les dommages a
PADN peuvent induire I'apoptose p53-dépendante, mais également d’autres formes de mort, en
I'absence de p53, comme la catastrophe mitotique, qui conduiront les cellules potentiellement
cancéreuses a leur perte. Sous leffet d’une stimulation oncogénique, les cellules possédant des
fonctions ARF et p53 intactes subiront I'apoptose ou la sénescence. En revanche, les cellules
dépourvues d’ARF ou de p53 continueront a proliférer et se transformeront, donnant naissance a un
cancer. Les deux types de signalisation sont néanmoins interconnectés (Pauklin et @/, 2005) : le
signal oncogénique, par exemple c-mys peut créer des lésions de PADN, notamment par la
production d’especes réactives de loxygene ou par une activation excessive des origines de
réplication, et activer également ATM (Efeyan et Serrano, 2007 ; Hong et @/, 2006 ; Pusapati et a/,
2000).

D’autres signaux de stress (hypoxie/anoxie, dysfonctionnement de la machinetie mitotique,
inflammation, érosion des télomeres...) activent également p53, et induisent des profils spécifiques
de modifications de la protéine p53, comme lors de la stimulation des kinases ATM ou ATR
(Figure 27). Les modifications post-traductionnelles affectent la protéine p53 de deux fagons : elles
augmentent sa demi-vie, ce qui accroit sa concentration dans la cellule, et stimulent sa capacité de
liaison a ses séquences cibles d’ADN et ses fonctions régulatrices de la transcription. Ces deux types
de changement définissent 'activation de p53 (pour revues : Harris et Levine, 2005 ; Levine et Oren,
2009). Différentes fonctions effectrices antiprolifératives de p53 ont été caractérisées. Chacune
contribuerait, dans des circonstances particulicres, a ses propriétés de suppression de tumeur (pour

revue, Zilfou et Lowe, 2009).
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Figure 27. Les mécanismes d'activation de p53 et les réponses générées.

Les différentes étapes de la mobilisation de p53, du stimulus a la réponse effectrice, sont numérotées de 1 a 9. P:
phosphorylation, Ac: acétylation, Me : méthylation, ER p53 : élément de réponse a p53 (au niveau du promoteur).
Inspiré de Baptiste et Prives, 2004 ; Harris et Levine, 2005 ; Levine et Oren, 2009 ; Riley et a/, 2008 ; Vogelstein et al.,
2000 ; Vousden et Prives, 2009.
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3.4.2. L’arrét du cycle cellulaire

Certains signaux de stress peuvent induire un arrét de la croissance cellulaire au niveau des
points de controle du cycle cellulaire, de sorte a éviter la propagation d’altérations de ’ADN. p53
activée peut provoquer un arrét du cycle cellulaire :

* en phase G1, qui peut étre da a la transactivation de p27 (inhibiteur de CDK) ou a la
répression transcriptionnelle de c-zyc (Brown et /., 2007) ;

® en phase G2 par un mécanisme plus complexe, en ciblant des facteurs qui sont impliquées
soit dans la régulation du cycle cellulaire (cycline B, CDK1, CDC25C), soit dans la mise en
place de la machinerie mitotique (topoisomérase I1; B99/Gtse-1, protéine associée a la
tubuline cytoplasmique et aux microtubules ; MAP4, protéine qui favorise I’assemblage des
microtubules) (Brown et 4/, 2007). En effet, une partie des cibles transcriptionnelles de p53
permet d’inactiver CDK1 (CDC2), une kinase du cycle cellulaire dont Tactivité est
importante pour I'entrée en phase S : le complexe cycline B1-CDK1 (« facteur de promotion
de la mitose ») régule en partie la transition G1-S. p53 a d’autres cibles qui, sans affecter

CDKI1, contribuent également a I'arrét du cycle en phase G2 (Stark et Taylor, 2006 ; Taylor

et Stark, 2001).

La régulation de la transition G2-M apparait complexe avec de multiples contréles potentiels
redondants, impliquant des mécanismes p53-dépendants, mais aussi p53-indépendants (non décrits
ici) (Stark et Taylor, 2006; Taylor et Stark, 2001). L’arrét en phase G2 peut intervenir
indépendamment de p53, mais son maintien nécessite 'intervention de p53 (St Clair et Manfredi,
20006). La multiplicité des phénomenes de surveillance au point de controle de la phase G2 assure la

fidélité de la mitose (Zhan et a/, 1999).

3.4.3. La sénescence cellulaire

La sénescence cellulaire est une forme permanente d’arrét du cycle cellulaire, identifiée a
partir de 'observation que les cellules normales ont une capacité limitée de prolifération en culture
(Hayflick, 1965). Plusieurs stimuli peuvent induire la sénescence cellulaire. Parmi eux, certains
mettent en jeu la voie de signalisation p53 (pour revue: d’Adda di Fagagna, 2008 ; Campisi et
d’Adda di Fagagna, 2007). On peut distinguer :

* Ja sénescence cellulaire réplicative induite par I'usure des téloméres a mesure des divisions
cellulaires successives (Harley et 4/, 1990). Le raccourcissement des télomeres provoque la
perte progressive des inhibiteurs d’ATM et ATR fixés aux télomeres. Les extrémités

chromosomiques sont désormais reconnues comme de véritables cassures dans PADN et
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activent une réponse aux dommages a ’ADN (d’Adda di Fagagna et 4/, 2003 ; Gire et al.,
2004 ; Herbig et al., 2004 ; Takai et a/., 2003) ;

" Ja sénescence induite par les dommages a ’ADN. La voie p53 est activement impliquée et
fréquemment associée a Pexpression de p21 et a P'activation de p16 (Beauséjour et a/, 2003 ;
Dileonardo et a/., 1994 ; Jacobs et de Lange, 2004 ; Stein et a/, 1999) ;

" Ja sénescence induite par les oncogenes (pour revue, Chandeck et Mooi, 2010). Elle s’oppose
a la stimulation mitogénique excessive d’'une cellule qui exprime fortement un oncogene
agressif, par exemple c-zyc (Grandori et a/, 2003). L’arrét de la prolifération et 'induction de
la sénescence correspondent a lactivation de la réponse aux dommages a I’ADN,
essentiellement par la voie dépendant d’ATR et de RPA. La sénescence est provoquée par
les dommages a ADN dus a la réplication excessive de PADN. La sénescence p53-
dépendante permet de retarder le déclenchement de lymphomes induits par c-myc (Post et
al., 2010). La tumorogenese nécessiterait donc des mutations supplémentaires, notamment

dans les voies p53 ou pl6, pour surpasser I'induction de la sénescence (Braig et @/, 2005).

p53 contribue également a I’établissement du phénotype sécrétoire associé a la sénescence.
Certaines enzymes de dégradation de la matrice extracellulaire, diverses chimiokines et cytokines
impliquées dans la modulation de la réponse immune sont des cibles transcriptionnelles de p53
(Gorgoulis et al, 2003 ; Xue et al., 2007). Cette fonction de p53 représente un autre aspect de son
role suppresseur de tumeur. L’activation de p53 permet en effet infiltration de composants de

I'immunité innée dans la tumeur (Xue et a/, 2007).

3.4.4. L’apoptose

La fonction de p53 la plus étudiée actuellement est son implication dans I'induction et le
controle de 'apoptose. Deux études sur des thymocytes de souris KO pour p53 ont mis en évidence
le r6le de p53 dans le déclenchement d’un programme apoptotique : p53 est nécessaire pour induire
I'apoptose apres irradiation des cellules (Clarke et @/, 1993 ; Lowe et a/., 1993). De plus, des souris
transgéniques p53-déficientes présentent un défaut d’apoptose, di a la perte de fonction p53, corrélé
a la progression tumorale (Parant et Lozano, 2003 ; Symonds et a/, 1994). L’apoptose contribue
donc au role suppresseur de tumeur de p53 (Pusapati et a/, 2006 ; Sluss et a/, 2010). D’une part,
Pactivité pro-apoptotique de p53 est associée a ses fonctions de transactivation (activités
« nucléaires » de p53). p53 peut activer la transcription de genes qui favorisent I'apoptose (pour
revues : Amaral et a4/, 2010 ; Fridman et Lowe, 2003 ; Zilfou et Lowe, 2009). Les fonctions de

transrépression de p53 favorisent également I'induction de P'apoptose : elle inhibe I'expression de
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genes impliqués dans linhibition de I'apoptose, comme le gene de la survivine (Ambrosini et a/,

1997).

D’autre part, p53 peut induire l'apoptose par des mécanismes indépendants de la
transcription (activités « cytosoliques » de p53). En effet, des protéines p53 mutantes dépourvues de
fonction de transactivation sont malgré tout capables de déclencher I'apoptose (Haupt et a/, 1995
Kakudo et a/, 2005). L’apoptose p53-dépendante peut avoir lieu sans synthése d’ARN ni de
protéines, et méme en 'absence de noyau (Caelles et @/, 1994 ; Chipuk et a/, 2003). Cela suggere que
p53 ne jouerait pas qu'un role d’activateur de genes médiateurs de 'apoptose (Caelles et a/, 1994 ; et
pour revues : Green et Kroemer, 2009 ; Speidel, 2010 ; Vaseva et Moll, 2009 ; Zilfou et Lowe, 2009).
Cette fonction de p53 repose sur sa capacité d’interagir avec plusieurs membres de la famille Bcl-2
(Figure 28). En réponse aux signaux de stress, p53 est aussi transloquée dans la mitochondrie
(Marchenko et 4/, 2000). Elle induit la libération et Pactivation de facteurs pro-apoptotiques et
potentialise le déclenchement de I'apoptose (Jiang et @/, 20006). p53 interagit aussi avec les facteurs
anti-apoptotiques (Bcl-2 et Bcl-xL), mais des divergences apparaissent dans linterprétation de la
fonction d’une telle interaction (Chipuk et a/, 2005 ; Mihara et a/, 2003 ; Vaseva et Moll, 2009 ;
Vousden, 2005). Les effets biologiques de p53 résultent de la combinaison de ses activités de
protéine nucléaire et cytoplasmique. L’apoptose induite par p53 extranucléaire pourrait constituer un
mécanisme de sécurité contre I'inhibition dominante de I'activité de transactivation (due par exemple
a la séquestration de facteurs limitants par des formes mutantes de p53, a l'occupation des
promoteurs par une isoforme dépourvue d’activité transactivatrice ou par la « contamination » des

tétrameres par des monomeres mutés) (Heyne et a/, 2008).
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Figure 28. Interactions de p53 avec les protéines de la famille Bcl-2 et leur effet dans la mise en place du
programme apoptotique.

Différents modeles ont été proposés pour expliquer comment ces interactions favorisent 'induction de I'apoptose. A.
p53 peut se lier a Bak au niveau de la mitochondrie et désorganiser le complexe entre Bak et son inhibiteur Mcl-1. B. p53
cytosolique peut favoriser Iactivation directe de de Bax en catalysant sa translocation a la mitochondrie et son
oligomérisation. C. p53 qui s’accumule dans le cytosol est d’abord lié a Bel-xL ce qui 'empéche d’activer Bax. Puma (une
cible transcriptionnelle de p53), qui se lie a Bel-xL, peut libérer p53 de son association avec Bcl-xI.. Alternativement, de
fortes concentrations de p53 qui dépassent la capacité de saturation de Bcl-xI. peuvent surpasser la fonction inhibitrice
de Bcl-xL, fournissant des quantités suffisantes de p53 active pour induire 'apoptose. D. Un autre modele suggere plutot
que la liaison de p53 a Bcl-xLL et Bcl-2 s’oppose a leur effet inhibiteur consistant a maintenir inactives Bax et Bak. Les
complexes p53-Bcl-xLL et p53-Bcl-2 favorisent I'oligomérisation et Iactivation de Bax et Bak. E. L’acétylation (Ac) de
p53 liée a la protéine de réparation de PADN Ku70 interrompt Pinteraction cytoprotectrice entre Ku70 et Bax et permet
’activation de Bax et le déclenchement de ’apoptose. D’apres Speidel, 2010.

3.4.5. Comment la réponse p53 est-elle orientée ? Décision du destin de la cellule...

La variété des fonctions effectrices de p53 indique que 'action de p53 est dépendante du
contexte. Différents parametres définissent cette dépendance au contexte et déterminent I'issue de
Pactivation de la voie p53: le type cellulaire ou le tissu d’origine, le fonds génétique de la cellule, le
microenvironnement de la cellule et la nature du stress (pour revues: Fridman et Lowe, 2003 ;

Zilfou et Lowe, 2009). Le mécanisme exact qui gouverne cette dépendance au contexte est encore
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obscur. Deux modeles (non exclusifs) ont été proposés (pour revues : Meek, 2004 ; Zilfou et Lowe,
2009) :
® les changements quantitatifs (en relation avec laffinité différente des promoteurs des genes
cibles) et qualitatifs (modifications post-traductionnelles) de p53 orienteraient la réponse
biologique ;
* Ja cellule interpreterait différemment la signalisation par p53 en fonction des autres geénes
qu’elle exprime : la réponse p53 dépendrait de la superposition entre la voie de signalisation

par p53 et les autres voies de signalisation de la cellule.

3.5. p53 et le lymphocyte B

Le locus IgH, physiologiquement soumis a des remaniements et a des mutations durant la
différenciation lymphocytaire B (¢f chapitre 1), est une zone critique d’instabilité génomique et de
translocations chromosomiques (¢t chapitre 2). La signalisation dépendante d’ATM et de p53
intervient au cours de la formation de cassures dans ’ADN pour prévenir une évolution délétere et

empécher la cellule de dégénérer en un cancer.

Les cassures générées lors de la recombinaison V(D)] et non résolues émettent un signal qui
cause 'accumulation de p53 et provoque ’élimination de la cellule par apoptose. Ce phénomene,
d’abord mis en évidence dans des souris scd, montre que 'immunodéficience de ces souris n’est pas
due exclusivement a lincapacité d’induire des signaux de sélection positive vz le récepteur
antigénique de surface : elle s’explique aussi par la survie limitée des lymphocytes de ces souris a
cause de 'apoptose p53-dépendante stimulée par les cassures issues de la recombinaison V(D)]. Une
déficience en p53 dans les souris sid augmente la survie des précurseurs B et synergise avec la
mutation scid pour favoriser le développement rapide de cancers (Guidos et 4/, 1996). Le groupe de
D. A. Ramsden a montré qu’ATM est recrutée au niveau des intermédiaires de recombinaison
V(D)J, pour les détecter, les évaluer et les surveiller. ATM distingue ensuite les intermédiaires
normaux des véritables cassures pernicieuses par linduction de leur réparation par la voie de
jonction des extrémités, auquel cas elle atténue son activité kinase et n’active pas ses cibles
effectrices (p53, NBS1, H2AX). Au contraire, si un complexe de jonction des extrémités complet ne
s’assemble pas, ATM maintient son activitt. ATM ne serait donc pas nécessaire pour les
recombinaisons V(D)] normales mais serait indispensable pour permettre une suppression efficace
des produits déléteres de recombinaison V(D)] aberrante (Perkins et a/, 2002). La déficience en p53

a un effet synergique avec la déficience en facteurs de jonction des extrémités, et augmente la
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fréquence de cancers liés a une recombinaison V(D)] aberrante (Difilippantonio et a/, 2000 ; Frank

et al., 2000 ; Vanasse et a/, 1999).

Plus récemment, une étude a confirmé le role de la signalisation ATM-p53 dans le maintien
de la stabilit¢ du génome dans les lymphocytes en développement (Dujka et «/, 2010). L’activation
d’un programme de surveillance impliquant ATM et p53 est essentielle pour réguler le cycle
cellulaire de sorte que les cassures soient confinées en phases GO/G1 et afin d’empécher la
prolifération de cellules avec des cassures double brin persistantes. Dans cet objectif, les extrémités
signal produites lors de la recombinaison V(D)] activeraient cette surveillance et inhiberaient une
progression prématurée en phase S, jusqu’a ce quun pré-BCR ou un BCR fonctionnels soient
exprimés et que le cellule recoive des signaux de survie et de prolifération. En I'absence de tels
signaux, ATM et p53 induisent 'apoptose (Dujka et /., 2010). L’inactivation simultanée de p53 et de
Ku80 favorise le développement de lymphomes pro-B agressifs. Les cellules pro-B déficientes en
Ku80, avec des anomalies chromosomiques générées a la suite de cassures RAG-dépendantes non
réparées, sont normalement éliminées par une voie impliquant p53 (Jankovic et a/, 2007). De méme,
la déficience conjointe d’Artemis et de p53 promeut émergence de lymphomes pro-B avec des
translocations entre des oncogenes et le locus IgH, qui résultent de recombinaisons V(D)]
aberrantes. Artemis et p53 coopérent pour enrayer la transformation cellulaire (Jankovic et a/, 2007).
Le point de controle ATM empéche la persistance des cassures V(D)], bloque leur transmission aux
cellules filles et prévient ainsi les translocations oncogenes-IgH. Les cellules avec des chromosomes
endommagés par les RAG ne peuvent pas se propager (Callén et @/, 2007). p53 minimise donc le

potentiel oncogénique de recombinaisons V(D)] anormales.

Les points de controle p53-dépendants interviennent aussi pour protéger 'organisme de la
propagation de cellules dont I'intégrité est compromise par AID. Par exemple, les cellules B sont
normalement protégées vis-a-vis des translocations c-zye-IgH AID-dépendantes par ATM, pl19
(ARF) et p53 (Jankovic et 4/, 2010). Les cellules B p53-/- ou p53+/- présentent une augmentation
de la fréquence des translocations c-mzye-IgH induites par AID. La déficience en p19 augmente aussi
la fréquence des translocations. Les axes de signalisation ARF-p53 et ATM-p53 assurent des roles
complémentaires dans I’élimination des cellules cancéreuses naissantes aux différentes étapes de la
réaction de translocation. La voie p53 peut étre activée soit directement par les cassures double brin
générées par AID (axe ATM-p53), soit indirectement par I'expression dérégulée de I'oncogene
transloqué, dans ce cas c-zyc (axe ARF-p53). Il n’est donc pas surprenant que les genes impliqués
dans ces voies de signalisation soient fréquemment altérés dans les lymphomes caractérisés par des
translocations chromosomiques. Les mutations ou la diminution de 'expression de p53 contribuent

précocement a la pathogenese de lymphomes en facilitant les translocations induites par AID
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(Jankovic et a/, 2010 ; Ramiro et a/, 20006). En effet, la dérégulation d’AID augmente les mutations
somatiques et I'instabilité génomique, mais n’est pas suffisante pour provoquer la transformation
maligne. La perte de p53 semble nécessaire pour la malignité, mais n’augmente pas significativement
le taux de cassures de TADN ou de translocations. Par ailleurs, p53 n’empéche par la translocation
per se. Cela indique que p53 agit en aval des translocations pour empécher la cancérisation : son role

consiste a éliminer les cellules avec des translocations AID-dépendantes qui activent des oncogeénes

(Robbiani et aZ, 2009).
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Les lymphomes (groupe hétérogene de cancers comprenant les lymphomes non
hodgkiniens, les lymphomes de Hodgkin, les myélomes et les leucémies) représentent globalement
entre 3 et 4% des cancers de la plancte. En 2008, 7,5% des nouveaux cas de cancers chez ’homme
étaient des hémopathies lymphoides, 6,4% chez la femme (Roman et Smith, 2011). ILa
compréhension des mécanismes d’instabilité génétique a 'origine du cancer et la caractérisation des
voies de signalisation moléculaire et cellulaire qui facilitent sa progression dans les tissus constituent
I'un des enjeux de la recherche fondamentale. D’une part, une meilleure connaissance dans ces
domaines permet d’identifier de nouveaux marqueurs diagnostiques pertinents pour caractériser la
maladie. D’autre part, elle permet de définir les différents types et sous-types de cancers et de mieux
comprendre les réponses variables des patients face aux thérapies standards. Elle permet enfin, a
terme, de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblées, spécifiques, innovantes et plus
efficaces. Le développement de modeles murins constitue une étape importante dans la
compréhension des mécanismes moléculaires pathologiques qui sous-tendent I’émergence, la

croissance et la dissémination des tumeuts.

Comme nous I'avons vu, les événements de recombinaisons géniques et de mutations qui
ponctuent la maturation des cellules B compromettent dangereusement l'intégrité du génome et font
du locus IgH un site intrinséquement instable. Par conséquent, a la suite de translocations, des
oncogenes peuvent ctre insérés dans le locus IgH. Ils passent alors sous le controle d’activateurs
transcriptionnels du locus qui vont déréguler leur expression. Ep fut le premier élément cis-
régulateur identifié dans le locus IgH. Tres logiquement, il fut rapidement considéré comme
Iélément clef responsable de la dérégulation des oncogenes transloqués. Les premiers modeles
murins de lymphomes ont associé des oncogenes (c-mzye, bel-2) a Ep pour tenter de reproduire les
pathologies humaines (Adams et a/, 1985 ; McDonnell et 4/, 1989). Ces modeles développaient
effectivement des lymphomes, mais la population tumorale était a un stade de développement
relativement précoce et de fait peu pertinente comparée au phénotype mature de la plupart des

lymphomes humains.

La découverte des activateurs de la 3'RR a ouvert de nouvelles perspectives dans la
compréhension des mécanismes moléculaires de la lymphopathogenese, d’autant plus que leur
cinétique d’activation (stades tardifs de la lymphopoiese B) semblait mieux concorder avec le
phénotype mature des lymphomes. En utilisant c-7y¢, dont la translocation dans le locus IgH est
typiquement observée dans le lymphome de Burkitt chez ’homme et le plasmocytome chez la souris
(Janz, 2006)différentes approches expérimentales impliquant la 3’RR ont permis de mimer ces

hémopathies, suggérant un role prépondérant de la 3’RR dans la dérégulation de c-zyc (Butzler et a/,
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1997 ; Palomo et a/., 1999 ; Park et a/., 2005a, 2005b ; Wang et Boxer, 2005). Un mod¢le a également
été réalisé au laboratoire, par une approche transgénique de type « mini-locus ». Le gene c-»ye, avec
ses promoteurs endogenes, a été placé sous le controle transcriptionnel d’'une 3’RR miniature mais
conservant sa configuration palindromique endogene. Ce modele c-zye-3’RR a permis de générer
des lymphomes de Burkitt, montrant que la 3'RR, indépendamment de tout autre élément czs-
régulateur du locus, était suffisante pour déréguler c-myc et favoriser la lymphomagenese (Truffinet

et al., 2007).

Une partie de notre travail de these a consisté a poursuivre les études sur le role de la 3’RR
dans la lymphomagenése. D’une part, en appliquant la méme stratégie expérimentale que Truffinet
et al., nous avons construit des vecteurs de transgenese permettant la surexpression B-spécifique de
différents oncogenes. Le but de ces travaux consistait a tenter de mimer quelques autres désordres
lymphoprolifératifs : le ymphome du manteau (Pérez-Galan et 4/, 2011), en surexprimant la cycline
D1, le myélome (Raab et a/, 2009) avec la cycline D3, le lymphome folliculaire (Vitolo et a/, 2008)
avec Be/-2 et son homologue Be/-xI.. D’autre part, nous sommes repartis du modele c-7zy~3’RR et
avons associé la dérégulation de c-myc a des mutations coopératives : I'expression d’'une CDK4
constitutivement active (CDK4™) ou la déficience en p53. Notre objectif était de faire émerger
d’autres hémopathies liées a la présence de c-7zyc mais que le seul modele c-7ye-3’RR ne suffisait pas

a générer.
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Article 1

A myeloma translocation-like model associating CCND1 with the immunoglobulin heavy-
chain locus 3' enhancers does not promote by itself B-cell malignancies.

Rémi Fiancette, Rada Amin, Véronique Truffinet, Christelle Vincent-Fabert, Nadine Cogné, Michel
Cogné & Yves Denizot.

Lenkemia Research, 2010, volume 34, numéro 8, pages 1043-1051.

Compte-tenu de Pefficacité de la stratégie expérimentale de type « mini-locus» dans la
modélisation du lymphome de Burkitt (Truffinet et @/, 2007), nous avons tenté de mettre au point
un mod¢le murin de lymphome du manteau selon la méme approche. La caractéristique génétique
de la plupart des cas de lymphome du manteau humain est la translocation du géne codant la cycline
D1 (CCNDT) dans le locus IgH, a la suite d’erreurs lors des recombinaisons V(D)] (Campo et 4/,
1999). La cycline D1 est un régulateur important du cycle cellulaire. C’est le partenaire des kinases de
la phase G1 (CDK4 et CDKO6) qui jouent un réle déterminant dans le franchissement du point de
restriction, I'entrée en cycle et donc l'induction de la prolifération (Sherr, 1995). Or, la prolifération
est une étape critique de 'oncogenese. Nous avons souhaité vérifier si la 3’RR, dans sa configuration
palindromique endogene et indépendamment de tout autre élément ais-régulateur, était suffisante
pour déréguler la cycline D1. Nous avons construit un vecteur contenant ’ADNc de CCND7
humain, le promoteur pV, et une 3’RR miniature, afin de déréguler spécifiquement 'expression de

la cycline D1 dans les lymphocytes B matures, conformément au phénotype du lymphome du
manteau. [ ensemble était borné par un isolateur (élément hs4 du locus de la B-globine du poulet) de
part et d’autre, pour bonifier 'expression du transgéne et minimiser les effets positionnels lors de

I'intégration dans le génome.

Dans les souris CCND7-3’RR, la cycline D1 transgénique (humaine) est bien exprimée dans
les cellules B de la moelle osseuse et de la rate, mais pas dans les organes non lymphoides. Elle
n’altere pas la maturation des cellules B, n’affecte pas leur nombre, mais semble toutefois légerement
accroitre le taux de sécrétion de la plupart des isotypes d’immunoglobuline. La surexpression de la
cycline D1 augmente le potentiel prolifératif des splénocytes : apres 18 heures de stimulation 7 vitro,
les splénocytes entrent davantage en cycle. Néanmoins, au bout de 72 heures de stimulation, la
situation s’est inversée et leur survie est significativement plus faible que celle des cellules sauvages.
Sur une période de prés de deux ans, les souris transgéniques ont le méme taux de mortalité que les

souris sauvages et ne développent pas de tumeurs spontanées.

Des résultats comparables ont été obtenus avec les souris Ep-cycline D1 (Bodrug et 4/,

1994 ; Lovec et al, 1994). La surexpression de la cycline D1 dans les cellules B n’est donc pas
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oncogénique per se in vivo. La cycline D1 n’est pas un oncogene fort, a la différence de c-mzy¢ ou de ras,
et ne suffit pas a elle seule a promouvoir la transformation cellulaire et la tumorogenese. Un modcle
surexprimant une cycline D1 mutée constitutivement nucléaire, qui ne peut plus étre ciblée pour étre
exportée du noyau, dissociée de sa kinase et dégradée, a permis de faire émerger des lymphomes B
matures proches du lymphome du manteau (Gladden et a/, 20006). Physiologiquement, la localisation
cytoplasmique de la cycline D1 n’a pas de finalité fonctionnelle : c’est uniquement I'endroit ou elle
s’associe avec ses kinases partenaires (CDK4 et CDKO), avant que le complexe ne soit finalement
transloqué dans le noyau ou il va pleinement exercer son activité facilitatrice sur la prolifération
(Sherr, 1995). Ce n’est pas exclusivement la cycline D1 en tant que telle qui est oncogénique : ce sont
également son implication fonctionnelle dans un complexe avec CDK4/6, la translocation nucléaire
de ce complexe et l'activité résultante de la kinase, qui sont probablement tout autant, voire plus,
oncogéniques. La signalisation dépendante de CDK4/6, et de leurs inhibiteurs spécifiques (INK4),
serait donc impliquée dans la lymphomagenese. Nous avons étudié le réle de 'axe CDK4/6-INK4
dans la lymphomageneése c-myc-dépendante en transférant le modéle c-7y-3’'RR d’un fond C57BL/6
(Truffinet et @/, 2007) a un fond BALB/c (Article 2) dans lequel le locus INK4a/ ARF contient
deux mutations faux-sens qui codent un variant p16 dépourvu d’activité inhibitrice sur les complexes

cycline D-CDK4/6 (Zhang et al., 1998).
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Avrticle 2

Genetic background modulates susceptibility to oncogen-driven proliferation and
lymphoma occurrence in mice carrying a deregulated c-myc transgene.

Christelle Vincent-Fabert, Rémi Fiancette, Véronique Truffinet, Nadine Cogné, Michel Cogné &
Yves Denizot.

Lenkemia Research, 2009, volume 33, numéro 11, pages €203-e¢200.

La cycline D1 exerce 'essentiel de ses fonctions sur le cycle cellulaire en association avec
CDK4 (ou CDKGO6) (Sherr, 1995). En agissant a un point critique du cycle cellulaire (point de
restriction), elle joue un role déterminant dans le comportement prolifératif de la cellule.
Néanmoins, des travaux précédents ont montré que la simple surexpression de la cycline D1 ne
suffisait pas a accroitre son activité ni celle de sa kinase associée, et a induire la transformation
maligne (Bodrug et @/, 1994 ; Fiancette et a/, 2010 ; Lovec et @/, 1994). Deux mode¢les murins de
lymphome du manteau ont malgré tout pu étre obtenus : un modele fondé sur la surexpression de la
cycline D1 associée a une injection intrapéritonéale de pristane (huile minérale) chez des souris
BALB/c En-CCNDT agées (Smith et al, 20006), et un modele associant la sutexpression de c-zyc et
de I'IL-14, un puissant facteur de croissance des cellules B, associé a plusieurs types de tumeurs B
(Ford et al, 2007). Toutefois, ces modeles semblent peu pertinents ou peu fidéles a la
lymphomagenese spontanée naturelle en raison des conditions hautement spécifiques et/ou des
stimuli inducteurs nécessaires pour établir un contexte pathogénique. Dans le premier cas, le
lymphome ne se développe que chez des souris agées (un an) et dans un fond génétique spécifique
(BALB/c), bien que les stimuli inducteurs testés dans chaque condition soient tigouteusement
identiques. Par ailleurs, une injection de pristane est nécessaire et le lymphome n’est donc pas
occasionné seulement par des facteurs génétiques internes avec une éventuelle influence de
Ienvironnement (Smith et a/, 2006). Dans le second cas, méme si la surexpression de la cycline D1
est observée a la suite de dérégulations secondaires, 'implication de la signalisation par I'lL.-14 n’a
pour l'instant pas été documentée dans la lymphomagenese du manteau (Ford et a/, 2007). Par
conséquent, ces modeles ne refletent pas, ou a une probabilité nettement plus faible que la fréquence
du lymphome du manteau, des dysfonctionnements pouvant survenir spontanément et perturber la

physiologie cellulaire.

Pour créer un modele de lymphome du manteau plus réaliste, nous avions aussi opté pour
une stratégie alternative : nous avons souhaité favoriser une activité plus durable des complexes
cycline D1-CDK4/6 sur le cycle cellulaire, en induisant un contexte d’expression de ces complexes
dépourvu de la répression des CDK par les inhibiteurs INK4, en particulier p16. Nous avons

travaillé dans un fond génétique BALB/c. Le fond BALB/c se caractérise d’une part par la présence
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de deux mutations faux-sens dans le locus INK4a/ ARF, qui codent un variant p16 inactif (Zhang et
al., 1998), d’autre part par un polymorphisme au niveau du gene suppresseur de tumeur Frap
(FKBP12 rapamycin-associated protein, mnTOR, RAFT) qui définit un variant moins actif (Bliskovsky et
al., 2003). Les « alleles de sensibilité » associés pour ces deux loci au fond BALB/c prédisposent les
souris au développement de plasmocytomes apres une réponse inflammatoire chronique provoquée
pat linjection de pristane (Janz 2008 ; Potter et 4/, 1975). Néanmoins, les souris BALB/c sauvages
ne présentent pas de sensibilité particuliere au développement de lymphomes du manteau. Par
ailleurs, un modele de souris exprimant une CDK4 mutée insensible a I'inhibition par les INK4, qui
représente, au moins partiellement, un équivalent fonctionnel du fond BALB/c du point de vue de
I'axe INK4-CDK4, développent des tumeurs, mais tres peu de lymphomes et aucun lymphome du
manteau (Rane et a/, 2002 ; Sotillo et a/, 2001). Cela suggere que la simple absence de la fonction
INK4 ne suffit pas a promouvoir la lymphomagenése, et que des mutations secondaires
coopératives sont nécessaires. I’absence de la répression par INK4 maintient Pactivité de CDKA4.
Or, l'une des cibles de CDK4 est c-7ye, et inversement, CDK4 est une cible de c-myc (Hermeking et
al., 2000 ; Menssen et Hermeking, 2002). Nous sommes donc partis du postulat que la surexpression
de c-myec pouvait potentiellement collaborer avec l'activité de CDK4 dans la dérégulation de la
cellule, sa transformation et ’émergence d’un lymphome. En particulier, la délétion de p76 (codant
'un des inhibiteurs de la famille INK4), un niveau élevé de CDK4 ou la surexpression de c-zyc sont
observés dans certains variants blastoides du lymphome de manteau (Bea et a/, 1999 ; Hernandez et

al., 1999 ; Parrens et al., 20006)

Un modcle murin de lymphome a été établi au laboratoire : le modele c-zye-3’RR. Dans un
fonds C57BL/6, la dérégulation de Pexpression de c-zyec par la 3’'RR déclenche I'apparition de
tumeurs de type lymphome de Burkitt (Truffinet et 4, 2007). Nous avons croisé sur plusieurs
générations les soutis c-7pe-3’RR C57BL6 avec des souris BALB/c sauvages, afin de transférer le
transgene dans le fond BALB/c, et d’associer ainsi la surexpression de c-myc et 'absence d’inhibition
de CDKA4. Les souris c-7p-3’RR BALB/c ont une durée de vie semblable aux souris BALB/c
sauvages et ne développent pas de lymphome. Pourtant, le transgene est bien fonctionnel : les souris
transgéniques surexpriment significativement c-zyc dans la rate, comparées aux souris controles
sauvages. Toutefois, contrairement a ce qui est observé chez les souris c-7zye-3’RR C57BLO, les
cellules B des soutis c-7y-3'RR BALB/c n’ont pas de capacités prolifératives augmentées par

rapport aux cellules sauvages, apres stimulation 7 vitro.

Le fond génétique BALB/c semble résistant a la lymphomagenése dépendant du transgene
c-m9¢-3’RR. Les capacités prolifératives induites par c-zyc dans le fond C57BL6 ne se manifestent

plus dans le fond BALB/c. De ce fait, le transgéne c-myc-3'RR ne peut pas exercer un effet
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synergique avec laltération de pl6 pour promouvoir le lymphome du manteau. I’hétérogénéité
génétique a donc un impact sur la signalisation c-myc-dépendante et la réponse proliférative des
cellules B. Leur comportement différentiel face a c-myc détermine des sensibilités variables pour

I’émergence de lymphomes.
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Manuscrit 3

A defect of the INK4-Cdk4 checkpoint in conjunction with a c-myc alteration induces
mantle cell ymphomas in transgenic mice.

Christelle Vincent-Fabert, Rémi Fiancette, Pauline Rouaud, Christel Baudet, Véronique Truffinet,
Virginie Magnone, Michel Cogné, Pierre Dubus & Yves Denizot.

Soumis a Lenkemia.

Aprés ces tentatives infructueuses pour créer un modele de lymphome du manteau, nous
avons développé une troisicme stratégie. Nous avons cherché a amener la cycline D1 a agir plus
facilement et plus durablement sur le cycle cellulaire par I'intermédiaire d’une protéine CDK4 plus
assujettie 2 une régulation négative par les inhibiteurs INK4 : la protéine CDK4"*“. Cette kinase
mutante a été découverte initialement dans un cas de mélanome humain. La substitution de
'arginine en position 24 en cystéine (R24C) abolit I'interaction entre les inhibiteurs INK4 et CDK4,
rendant cette dernicre non inhibable, constitutivement active et potentiellement oncogénique
(Wolfel et al, 1995). Les souris CDK4™“/**¢ développent trés rarement des lymphomes (Rane et
al., 2002 ; Sotillo et /., 2001). De fagon semblable a notre démarche précédente, face a la nécessité
de mutations secondaires et étant donné que c-myc et CDK4 sont des partenaires réciproques
(Hermeking et a/, 2000 ; Menssen et Hermeking, 2002), nous nous sommes demandé si c-mye
pouvait coopérer a la lymphomagenése dans les souris CDK4"**“. Nous avons croisé les souris c-
mye-3RR (Truffinet et al, 2007) avec des souris CDK4"¢ fournies par le Pr. Pierre Dubus
(Université de Bordeaux 2, EA 24006), afin de placer le transgéne c-zyc dans un fond génétique ou
CDK4 est constitutivement active. Dans ce cas, nous ne nous sommes pas uniquement fondés sur
les caractéristiques d’un polymorphisme particulier propre a une lignée de souris. Nous nous
sommes donc affranchis du réseau complexe des autres caractéres polymorphes de cette méme
lignée qui peuvent tout autant influer sur les voies de signalisation et les processus physiologiques, et

affecter la sensibilité ou la prédisposition de I'animal a tel ou tel processus pathologique.

Les soutis c-7ye-3’RR/CDK4"* ont une durée de vie comparable aux souris c-7ye-3'RR,
mais a la différence de celles-ci, ne développent pas de lymphomes de type Burkitt et ne présentent
pas d’hypertrophie des ganglions périphériques. En revanche, a 'age de 4 mois, elles manifestent une
hypetleucocytose et une splénomégalie. Les frottis sanguins révelent la présence d’une population de
cellules malignes, que nous avons caractérisée par cytométrie en flux. Il s’agit de cellules B (B220"
CD19") clonales exprimant IgM, IgD, CD43 et CD5, mais pas CD23. Ce profil d’expression est
typique du lymphome du manteau humain (Garcia-Conde et Cabanillas1996 ; Parrens et a/, 2006).
Cette population infiltre la moelle osseuse et la rate, et est également abondante dans la cavité

péritonéale. Le taux de prolifération des tumeurs est relativement faible, comparé a celui des
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lymphomes de Burkitt c-mye-3’RR. L’analyse mécanistique du cycle cellulaire par Western blot a révélé
que la prolifération des cellules tumorales impliquait principalement les complexes cyclines D-
CDK4, mais pas CDKO0. L’analyse du transcriptome a montré des modifications tendant a amoindrir

le statut apoptotique des cellules, mais pas de signature hautement proliférative.

En combinant la surexpression B-spécifique de c-myc et lexpression dune CDK4
constitutivement active, nous avons donc pu créer un « modele murin de lymphome du manteau ».
La dérégulation de 'axe CDK4-INK4 promeut la lymphomagenése seulement dans un contexte de
surexpression de c-zye. Cette étude souligne le role majeur des inhibiteurs du cycle cellulaire, en
particulier les INK4 (inhibiteurs des CDK de la phase G1), pour juguler une prolifération excessive
potentiellement délétere et prévenir 'oncogencse, comme cela a été suggéré dans des travaux
précédents montrant que le stress oncogénique pouvait stimuler 'expression de p15 (Malumbres et

al., 2000) ou de p16 (Serrano et a/, 1997).
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Manuscrit 4

A p53 defect sensitizes various stages of B cell development to lymphomagenesis in mice
carrying an IgH 3’ regulatory region-driven c-myc transgene.

Rémi Fiancette, Pauline Rouaud, Christelle Vincent-Fabert, Brice Laffleur, Michel Cogné & Yves
Denizot.

En préparation.

La dérégulation et la surexpression de c-mzyc sont associées a plusieurs types de désordres
lymphoprolifératifs (Boxer et Dang, 2001 ; Smith et 4/, 2010). Néanmoins, le modele c-7zy-3'RR
n’induit essentiellement que des lymphomes de Burkitt (Truffinet et /, 2007). Nous avons souhaité
créer un modele de souris transgéniques capables de reproduire les différents types de lymphomes
susceptibles d’émerger lorsque c-zye est surexprimé. Dans le modele c-zye-3’RR, ce sont toujours les
mémes points de controle qui sont compromis, et les cellules B sont toujours dérégulées au méme
stade de leur maturation (IgM" IgD" CD43 CD5 CD23 CD138), ce qui occasionne le méme type
de tumeurs. Nous avons induit artificiellement un deuxi¢me «coup» (b)) dans la progression
tumorale, une mutation coopérative, en plagant le transgéne c-zyc dans un fond génétique déficient
pour p53, et avons ainsi anéanti d’autres mécanismes de surveillance et de sécurité de la cellule.
Nous avons croisé les souris c-zye-3’RR (Truffinet et a/, 2007) avec des souris p53”" (Lowe et al,
1993) fournies par le laboratoire du Pr. Jean-Pierre de Villartay (U768 Hopital Necker — Enfants

malades, Paris).

La perturbation de la voie suppressive de tumeur impliquant p53 semble étre une étape clef
de Poncogenese. En effet, d'une part, le géne p53 est muté ou délété dans pres de 50% des tumeurs
humaines (Goh et a/, 2011 ; Vousden et Lu, 2002). Dans les cas ou le géne n’est pas muté lui-méme,
la signalisation p53-dépendante est corrompue, notamment dans les lymphomes induits par c-zye
(Capoulade et a/, 1998 ; Eischen et a/, 1999 ; Lindstrém et a/, 2001 ; Wilda et 4/, 2004). D’autre
part, dans les cancers ou elle est affectée, la restauration de la fonction p53 favorise la régression
tumorale, voire la rémission (Bossi et Sacchi, 2007 ; Dickins et a/, 2005 ; Sarek et 4/, 2007 ; Ventura
et al, 2007 ; Wang et El-Deiry, 2008 ; Wiman, 2007 ; Xue et a/, 2007). Enfin, 'amputation de la
signalisation p53-dépendante accéléere I’émergence et I'évolution des lymphomes c-#zye-dépendants
chez la souris (Griesmann et a/, 2009 ; Hsu et a/, 1995 ; Schmitt et 4/, 1999). En diminuant ou en
interrompant 'action de la protéine p53, nous avons créé un contexte permissif pour la progression

tumorale.

Les souris c-zye-3’RR p53" développent des tumeurs dés I’Age de trois mois, qui se
manifestent par une hypertrophie de la rate et des ganglions lymphatiques, et souvent une atteinte

intestinale. LLa mortalité est accrue et précoce par rapport aux souris c-7zye-3’RR. Les tumeurs sont
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des néoplasies B monoclonales : les cellules malignes expriment B220 et CD19. Elles sont
hautement prolifératives. Contrairement au modeéle c-7ye-3’RR CDK4"*| les tumeurs présentent
une hétérogénéité phénotypique, et nous avons pu dégager quatre grandes tendances :
* des lymphomes de Burkitt classiques : lgM" IgD" CD43 CD138 CD5’;
® des lymphomes de Burkitt présentant des signes d’activation et de sévérité, visibles par
Iexpression de CDA43 ;
* des lymphomes de type manteau : IgM" IgD" CD43" CD138 CD5";
® des tumeurs affectant les plasmoblastes: les cellules tumorales co-expriment CD19 et
CD138, et ont perdu I'expression d’IgM et IgD. Elles ne sont pas sécrétantes et de ce fait ne
correspondent pas a des myélomes.
L’analyse protéique du cycle cellulaire a révélé 'importance fonctionnelle des complexes impliquant
CDKG6 dans la lymphomagencese. Une analyse du transcriptome est en cours (plateforme de
génomique fonctionnelle de Nice-Sophia-Antipolis) afin de déterminer s’il existe un profil
différentiel d’expression des facteurs clefs de la signalisation cellulaire selon le phénotype, et donc

une signature génétique spécifique a chaque type de lymphome.

La perte de la fonction p53 accélere la progression tumorale. En accroissant I'instabilité
génomique, elle diversifierait le spectre des mutations secondaires acquises et permettrait ainsi
d’altérer d’autres points de contrdle et d’autres mécanismes de surveillance homéostatique de la
cellule par rapport aux cellules surexprimant uniquement c-zyc. Cela a finalement pour effet de
diversifier le phénotype tumoral et de faire émerger des hémopathies additionnelles. Nous avons

donc obtenu un modele plus fidele et plus réaliste de lymphomagenése c-zye-dépendante.
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La seule surexpression de la cycline D1 sauvage ne suffit pas a promouvoir la

lymphomagenése

Nous avons souhaité élaborer un modé¢le murin de lymphome du manteau. Dans plus de
90% des cas, ce désordre lymphoprolifératif est associé a la translocation chromosomique t(11;14)
qui déplace le gene CCNDT dans le locus IgH. 1l se retrouve alors a proximité des éléments czs-
régulateurs du locus qui vont influencer et perturber son expression. Nous avons souhaité vérifier si
la translocation du géne de la cycline D1 dans le locus IgH et sa surexpression étaient suffisantes

pour induire le lymphome du manteau et en constituait ’événement initiateur.

La réponse est clairement non (Article 1). Si le transgene CCND7-3’RR s’exprime dans les
cellules B, la seule surexpression de la cycline D1 n’est pas oncogénique par elle-méme. Lorigine de
cet échec, comme pour les souris Eu-CCNDT7 (Bodrug et al, 1994 ; Lovec et al., 1994), se rapporte
aux mécanismes régulateurs controlant laction de la cycline D1. Malgré la surexpression de la
cycline D1, ces mécanismes persistent et maintiennent les cycles de dégradation reconstruction
(turnover) de la protéine. Les complexes cycline D1-CDK4/6 sont inhibés par la phosphotylation de
la cycline sur le résidu Thr286, par la GSK3B. Elle induit Pexportation nucléaire, la
polyubiquitination et la destruction cytoplasmique de la cycline par le protéasome. Les complexes
cycline-CDK sont donc dissociés et ne possedent plus leur activité kinase promotrice du
franchissement du point de restriction et de I'entrée en phase S. Il s’agit d’une boucle de régulation

physiologique nécessaire au déroulement normal du cycle cellulaire (Diehl et 4/, 1998 ; et pour

revue, Alao, 2007) (Figure 29).

Nos travaux, ainsi que d’autres études précédentes (Bodrug et a/, 1994 ; Lovec et al., 1994),
montrent que la surexpression de la cycline D1 sauvage n’est pas oncogénique per se in vivo dans les
cellules B. La région régulatrice transcriptionnelle associée (Ep ou la 3’RR) n’a pas d’impact sur le
potentiel oncogénique de la cycline D1. La dérégulation de la cycline D1 ne génére donc pas un
oncogene puissant et dangereux, ce qui suggere que sa surexpression, observée dans de nombreux
cancers, serait simplement un phénomene associé sans en étre le primum movens. Selon une autre
hypothese, la surexpression de la cycline D1 dans ces pathologies ne serait que le premier « coup
oncogénique » d’'un processus multi-étape. Ceci est notamment soutenu par I'accélération de la
lymphomageneése dans les souris exprimant simultanément les deux transgenes Eu-CCNDT et Ep-
mye (Bodrug et al, 1994; Lovec et al, 1994). En effet, il est admis depuis longtemps que
Poncogenese, en particulier la lymphomagenése, nécessite I'action concertée de deux oncogenes ou

plus (Adams et Cory, 1992 ; Hunter, 1991 ; Land et 4/, 1983). Toutefois, de fagon surprenante, nous
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n’avons observé aucun effet synergique lorsque nous avons croisé nos souris CCND7-3’RR avec des
souris c-zyc-3’RR. Une premicere explication pourrait résider dans la différence des éléments
régulateurs utilisés dans chaque approche, qui induisent des lymphomes a différents stades de
maturation cellulaire. Les souris Eu-c-7zyc développent des lymphomes pré-B, tandis que les souris c-
mye-3’RR développent des lymphomes B matures. Nous pouvons alors supposer que la coopération
entre c-zye et la cycline D1 et 'effet synergique résultant seraient différents en fonction du stade de
maturité de la cellule. Une hypothése alternative considere la nature des lymphomes des deux
modeles surexprimant c-zye. Etant donné que la surexpression spontanée de la cycline D1 endogene
est fréquemment observée dans les lymphomes des souris Ep-c-zyc (Adams et a/, 1985), la
surexpression induite de la cycline D1 constituerait, chez les animaux doubles transgéniques, un
événement facilitateur et accélérateur de la lymphomagenése. Au contraire, la cycline D1 ne montre
pas d’altération particuliere dans les lymphomes de Burkitt des souris c-#ye-3’RR (Truffinet et a/,

2007).

La cycline D1 constitutivement nucléaire est oncogénique

Au-dela de la simple surexpression de la cycline D1, ce sont sa localisation subcellulaire et sa
stabilisation, qui dépendent de la fonctionnalit¢é de son trafic nucléo-cytoplasmique et de sa
protéolyse, qui ont un effet décisif sur la tumorogenése. En effet, un modele murin surexprimant
une cycline D1 mutée au niveau de la Thr286 (substituée par de I’arginine) reproduit le lymphome
du manteau (Gladden et a/, 2006). Cette forme mutante de la cycline D1 est insensible a la
phosphotylation par la GSK3 et persiste dans le noyau tout au long du cycle cellulaire (Diehl et a/,
1997, 1998). C’est donc la cycline D1 constitutivement nucléaire, qui ne répond plus a son inhibition

physiologique en phase S, qui est véritablement oncogénique (pour revue : Kim et Diehl, 2009).

Les mécanismes par lesquels la cycline D1 promeut l'oncogencse sont relativement
méconnus. Actuellement, deux grandes voies, dépendantes de I’association de la cycline D1 avec ses
CDK partenaires, ont été identifiées (pour revue, Kim et Diehl, 2009) :

* la cycline D1 accroit fortement lactivité catalytique des CDK4/6 et favorise ainsi la
prolifération continue des cellules: par ce mécanisme, la cycline D1 contribuerait a la
tumorogenese de facon indirecte ;

* les complexes associant la cycline D1 constitutivement nucléaire et CDK4/6 peuvent
provoquer une instabilité génomique, et déclencher de fagcon plus directe le processus
cancéreux. Ils stabilisent CDT1 (facteur du complexe de pré-réplication), qui est
normalement dégradé en phase S pour éviter la mise en place d’une nouvelle phase de

réplication dans le méme cycle. Par conséquent, CDT1 stabilisé initie la re-réplication de
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PADN dans la méme phase S et aboutit a une instabilité génomique caractérisée par
I'aneuploidie des cellules. Cet effet repose sur la répression transcriptionnelle, par le
complexe cycline D1-CDK4, des composants de l'ubiquitine ligase responsable de la
dégradation de CDT1 (Cul4A et Cul4B), par des mécanismes encore non ¢lucidés (Aggarwal
et al, 2007) (Figure 29).

A.

Progression de la
phase G1

(O ABNE Rétention
CDK4 nucléaire
Cul4A/4B

Figure 29. Action et régulation de la cycline D1 dans les cellules normales (A) et cancéreuses (B).

A. Dans les cellules normales, lors de Tentrée en phase S, la cycline D1 sort du noyau apres phosphorylation de la
Th1286 et exportation nucléaire par 'exportine CRM1. Dans le cytoplasme, la cycline D1 phosphorylée est ubiquitinée et
dégradée par le protéasome. B. Dans les cellules cancéreuses, 'accumulation nucléaire de complexes cycline D1/CDK4
actifs en phase S stabilise CDT1 en inhibant Cul4A et Cul4B, ce qui favorise la re-réplication de 'ADN et crée
Pinstabilité génomique. D’apres Kim et Diehl, 2009.

Outre son role canonique régulateur des CDK, la cycline D1 assure aussi des fonctions
indépendantes du cycle cellulaire qui pourraient contribuer a son pouvoir oncogénique. Elle
fonctionne comme un cofacteur transcriptionnel : elle interagit avec de multiples facteurs de
transcription et module leur activité (pour revues : Coqueret, 2002 ; Fu et 4/, 2004 ; Kim et Diehl,
2009 ; Knudsen, 2006 ; Knudsen et a4, 2006). En agissant sur des facteurs de transcription
spécifiques, la cycline D1 influe sur les programmes de différenciation et inhibe des signaux
inappropriés qui induiraient un arrét du cycle cellulaire pendant la prolifération. Ia plus grande
classe de facteurs de transcription régulés par la cycline D1 appartient a la superfamille des

récepteurs nucléaires, notamment les récepteurs aux cestrogenes ou aux androgenes. L’interaction de
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la cycline D1 avec eux permettrait ’association du récepteur nucléaire avec ses coactivateurs méme
en labsence du ligand. Par son réle d’agoniste des récepteurs nucléaires, la cycline D1 favorise
loncogeneése dans certains tissus et induit ainsi notamment le cancer du sein. La cycline D1 régule
Paccessibilité des promoteurs et I'assemblage du complexe d’initiation de la transcription. Elle
interagit avec des enzymes de modification et de remodelage de la chromatine et des facteurs de la
machinerie transcriptionnelle. Elle modifierait les interactions entre les facteurs de transcription, le
complexe d’initiation de la transcription et la chromatine pour moduler I'activité transcriptionnelle
du promoteur (pour revues : Coqueret, 2002 ; Knudsen, 2006). Toutefois, la contribution relative de
la fonction non canonique de la cycline D1 par rapport a sa fonction activatrice de CDK4/6 est

encore a déterminer.

Une isoforme de la cycline D1, la cycline D1b (la cycline D1 canonique correspondant alors
a I'isoforme D1a) a été identifiée. Elle est dépourvue de la séquence du cinqui¢me exon contenant la
Thr286 et le site de liaison a exportine, a la suite d’un épissage alternatif de ’ARN. Elle est donc
constitutivement nucléaire (Betticher et «/, 1995; Lu et 4/, 2003 ; Solomon et a/, 2003 ; pour
revues : Gladden et Diehl, 2005 ; Knudsen, 2006 ; Knudsen et a/, 2006). La cycline D1b a des
capacités transformantes nettement supérieures a lisoforme Dla, qui rappellent le potentiel
oncogénique de la cycline D1 T286A (Alt et @/, 2000) : elle induit la transformation cellulaire 7 vitro
et la formation de tumeurs zz vivo (Lu et al, 2003 ; Solomon et al, 2003). Plusicurs études ont
montré que la cycline D1b était exprimée dans différents types de cancers ou de lignées tumorales
(pour revue : Knudsen, 20006). La cycline D1b reste capable de s’associer a CDK4, mais les données
semblent contradictoires quant a son role dans 'induction de I'activité catalytique de CDK4, dans la
régulation de la phosphorylation de pRb et dans Iactivation de la prolifération cellulaire. Outre
Iépissage alternatif, d’autres phénomenes peuvent induire la production d’une cycline DI
constitutivement nucléaire (pour revue, Gladden et Diehl, 2005) :
* des mutations dans la portion codant la région C-terminale affectant le ciblage de la GSK3[3
ou la liaison a 'exportine ;
* des mutations dans les voies de signalisation qui régulent la stabilité et la localisation de la
cycline D1, par exemple I'axe ras-PI3K-Akt-GSK3[ ;
® des dysfonctionnements de I'ubiquitination de la cycline D1. Une déubiquitinase spécifique
de la cycline D1 a été récemment identifiée : USP2. Sa présence a été corrélée a de hauts
niveaux d’expression de la cycline D1 dans des lignées tumorales humaines. Son inactivation

provoque une forte inhibition de la croissance des cellules cancéreuses surexprimant la

cycline D1 (Shan et a/., 2009).
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Le fond génétique BALB/c est résistant a la lymphomagenése c-myc-dépendante et ne

prédispose pas au lymphome du manteau

Un role important de la cycline D1 est son implication fonctionnelle dans des complexes
avec CDK4/6. Outre la dégradation de la cycline D1, un ciblage spécifique des CDK par les
inhibiteurs INK4 permet aussi d’inactiver ces complexes (Sherr et Roberts, 1999). Notre tentative de
modéliser le lymphome du manteau en agissant sur la cycline ayant été infructueuse, nous nous
sommes focalisés sur le « bras armé » des complexes : la CDK. Pour affranchir les CDK4 et -6 de la
répression pat les INK4, nous avons utilisé le fond génétique BALB/c déficient en p16 (Zhang et

al., 1998). Nous y avons ajouté le transgene c-zyc-3’RR pour induire une mutation coopérative.

Les soutis c-zye-3’RR BALB/c ne développent aucun lymphome, malgré la surexpression de
c-mye dans les cellules B et I'absence constitutive de pl6 (Article 2). 1’absence de plo,
conjointement 2 la surexpression de c-zye, n’est donc pas oncogénique dans le fond BALB/c. Une
explication pourrait étre la compensation de I’absence de pl6 par un autre membre de la famille
INK4, par exemple p15. En effet, dans le fond BALB/c, la fonctionnalité de p15 n’est pas altérée.
Par ailleurs, les altérations de la voie INK4-CDK4/6 dans les lymphomes et leucémies touchent
principalement pl5, suggérant que pl5 aurait un role important dans la suppression des tumeurs
lymphoides (Lee et Yang, 2001). Il est maintenant convenu que pl5 est aussi efficace que p16 pour
s’opposer a la croissance tumorale, et que les cellules cancéreuses auraient développé des stratégies
leur permettant d’inactiver non seulement pl6 mais aussi, conjointement, p15 (Lee et Yang, 2001).
Malgré tout, cette hypothese semble peu probable, et 'absence de tumeurs aurait une cause plus
profonde liée a la permissivité du fond génétique. Méme le potentiel oncogénique de c-zzyc dérégulé
par la 3’RR qui s’exprime dans le fond C57BL6 (Truffinet et /, 2007) ne se manifeste plus dans le
fond BALB/c. Méme si le fond BALB/c prédispose la soutis a la survenue de plasmocytomes (Janz
2008 ; Potter et al., 1975), il semble insensible a d’autres lymphomes. Cela peut sembler paradoxal,
car les alleles polymorphes des soutis BALB/c diminuent Pefficacité du gene suppresseur de tumeut
Frap (Bliskovsky et al., 2003). Toutefois, il peut exister potentiellement d’autres genes polymorphes
pas encore identifiés qui confereraient aux souris BALB/c la résistance a certaines formes de
lymphomes c-mye~dépendants. Cette étude souligne I'impact du fond génétique sur la susceptibilité
des souris a déclencher un type de cancer. Il est en effet clairement admis que le développement
d’un cancer, chez ’homme comme chez la souris, peut étre influencé par le contexte génétique de
I'individu et son polymorphisme génique (a titre d’exemples, parmi les articles les plus récents :
Akkiz et al, 2010 ; Jorgenson et a/, 2010 ; Leu et al., 2011 ; Li et al, 2010a ; Schuetz et a/., 2009 ;
Yang et a/., 2010).
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Une CDK4 constitutivement active est capable de coopérer avec c-myc dans la

lymphomageneése

Selon la méme logique, notre seconde stratégie visait toujours a maintenir Iactivité kinase de
la phase G1 en amputant la régulation négative a laquelle elle est sujette, mais en ciblant dans ce cas
la kinase elle-méme. Nous avons utilisé une CDK4 insensible aux INK4 : CDK4"¢ (Wolfel et a/,
1995). CDK4** se comporte comme un oncogéne dominant en induisant Pentrée dans le cycle
cellulaire et la prolifération indépendamment de toute régulation négative par les INK4. CDK4™*
ne compromet pas '’homéostasie B, mais est capable de collaborer avec c-myc pour transformer les
cellules B. De plus, comparativement aux souris c-zzye-3’RR (Truffinet et a/, 2007), la présence de
CDK4™ « convertit » le lymphome de Burkitt en un lymphome du manteau (Manuscrit 3). En

particulier, I’analyse protéique des lymphomes des souris c-myc-3’RR/ CDK4***

par Western blot a
révélé un taux élevé de complexes cycline D1-CDK4, qui indique une importante rétention nucléaire
de la cycline D1 au sein de complexes fonctionnels. Cela confirme I’hypothese de Gladden, selon
laquelle la cycline D1 nucléaire est oncogénique 7z vivo et constitue une étape importante dans la

lymphomagenese du manteau (Gladden et @/, 2000).

Nous montrons que la dérégulation de I'axe CDK4-INK4, bien que n’induisant pas de
lymphome a elle seule, peut toutefois étre impliquée dans la lymphomagenése dans un contexte de

surexpression de c-my. la mutation CDK4"'

constitue un équivalent fonctionnel de la
surexpression de la cycline D1 ou de CDK4 et/ou de la délétion des INK4, des déreglements
fréquemment associés a ’émergence du lymphome du manteau, notamment le variant blastoide (Bea
et al, 1999 ; Jares et Campo, 2008). Elle constitue un second « coup oncogénique » qui a un impact
sur la lymphomageneése induite par la seule surexpression de c-zye. Ce changement de phénotype
peut s’expliquer par lintervention de mutations secondaires différentes ou qui surviennent a un
moment variable ou avec une cinétique différente, apres les avantages oncogéniques combinés
fournis par la surexpression de Poncogene c-7yc et la compromission de 'axe suppresseur de tumeur
INK4-CDK4. Ces mutations secondaires altéreraient différents mécanismes physiologiques
homéostatiques, éventuellement des mécanismes semblables mais dans un ordre différent et/ou se
manifesteraient a des stades de maturation différents. Ainsi, la coopération entre c-zyc et CDK4
constitutivement active nous a permis d’obtenir un modéle murin réunissant les principales
caractéristiques du lymphome du manteau humain. Comparé aux modeles murins précédemment
établis (Ford et @/, 2007 ; Smith et @/, 2000), il semble plus réaliste et pertinent dans son étiologie
expérimentale : les dysfonctionnements cellulaires provoqués artificiellement sont plus proches des
mutations ou dérégulations susceptibles de survenir spontanément et de favoriser ’émergence

naturelle du lymphome. Ce modéle pourra nous aider a comprendre les mécanismes moléculaires
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qui sous-tendent la lymphomagenése du manteau et constitue un outil précieux pour la réalisation

d’études pharmacologiques et thérapeutiques.

La défaillance de p53 confirme le role oncogénique de c-myc et révele la diversité de son

implication dans la lymphomagenese

Le transfert du transgene c-zy~-3’RR dans un fond génétique déficient pour p53 a créé un
second événement oncogénique qui a permis d’abattre des mécanismes de sécurité et de protection
cellulaire additionnels qui restreignaient le potentiel oncogénique de c-7ye. En levant ces barrieres,
nous avons induit des conditions qui reflétaient davantage le contexte de la lymphomagenese c-7zyc-
dépendante spontanée (Smith et a/, 2010) et avons pu élargir le spectre oncogénique initialement
restreint (lymphome de Burkitt) du transgene c-7y~3’RR (Manuscrit 4). La déficience en p53
favorise I'instabilité génomique, qui favorise a son tour 'acquisition d’autres mutations prédisposant
a la transformation. En effet, le cancer est un « processus multi-étape » au cours duquel la cellule
acquiert successivement plusieurs mutations qui coopéerent pour lui fournir un pouvoir oncogénique
(divisions cellulaires illimitées, inhibition de la différenciation, échappement a la mort cellulaire...)

(Chial, 2008).

Les modeles murins ainsi réalisés vont nous permettre d’accroitre la compréhension des
mécanismes moléculaires et les dysfonctionnements impliqués dans I’émergence des quatre grands
types de lymphomes obtenus. En effet, les analyses protéiques et transcriptomiques actuellement en
cours de réalisation pourront éventuellement révéler une signature spécifique a chaque phénotype
tumoral et identifier des voies de signalisation spécifiquement altérées dans chacun d’eux. Dans ce
cas, il pourra étre possible de caractériser de nouvelles cibles potentielles sur lesquelles agir dans le
cadre d’une démarche thérapeutique. A partit de 1a pourront étre développées des stratégies
expérimentales visant a les inhiber si elles sont exacerbées lors du processus malin, ou les amplifier
si, au contraire, elles sont mises en silence. Par ailleurs, I’évolution rapide et la pénétrance complete
des lymphomes, et le taux de mortalité élevé chez ces souris, font de ce modele un outil intéressant
et avantageux pour les études pharmacologiques, dont l'issue peut se révéler rapidement. Enfin,
étant donné le role important du BCR et de la stimulation antigénique dans la lymphomagenése
(Young et al., 2008), il serait intéressant de placer ce modele dans un fond hyporéactif pour vérifier
si le potentiel oncogénique du transgene c-7y-3’RR peut étre compromis. Nous pourrons croiser les
souris c-zye-3'RR p53+/- avec des soutis 3’RR-déficientes qui sont disponibles au laboratoire. Ces
souris présentent une forte altération de la transcription germinale et de la commutation de classe
vers tous les isotypes, et un défaut d’expression de la chaine lourde d’immunoglobuline dans les

cellules B activées et les plasmocytes (¢f. Annexe 2).
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Contribution a I'’étude du rdle de la 3'RR dans le
développement normal du lymphocyteB

Outre les travaux que nous avons menés sur I'implication de la 3’RR dans le développement
pathologique de la cellule B, nous avons également contribué a I’étude de son rdle dans le
développement normal du lymphocyte B. Nous avons modestement participé a ’analyse des souris
présentant une délétion germinale de I'activateur hs4, ou de I'intégralité du fragment regroupant les
quatre activateurs de la 3’RR. La majeure partie de I'expérimentation a été réalisée par le Dr.

Christelle Vincent-Fabert dans le cadre de sa thése de sciences.

Les différents remaniements des segments géniques de chaine lourde qui ponctuent la vie du
lymphocyte B sont controlés par les différents éléments cis-régulateurs du locus IgH. Ep joue un role
crucial lors des recombinaisons VD], mais est tres faiblement impliqué dans les phases tardives de la
différenciation (Perlot et a/, 2005). Au contraire, la cinétique d’activation de la 3’'RR suggere qu’elle
contribuerait au remaniement tardif des genes d’immunoglobuline (hypermutation somatique et
commutation de classe). Plusieurs observations expérimentales ont permis d’argumenter en faveur
de cette hypothése et ont souligné, en particulier, le réle de la 3’RR dans la transcription des genes
d’immunoglobuline. Par exemple, la délétion spontanée des activateurs de la 3’RR dans une lignée
cellulaire (LP1.2), préservant Ep, provoque une forte diminution de la transcription des genes
constants et un défaut d’expression de la chaine lourde (Gregor et Morrison, 1986 ; Michaelson et
al., 1995). Dans une autre lignée (9921), le remplacement d’hs1,2 par une cassette contenant le gene
de résistance a la néomycine (ned") abolit la trancription et 'expression des génes constants
(Lieberson et al, 1995). Dans cette méme lignée, des transgenes « mini-loci » ont permis de mettre
en évidence le role critique du doublet hs3b-hs4 dans le maintien de la transcription des genes de
chaine lourde aux stades tardifs du développement B (Shi et Eckhardt, 2001). Plus récemment, une
approche de type BAC (chromosome artificiel bactérien) a montré que la 3'RR stimule la

transcription germinale des genes constants et favorise ainsi la commutation de classe (Dunnick et

al., 2005, 2009).

Depuis plus de quinze ans, les éléments hs de la 3’'RR sont scrutés, individuellement ou en
combinaison, pour évaluer leur contribution respective aux processus clefs de la maturation B dans
un contexte physiologique. Des délétions individuelles des activateurs ont été entreprises, afin de
mettre en évidence une éventuelle perte de fonction propre a chacun d’eux. La délétion d’hs3a ou
d’hs1,2 n’a aucun impact sur le développement B. Les ¢éléments hs3a et hs1,2 ne sont donc pas

indispensables individuellement a la lymphopoiese B (Manis et a/, 1998). En revanche, la délétion
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combinée d’hs3b et hs4 provoque un défaut sévere de synthése des immunoglobulines, de
transcription germinale et de commutation de classe vers la plupart des isotypes, sauf u et yl (Pinaud
et al, 2001). Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce phénotype : il peut étre da soit a 'absence
d’hs3b seul, soit a 'absence d’hs4 seul, soit a la perte de 'ensemble de la région. Toutefois, trois
observations soutiendraient I'implication d’hs4. D’une part, hs3b présente un haut degré de
similitude avec hs3a; or, la délétion d’hs3a seul n’induit aucun phénotype (Manis et a/, 1998).
D’autre part, hs3b est absent chez '’homme (Mills et a/, 1997 ; Pinaud et a/, 2001). Enfin, hs4 est
actif tout au long du développement B (du stade pro-B au stade plasmocyte) tandis qu’hs3b est actif

seulement aux stades tardifs de maturation (cellules B matures et plasmocytes) (Garrett et a/, 2005 ;

Giambra et a/, 2008).

Pour tester cette hypothése, nous avons supprimé DPélément hs4 par recombinaison
homologue (Annexe 1). A l'instar de la délétion individuelle des autres éléments hs de la 3’RR, la
délétion d’hs4 ne provoque pas de phénotype sévere. Son seul effet notable est une légere
diminution de I'expression de 'I[gM de surface sur les cellules B de la moelle osseuse et de la rate.
Ces travaux soutiennent hypothése d’une redondance fonctionnelle entre les différents activateurs
de la 3’'RR. Des travaux similaires ciblant hs3b ont abouti a la méme conclusion (Bébin et a/., 2010).
Etant donné les synergies transcriptionnelles mises en évidence iz vitro entre les activateurs 3° et
entre les activateurs 3’ et Eu (Chauveau et @/, 1998 ; Collins et Dunnick, 1999 ; Mocikat et a/, 1995 ;
Ong et al, 1998), et supposant que de telles synergies existent aussi zz vivo, la délétion d’un seul
activateur (Bébin et a4, 2010; Manis et a4, 1998 ; Vincent-Fabert et «/, 2009) maintient la
coopération entre les trois autres activateurs présents et intacts. Ces derniers sont suffisants pour
assurer une régulation quasi-normale de la transcription des genes d’immunoglobuline et de la
commutation de classe, et compense l'absence du quatricme. En revanche, la perte de deux
activateurs (Pinaud et a/, 2001) compromet davantage les synergies entre activateurs et « handicape »
plus séverement le locus. Ainsi, I'effet est d’autant plus drastique que les activateurs délétés sont

nombreux.

Nous avons ensuite supprimé le fragment de 30 kb contenant les quatre activateurs de la
3’RR pour analyser l'effet de I’élimination de lintégralité de ces activateurs sur la transcription,
Iexpression des genes d’'immunoglobuline et la commutation de classe (Annexe 2). En I'absence de
la 3’RR, les compartiments B progéniteur et périphérique sont normaux, les capacités de
prolifération des cellules B apres stimulation et les capacités d’apoptose ne sont pas affectées. En
outre, les cellules B peuvent se différencier normalement en plasmoblastes. En revanche, les cellules
B déficientes pour la 3’RR souffrent d’une altération sévere de la synthese des immunoglobulines 7

vitro comme 1 vivo, corrélée a I'abolition de la commutation de classe. La transcription germinale (Ix-
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Cx) est différemment affectée selon les isotypes, la production des transcrits hybrides (Iu-Cx) est
considérablement diminuée (au-dela d’un facteur 100), de méme que la formation des transcrits
circulaires excisés (ces deux derniers types de transcrits correspondent au résultat de la réaction de

commutation de classe, apres la recombinaison entre régions S).

La 3’RR régule donc effectivement la maturation de la cellule B aux stades tardifs. Elle est
essentielle pour la commutation de classe et la synthese d’immunoglobuline. Elle est impliquée dans
la transcription germinale des génes constants et favorise ainsi l'accessibilité des régions S.
Néanmoins, en son absence, I'expression de la chaine lourde, la transcription germinale et la
commutation de classe sont trés fortement réduites, mais pas totalement abolies. D’autres éléments
cis-régulateurs semblent impliqués, et coopereraient avec la 3’RR. Ils pourraient contribuer a la
transcription germinale dans les cellules B activées et a la transcription des genes de chaine lourde a
partir du promoteur pV,, dans les plasmocytes. Ils pourraient aussi expliquerait pourquoi 'lgGl
semble moins affectée par la délétion de la 3’RR. Ep est un candidat potentiel, d’autant plus que des
interactions physiques ont récemment été mises en évidence entre la 3’RR et Eu dans les cellules B
activées ou les plasmocytes (Ju et a/., 2007 ; Wuerffel et a/., 2007). Lors de la commutation de classe,
ces interactions définissent une conformation chromosomique en boucle qui établit un échafaudage

favorisant la synapse S-S (Wuerffel et a/., 2007).

L’analyse des souris 3’RR-déficientes se poursuit au laboratoire avec Iétude de I'influence de
la délétion sur les recombinaisons VD] et sur Phypermutation somatique. Un mode¢le de ciblage et
de délétion conjointe de hs3a et hsl,2 par recombinaison homologue a également été élaboré, et
pourra étre comparé au modele de délétion hs3b-hs4 (Pinaud et @/, 2001). En particulier, ce dernier
induit une diminution de la synthe¢se d’immunoglobuline et de la commutation de classe impliquant
la plupart des isotypes, sauf Cu et Cyl. Peut-c¢tre I'absence de hs3a et hsl,2 affectera-t-elle la
production de ces deux isotypes ? Par ailleurs, nous tentons de réaliser, avec Eric Pinaud (CR
CNRS) et Marie Marquet (doctorante) la double délétion Eu-3’RR. Nous vérifierons si les processus
déja lourdement affectés par la délétion de la 3’RR, mais maintenus a une légere activité résiduelle
(transcription germinale, commutation de classe, expression des genes de chaine lourde
d’immunoglobuline), sont plus sévérement atteints, voire méme abolis. Peut-étre Eu peut-il d’autre
part se substituer a la 3’RR, en son absence, pour certaines activités cellulaires, dans le cadre d’une

potentielle redondance qui pourra alors étre mise en évidence ?

Enfin, jusqu’a présent, toutes les études du role régulateur de la 3’RR se sont portées sur les
éléments hs, activateurs ou isolateurs, et sur leurs fonctions «actives ». Néanmoins, 'une des

caractéristiques structurales importantes de la 3’RR, que 'on pourrait qualifier de caractére « passif »,
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est sa configuration palindromique : hs1,2 est flanqué de part et d’autre par des séquences répétées
inversées de 12 kb, qui incluent a leurs extrémités les activateurs hs3a ou hs3b (Chauveau et Cogné,
1996 ; Saleque et al, 1997). Ce grand palindrome pourrait contribuer significativement a la
fonctionnalité de la 3’RR. Lorsque 'on ampute la 3’RR d’une partie (délétion hs3b-hs4, Pinaud et a/,
2001) ou de la totalité (délétion hs3a-hs1,2-hs3b-hs4, Vincent-Fabert et 4/, 2010b) du palindrome,
on fait apparaitre un phénotype. Lors des délétions individuelles (Bébin et a/, 2010 ; Manis et @/,
1998 ; Vincent-Fabert et a/, 2009), absence de phénotype pourrait aussi venir du fait que le
palindrome n’est pas déstructuré. En effet, les délétions suppriment seulement quelques centaines de
pb, laissant intacts plusieurs kb dans les séquences répétées inversées. Afin de comprendre si ces
séquences ont un role fonctionnel important dans la physiologie de la cellule B, un projet est en
cours au laboratoire. Il consiste a 6ter la région contenant les deux premiers activateurs (hs3a et
hs1,2) et le bras du palindrome entre eux (selon la stratégie décrite plus haut pour la délétion
conjointe d’hs3a et hsl,2), puis a réintroduire uniquement le cceur des activateurs dans le locus.
Ainsi, la 3’RR conservera ses quatre activateurs, mais aura perdu sa structure palindromique. Ce
modele nous permettra d’évaluer si ’éventuel phénotype observé dans le modele de délétion de

hs3a-hs1,2 cité plus haut est da seulement a 'absence des activateurs ou a 'absence du palindrome.
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Annexe 1
Ig synthesis and class switching do not require the presence of the hs4 enhancer in the 3'
IgH regulatory region.

Christelle Vincent-Fabert, Véronique Truffinet, Rémi Fiancette, Nadine Cogné, Michel Cogné, &
Yves Denizot.

The Journal of Immunology, volume 182, numéro 11, pages 6926-6932.
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Annexe 2

Genomic deletion of the whole IgH 3' regulatory region (hs3a, hsl,2, hs3b, and hs4)
dramatically affects class switch recombination and Ig secretion to all isotypes.

Christelle Vincent-Fabert, Rémi Fiancette, Eric Pinaud, Véronique Truffinet, Nadine Cogné, Michel
Cogné & Yves Denizot.

Blood, volume 116, numéro 11, pages 1895-1898.
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