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-Résumé-

Lors du développement lymphocytaire B, le locus IgH subit de nombreux
remaniements géniques contrélés par différents éléments cis régulateurs. La premiere
région régulatrice est constituée de I'activateur intronique cEu et ses régions d’attachement
a la matrice (MARsg,). Pour nos études, nous avons réalisé les Knock-Out de la totalité de la
région et des régions MARsg,. Le premier modele, entrainant un sévere blocage du
développement B, confirme l'importance de Eu aux stades précoces. Ce modele met
également en évidence le réle important de Eu pour I'expression de la chaine lourde u au
stade pré-B, sa délétion entrainant un déséquilibre des compartiments B périphériques
caractérisé par la diminution de la population B folliculaire a la faveur des cellules B de la
zone marginale. L'étude du second modele met en lumiére un réle important des régions
MARsg, lors de d’hypermutation somatique. De fagon étonnante, les MARsg,.influencent ce
processus en cis au locus IgH mais aussi en trans, au locus des chaines légéres x.

La seconde région régulatrice située en 3’ du locus est constituée de quatre
activateurs transcriptionnels (hs3a, hs1-2, hs3b, hs4). Elle présente une structure quasi-
palindromique, dont le réle restait méconnu, incluant des séquences inversées et répétées
organisées autour de hs1,2 (hs4 étant situé en dehors de cette structure). Le Knock-Out de
ce quasi-palindrome confirme que hs4 permet I'expression optimale de la chaine lourde u
dans les cellules B au repos ; ce modele démontre également un rdle capital de cette région
pour le processus d’hypermutation somatique couplé a la transcription.

-Summary-

During B cells development, the IgH locus undergo many genetics rearrangements
regulated by several cis-regulatory elements. The first regulatory region is composed of the
intronic enhancer cEu and its matrix attachment regions (MARsg,). In our study, we have
realized the Knock-Out of both full length Ep and the MARsg, regions. The first model led to
a drastic B cell development blockade and confirms the importance of Eu at the early stages.
This model also highlights the important role of Eu for the u heavy chain expression at the
pre-B cell stage. Eu deletion results in the unbalance of peripheral B cells subsets wherein
follicular B cell population is decreased in favor of marginal zone B cells. The second model
revealed an important role of MARsg, for somatic hypermutation. Surprisingly, the MARsg,
regions influence this process in cis at the IgH locus but also in trans at the x light chain
locus.

The second regulatory region, located at the 3’ end of the locus, contains four
transcriptional enhancers (hs3a, hsl1-2, hs3b, hs4). It displays a “quasi-palindromic”
architecture; including inverted repeated sequences organized around hs1-2 element (hs4 is
outside of this structure). The function of this particular structure remains unknown. The
“quasi-palindromic” Knock-Out confirms that hs4 allows an optimal expression of the u
heavy chain in resting B cells. This model demonstrates also a key role of this region for
transcription-coupled somatic hypermutation.
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Fig.1 : Représentation schématique d’une immunoglobuline, exemple d’une IgG :
les immunoglobulines sont constituées de 2 chaines lourdes (rouge) et de deux
chaines légéres (jaune) qui possedent une région variable (V, et V,) et une région
constante définie par différents domaines (C, et C).




INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le systéme immunitaire a pour fonction d’assurer la défense de I'organisme contre
des agents pathogénes (bactériens, viraux ou parasitaires) et de contrbler certains
déreglements cellulaires aboutissant a la formation de tumeurs. |l possede une capacité
d’apprentissage permettant la tolérance des antigenes du soi et I’élimination des antigénes
du non soi. Au sein de ce systeme, les lymphocytes assurent la reconnaissance spécifique
des pathogenes et déclenchent des réponses immunitaires adaptatives en conséquence. Les
lymphocytes B sont les cellules effectrices de I'immunité humorale grace a leurs récepteurs
de surface spécifiques d’un antigene particulier, les immunoglobulines membranaires. La
reconnaissance d’un antigéne par ces immunoglobulines entraine I'activation des cellules B
qui se multiplient et se différencient jusqu’au stade final du lignage B : les plasmocytes. A ce
stade, ces cellules spécialisées ont la capacité de sécréter la forme soluble des
immunoglobulines : les anticorps. Les anticorps peuvent lier spécifiguement un antigene

dans le but de le neutraliser ou de I’éliminer.

Les immunoglobulines sont constituées par I'assemblage de deux chaines lourdes
identiques associées par des ponts disulfures a deux chaines légeres identiques (fig 1).
Chaque chaine comprend une région constante et une région variable. L'association des
domaines variables des chaines lourdes et |égeres forme le site de fixation a I'antigene ; le
domaine constant confére les propriétés effectrices de I'immunoglobuline. Chez la souris
comme chez I’homme, on distingue deux types de chaines légéres (k et A) et 5 classes de
chaines lourdes (y, 6, y, € et a) définissant respectivement les IgM, IgD, IgG, IgE et IgA. Chez

la souris, il existe quatre sous-classes d’lgG : 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3.

Les genes codant les immunoglobulines ne sont pas fonctionnels dans leur
configuration germinale. Les cellules précurseurs de la lignée lymphoide B subissent des
réarrangements intragéniques aux loci des chaines lourdes et légéres d’'immunoglobulines
qui peuvent conduire a I'expression de chaines fonctionnelles capables de s’assembler pour

former une immunoglobuline.
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Fig.2 : Représentation schématique des loci des génes d’lg de souris :

(A)-Le locus IgH situé sur le chromosome 12 possede plus de 200 segments de variabilité (V), une
douzaine de segments de diversité (D) et 4 segments de jonction (J). A la suite, des segments codant
pour la partie variable des chaines lourdes se situent les 8 blocs d’exons W, , v3,y1 ,y2a ,€ et a codant
les régions constantes.

(B)-Le locus Igk sur le chromosome 6 comprend 174 segments Vk, 5 segments Jk et un seul segment Cx.
(C)-Le locus Igh sur le chromosome 16 posseéde 4 paires de segments JA-CA et 3 segments VA.
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Les genes des immunoglobulines sont spécifiguement exprimés dans la lignée
lymphoide B et leur expression dépend du stade de développement. lls sont groupés en loci
et situés sur trois chromosomes différents chez ’'homme comme chez la souris. Nous

détaillerons plus particulierement I'organisation des génes d'immunoglobulines de souris.

1) Les loci des chaines légeres des immunoglobulines

Il se situe sur le chromosome 6 de la souris. La région variable de la chaine kappa est
codée par les segments Vk et Jk. Ce locus comporte 174 segments Vk (93 sont fonctionnels
et 47 sont des pseudogénes) répartis en 18 familles et 5 segments Jk. La région constante

est codée par un seul segment Ck (fig 2).

Les génes codant les chaines légeres lambda sont situés sur le chromosome 16 de la
souris. Ces genes sont répartis en 4 familles comportant chacune une paire de segments JA
et CA (JA1 a JA4 et CA1 a CA4) (fig 2). Le locus murin ne contient que trois segments VA ; VA1
s’associant préférentiellement a JA1 et JA3 tandis que VA2 et VA3 s’associent a JA2 (JA4 et
CA\ étant défectifs). Les lymphocytes B exprimant une chaine légére A sont minoritaires

chez la souris: environ 5% contre 95% exprimant k .

2) Le locus des chaines lourdes des immunoglobulines (IgH) (fig 2 et 3)

Le locus des IgH est situé sur le chromosome 12 de la souris ou il s’étend sur plus de

3 mégabases. Il peut étre divisé en deux régions principales :

Une premiére région « amont » du locus contient les segments codant les régions
variables des chaines lourdes : dans I'ordre, du télomeére vers le centromére, on trouve les
segments variables Vy, de diversité Dy et de jonction Ju. Il existe plus de 200 segments
géniques (Vy) regroupés en 15 familles a I'extrémité 5’ du locus. En aval de ces segments, se
situe une douzaine de segments de diversité (Dy) puis un groupe de 4 segments de jonction

Iy

La seconde région « aval » du locus contient les génes codant la partie constante des

chaines d’'immunoglobulines. Ces génes constants sont au nombre de 8, ils codent les huit

D)

[ —



[11-85
[11-84
[11-82

5

200 kb
- O [ o ] < o
w90 Uity U iy iy ity
HT HH—1+—1 {1 - 400 kb
= ™ @ ~ @ —
iy % @ o b
- w© - - - ]
— Tt Tt W {} 600 kb
*
g o -
- ™ ¥ o™ o™ o™ =
@ @ 9@ @ @ o
- - w0 - - -
O H— {1 1+ 800 kb Nomenclature avant
Nomenclature IMGT 2005
*
@ @ - o P o O IGHV1 Vh558
ik & @ AL AL P it IGHV2 VhQ52
{1 {1 {1 {1 {—F THF 1000kh  |GHV3 Vh36-60
IGHV4 VhX24
& 8 w F + ¥ IGHV5 Vh7183
- - w© - w -
— o F—E o o 1200 kb IGHV6 VhJ606
. IGHV7 VhS107
™ o =) ~ ) o+ - @ IGHVS8 Vh3609P
T ¥ I @ °? o
- - - - - - - - IGHV9 VhGam3-8
Il I I
—iH—a—a—8 T T Tt 1400kb  1GHv10 Vh10
IGHV11 Vhil
o o =) © o~ w oo o - o IGHV12 Vh12
N o o Y TG =T hTATY & W
= 5 e it g calp il i & = IGHV13 Vh3609N
— H— HT— {THT} {} — 1600kb  |GHV14 VhSm7
b " IGHV15 Vh15
o™ - -
o @9 I 9 0 s o i bY¢ o+ IGHD1-1 DFL16.1
- (o] m () - M O - o©) -
O 0 o—o—Ha 0 o—a 2000k IGHD2:3 D-SP2.9
& IGHD2-4 DSP2.2
* *
S ; g ; g :’_? S‘ g :.‘ S : ;_5 IGHD2-5 DSP2.x
= iSE L= = N IGHD2-6 DSP2.x
Il Il ml
—— — H—— ) —— 2200k |cipay p—
o IGHD2-8 DSP2.5
¥ ¥ ¥ o] .
¢ = W oo r o W ol s IGHD3-1 DST4.2
o+ - o e o It Woow ] Y IGHD3-2 DST4
—{——+—1—1% {} e ) {1 {TH1 2400 kb IGHDA4-1 DQ52
1 o™
@ @ o 9 9 3 @ o 3 oo
w o™ w o™ w o™ w o™ w o™
———— ——{H+— 2600 kb

A\ S B
- o™ o™ o™
B B B B
| ] o - L |
o«
(o]
= T
o ©
#—% ——— {} 2800 kb
= 05
-~ o™~ o™
(o] O (o] w
3 I XL a0 g
© © ¢ ¢ ©
————f—-0——-= 2900 kb

0 50 1 Dlﬂ 150 20|0 kb
|

Fig.3: Représentation schématique des loci des génes des chaines lourdes de souris et nomenclature
des génes de diversité et variables (d’aprés IMGT)
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classes et sous-classes d'immunoglobulines. Chague geéne constant est composé de
multiples exons codant les domaines structuraux propres a chaque chaine lourde, les
régions charniéres spécifiques a certaines classes d’immunoglobuline et les domaines

transmembranaires et intra-cytoplasmiques des immunoglobulines de surface.



/

Chaine lourde Chaine lourde \
Small pré-B w
Chaine
légere

Large pré-B /

Précurseur B Pro-B
— &
—
Pseudo
chaine
légeére
Réarrangement DJ Réarrangement V-DJ Rearrangements Selectlon par le
K Sélection par le pré-BCR VL—IL BCR /
Organes lymphoides
Moelle osseuse secondaires (Phase
(Phase dépendante de
indépendante de I'antigéne) Y * \
I'antigéne) B matures
Plasmocytes Commutation de e
classe et |
hypermutation
somatique \
Antigéne
Anticorps Y
Lymphocyte B
K activé /
Fig.4 : Représentation schématique de I’ontogénie des lymphocytes B
Locus des chaines lourdes en  ssssse = = + 7H.I.H7H.I.H_ iR E §F B WSS
configuration germinale 5
Vi..n D J pd 391 2by2a & o
Stade pI'O-B Reéarrangement DH-JH .'~,
LR RN B B ) ”/ I - - - - - - E—— .
I 3
¥ Vi.n D-J TR Byl yhPac o
Stade pre-B LS
Réarrangement VH-DHJH® ¢
’ 3'
V-DJ
5 pd 3 91 2by2a & «
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fig 4
L'ontogenése des lymphocytes B comprend deux phases successives : une phase
précoce qui s'opere indépendamment de I'antigéne, s’effectuant dans la moelle osseuse
chez I'adulte (dans le foie foetal) suivie d’'une phase tardive qui dépend des stimuli
antigéniques prenant place dans les organes lymphoides périphériques (rate, ganglions,

tissus lymphoides associés aux muqueuses).

1) Phase indépendante de I'antigene

Les cellules B ont pour origine les cellules souches hématopoiétiques de la moelle
osseuse chez I'animal adulte. Dans ces cellules précurseurs du lignage B, les genes
d’immunoglobuline vont subir une série de réarrangements ordonnés appelés
réarrangements « V(D)J ». Ces remaniements géniques, qui ont pour but de former des
exons codant les régions variables des chaines lourdes et légéres d’immunoglobulines,
correspondent a I'aboutage aléatoire de segments Vy, Dy et Jy du locus IgH (fig 5), V. et J,
des loci des chaines légeres. Le mécanisme de jonction entre les segments V(D)) étant
imparfait, seuls les réarrangements dits « productifs » (c'est-a-dire respectant le cadre

ouvert de lecture) aboutiront a la production d’une chaine protéique fonctionnelle.

L'engagement d’un progéniteur lymphoide vers la lignée lymphocytaire B est
dépendant des protéines E2A, du facteur de transcription PU.1 et du récepteur a I'IL7
(Medina et al., 2004; Seet et al.,, 2004) qui permettront |'expression du facteur de
transcription EBF (Early B lymphocyte Factor). EBF active directement |'expression des
produits du gene Pax-5 (O’Riordan and Grosschedl, 1999). Pax-5 code des facteurs de
transcription dont I'isoforme majeure est BSAP (pour B specific activator protein). PAX-5
adapte le programme d’expression génique des cellules progénitrices aux besoins des
cellules lymphocytaires B. Il réprime les génes dont I'expression est inappropriée dans les
lymphocytes B et active les génes spécifiques de la lignée. L'expression de 110 genes est
réprimée par PAX-5, ces génes codent des protéines impliquées dans des fonctions telles
gue la communication inter cellulaire, I'adhésion des cellules, la migration... PAX-5 active

170 genes qui sont principalement impliqués au niveau de la signalisation de la cellule B, la &
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présentation antigénique, la formation de centre germinatif... Parmi ces génes, PAX-5 active
des genes codant des composants essentiels du pré-BCR tels que CD79a mais aussi des

molécules costimulatrices comme CD19 et CD21 (Cobaleda et al., 2007) (fig 6).

Les réarrangements ordonnés débutent au locus IgH dés le stade pré-pro-B. Les
premiers réarrangements sont de type « DJ » : un segment Dy est abouté a un segment J,

ces remaniements s’opérent quasi-simultanément sur les deux alléles.

Au stade pro-B, le locus IgH subit un second type de réarrangement de type « VDJ »:
il se produit, sur un premier alléle, entre un segment Vy et le segment DJy préalablement
réarrangé. Dans le cas olu ce premier réarrangement n’est pas productif (le réarrangement
V(D)J décale le cadre ouvert de lecture), un réarrangement du méme type s’opeére alors sur
le deuxieme alléle ; statistiquement, seul le tiers des évenements de recombinaison est
productif (Alt et al., 1987). Le produit d’'un réarrangement fonctionnel (en phase) permet la

synthése d’une chaine lourde u dont I'expression caractérise le stade suivant : pré-B.

A ce stade, la chaine lourde u s’associe avec une pseudo-chaine légere codée par les
produits des genes Vpré-B et A5 (Melchers et al., 1993; Monroe and Dorshkind, 2007). La
molécule ainsi constituée est exprimée a la surface de la cellule en association avec les
molécules de transduction du signal Iga et IgB, '’ensemble forme le récepteur pré-B ou pré-

BCR (pre-B Cell Receptor).

Les réarrangements des chaines lourdes, séquentiellement ordonnés, n’autorisent
I’expression que d’un seul alléle et donc d’un seul type de pré-BCR a la surface de la cellule

B.

L’expression du pré-BCR a la surface de la cellule permet les réarrangements aux loci
des chaines légeres d’'immunoglobuline. Ces derniers s’effectuent également de fagon
séquentielle, tout d’abord sur les alleles des génes des chaines légéres k, puis sur ceux des
chaines A. Si cette deuxieme étape conduit a un réarrangement productif, la cellule peut
alors exprimer a sa surface une IgM (composée de deux chaines lourdes u et de deux

chalnes légeres k ou A associées aux molécules de transduction du signal Iga et Igf,
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I’ensemble formant le récepteur B (BCR) de type IgM. A ce stade, la cellule est appelée « B

immature ».

¢ Le stade B immature

Avant de sortir de la moelle osseuse, les cellules B immatures vont étre soumises a
une sélection négative qui va permettre d’éliminer par apoptose les cellules reconnaissant
les antigénes du soi ce qui correspond a 40-60% des cellules (Melchers et al., 1993). A ce
stade, il est possible de « sauver » un clone B autoréactif grace a un phénomene appelé
« editing » qui consiste a des réarrangements secondaires produisant de nouvelles chaines
légeres (Tiegs et al., 1993; Hertz and Nemazee, 1997; Melamed and Nemazee, 1997;
Pelanda et al., 1997). Si toutefois la cellule immature conserve son autoréactivité (malgré
I'editing), celle-ci pourra encore devenir anergique (diminution de la prolifération,
désensibilisation et sous-expression du BCR (Pike et al., 1982; Goodnow et al., 1988; Vilen et
al., 1997) ou étre éliminée par apoptose (Hartley et al., 1993; Norvell et al., 1995). Les

cellules qui survivent quittent la moelle osseuse et se dirigent vers les organes lymphoides

périphériques ou elles subiront les derniéres étapes de maturation.

Les recombinaisons s’opérant entre les segments V, D et J nécessitent I'introduction
de cassures double brin de I’ADN en amont et aval de ces segments, de telles Iésions
constituent en quelque sorte une « instabilité volontaire » pour le génome de précurseur B.
Afin gqu’ils ne conduisent pas a des translocations (la conséquence de recombinaisons entre
partenaires illégitimes), les mécanismes moléculaires des recombinaisons VDJ doivent étre

finement régulés et extrémement bien surveillés.

Les recombinaisons V(D)) sont initiées par une machinerie enzymatique qui
comprend les endonucléases codées par les génes Rag-1 et Rag-2 (Recombination
Activating Gene) dont I'expression est restreinte aux lignées lymphocytaires B et T. De plus,
leur expression simultanée est nécessaire afin d’obtenir une efficacité optimale du
mécanisme de recombinaison (Schatz et al., 1989; Oettinger et al., 1990). L’inactivation des
génes Ragl ou Rag-2 chez la souris aboutit a un blocage complet du développement B aux

stades précoces (Mombaerts et al., 1992; Shinkai et al., 1992).
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Ces régions sont constituées de motifs de sept et neuf nucléotides, trés conservées, séparées
par des régions espacées de 12 ou 23 nucléotides.

(D’apreés Schatz and Ji, 2011)
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Les recombinaisons des segments codant les régions variables des chaines lourdes et
légeéres s’effectuent au niveau de sites spécifigues nommés « séquences signal de
recombinaison » (RSS). Ces séquences sont situées en aval des segments Vy et V|, en amont
des segments Jy et J, ; de part et d’autre de chaque segment Dy. Les RSS sont constituées de
deux motifs consensuels tres conservés de sept et neuf nucléotides (heptamere CACAGTG et
nonamere ACAAAAACC), séparés par des régions de 12 ou 23 nucléotides aléatoires
(Tonegawa, 1983; Schlissel, 2003) (fig 7). Les recombinaisons se réalisent majoritairement
entre un RSS comportant un séparateur de 12 nucléotides et un séparateur de 23
nucléotides, c’est la regle dite « 12-23 ». Au locus IgH, la régle 12-23 est majoritairement
respectée ; elle n’autorise les recombinaisons qu’entre segments Dy et J, puis Vy et D-Jy. Les
segments Dy étant flanqués du méme type de RSS en 5’ et 3’, ces derniers ne peuvent
réarranger qu’avec les RSS compatibles (V4 en 5 et Jy en 3’), évitant ainsi la formation
d’exons Vy-Jy ou Vu- Dy - Jy (Meek et al., 1989). De facon similaire, aux loci des chaines
légeres, les combinaisons de RSS 12-23 n’autorisent des recombinaisons qu’entre les

segments V et J.

Le déroulement de la recombinaison VDJ peut étre découpé en deux phases: la
premiére consistant en la reconnaissance des sites RSS ainsi que la réalisation d’une cassure
double brin de I’ADN, la seconde correspondant a I’'aboutage des segments et la réparation

de la jonction occasionnée (fig 8).

Lors de la premiére phase, la protéine RAG-1 s’associe avec I'heptamere et les
nucléotides 12/23 adjacents, la protéine RAG-2 collabore afin de stabiliser ce complexe
(Swanson, 2004). Ces derniéres sont associées aux protéines HMGB1 et HMGB2 (High
Mobility Group 1) qui stimulent la formation du complexe ainsi que le clivage au niveau des
séquences RSS (van Gent et al., 1997). Les protéines RAG initient la coupure double brin de
'ADN en introduisant tout d’abord une coupure simple brin en 5 de la séquence
heptamere. Ceci génere un groupe 3’ hydroxyl libre qui attaque alors le second brin d’ADN.
Ce clivage généere deux types d’extrémités : deux extrémités « codantes » présentant une
structure en épingle a cheveux (nécessaire a l'aboutage des segments ciblés par la
recombinaison, par exemple Dy et J,) et deux extrémités « signal » a bord franc (permettant
I'aboutage de la région intergénique clivée, située entre les deux segments d’intérét). La

réparation de ce clivage fait intervenir la voie Non Homologous End Joining (NHEJ), voie

N
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Fig 8 :

A. Recombinaison V(D)J selon la régle des 12/23: La recombinaison s’effectue entre RSS comportant un
séparateur de taille différente. Ainsi, les recombinaisons ne peuvent se faire qu’entre un D et un J puis un V

et un DJ réarrangé.
B. Mécanisme de réparation mis en jeu lors des recombinaisons VDJ.

Le complexe protéique Rag crée une coupure double brin de I’ADN au niveau de I’heptamére entre D, et
J, établissant ainsi des extrémités « codantes » en épingles a cheveux et des extrémités du signal a bout
franc. Artemis est recruté et phosphorylé par DNAPkcs, ouvre I'épingle a cheveux. Le complexe XRCC4,

DNA-liglV, cernunnos ligature les extrémités codantes et celle du signal.
(D’apreés Schlissel, 2003, Schatz and Ji, 2011)
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prédominante de réparation des cassures double brin non homologues de I’ADN dans les
cellules de mammiféres. Les facteurs mis en jeux dans cette voie sont Ku70/Ku80, DNA-
PKcs, XRCC4 ligase IV, Artemis et Cernunnos (XRCC4-like factor), (Schlissel, 2003; Dudley et
al., 2005; Stavnezer et al., 2010).

Les protéines RAG restent associées a ’ADN apreés les coupures et forment ainsi un
complexe de post-clivage. Ce complexe recrute les facteurs Ku70 et 80 en se fixant au
niveau des extrémités d’ADN. Les protéines Ku ont pour roles : de protéger les extrémités
de I’ADN des activités exonucléasiques (Taccioli et al., 1994), de rapprocher les segments
d’ADN afin de faciliter la ligature de la jonction, de recruter les protéines intervenant dans la
réparation de I’ADN. La réalisation de la jonction codante nécessite I'ouverture de I'épingle
a cheveux, cette étape étant effectuée grace a l'activité endonucléasique d’Artémis
phosphorylé par la kinase DNA-PKcs (Sérine/Thréonine kinase) (Ma et al., 2002). La ligature
est ensuite assurée par les facteurs ligase IV et XRCC4 (Ahnesorg et al., 2006; Buck et al.,
2006; Sekiguchi and Ferguson, 2006). Cernunnos stimule I'activité des ligases XRCC4/liglV
(Hentges et al., 2006; Gu et al., 2007). La réalisation de la jonction fait intervenir I'enzyme
Terminale deoxynucleotidyl Transferase (TdT) qui ajoute aléatoirement des nucléotides aux
extrémités 3’ ce qui a pour effet de créer une grande diversité de jonctions et ainsi

d’augmenter la diversité antigénique.

2) Phase dépendante de I'antigene

Cette seconde étape se déroule dans les organes lymphoides secondaires et
nécessite la présence d’'un antigéne. Cette phase dépendante de I'antigene conduit a la

formation de cellules sécrétrices d’anticorps (plasmocytes) et de cellules B mémoires.

Les cellules B qui ne sont pas auto-réactives peuvent quitter la moelle osseuse et
passer dans les organes lymphoides secondaires. Ces cellules sortant de la moelle osseuse
possedent les mémes caractéristiques phénotypiques (Allman et al., 1992) que les cellules B
immatures. Elles sont nommeées « transitionnelles » pour indiquer leur stade intermédiaire

de développement. Le compartiment des cellules transitionnelles est divisé en deux sous-
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Fig 9 : Ontogénie des cellules B transitionnelles
PALS : manchons lymphoides péri-artériolaires
(D’apres Chung et al., 2003)
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populations : transitionnel T1, transitionnel T2. Ces deux populations sont caractérisées par

la présence du récepteur de surface CD93.

Les B transitionnels de type 1 (T1) ont un phénotype proche des cellules B
immatures de la moelle osseuse. lls présentent peu ou pas d’expression d’lgD membranaire,
une forte expression d’IgM membranaire et une faible expression des récepteurs CD21 et
CD23. Ces cellules semblent étre exclues de la zone folliculaire des centres germinatifs
(Loder et al., 1999). Les cellules T1 circulent dans le sang et se situent au niveau de la partie
externe des manchons lymphoides péri-artériolaires (PALS) (Chung et al., 2003). La
population T1 est soumise a une sélection négative en périphérie : seules quelques cellules
T1 se différencieront en cellules T2 (délétion clonale et anergie). La fixation de BAFF sur leur
récepteur BAFF-R présent a la surface des cellules B transitionnelles permet aux cellules de
se différencier et devenir des cellules B matures (Sasaki et al., 2004). La différenciation des
cellules transitionnelles semble également étre dépendante des signaux délivrés par le BCR.
L'étude de nombreux modeles de souris transgéniques ou des mutations affectent la
signalisation par le BCR a permis de montrer qu’une altération du signal empéche soit le

passage du stade T1 au stade T2 soit le passage du stade T2 au stade B mature.

Les B transitionnels de type 2 (T2) ont migré au sein des zones folliculaires (Loder et
al., 1999). lls possedent un phénotype intermédiaire entre les cellules B T1 et les
lymphocytes B matures. Ces cellules possedent encore une forte expression d’IgM et
expriment les marqueurs CD21 et CD23. Allman et collaborateurs, ont subdivisé la

high

population T2 en deux selon I'expression de I'lgM membranaire (les T2 sont IgM™" alors

que les T3 sont IgMint (Allman et al., 2001). Cette nouvelle population T3, caractérisée tout
d’abord comme transitionnelle, correspondrait plutét a une population anergique
indépendante qui serait maintenue dans cet état par la présence d’autoantigénes dans la
rate (Merrell et al., 2006). Les cellules T2 sont présentes dans la rate, localisées aussi bien
dans les PALS que dans les follicules ou ont lieu la présentation des antigenes exogenes et
I'activation T-dépendante des cellules B matures (Chung et al., 2003).

Au cours de leur développement, ces cellules vont acquérir progressivement leur
capacité a répondre a un antigene ainsi qu’a une stimulation T dépendante (Chung et al.,

2002). En effet, a la différence des T1, les cellules T2 sont capables de proliférer suite a la
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stimulation par le BCR (Petro et al., 2002; Su and Rawlings, 2002) et d’intégrer les signaux de
costimulation par les lymphocytes T (Chung et al., 2002).
¢ Les cellules B matures

Les cellules B transitionnelles vont avoir une destinée différente en fonction de la
nature du signal induit par lactivation de leur récepteur B de surface (appelé
communément « BCR strenght » qui peut étre traduit par « force de I'activation du BCR »)
(Niiro and Clark, 2002; Pillai and Cariappa, 2009). Les cellules B matures sont divisées en
trois catégories majeures : les B-1, les B de la zone marginale et les B de la zone folliculaire.

Ces cellules different de par leur localisation, leur capacité a migrer ainsi que par leur

activation dépendante ou non des cellules lymphocytaires T.

Les cellules B-1 sont localisées au niveau de la cavité péritonéale et de la cavité
pleurale. On distingue les cellules B-1a et B-1b, le sous-groupe B-1a est caractérisé par la
présence du marqueur de surface CD5. Elles sécretent spontanément des anticorps naturels

(de faible affinité) et procurent ainsi une protection immédiate contre des pathogenes.

Les cellules B de la zone marginale (communément appelées MZ B) sont localisées
entre les pulpes blanche et rouge de la rate. Ces cellules conservent une forte expression
d’lgM, elles sont caractérisées par une forte expression du marqueur CD21 et une faible
expression du marqueur CD23. Elles participent, comme les cellules B-1, a une réponse
immunitaire trés précoce grace a une activation indépendante des cellules lymphocytaires

T.

Ces deux types cellulaires constituent un intermédiaire entre la réponse immunitaire
innée, trés rapide, et la réponse immunitaire adaptative apparaissant plus tardivement.
Aprés une stimulation antigénique, elles auront la capacité de générer rapidement des
cellules plasmocytaires sécrétant des IgM (Martin et al., 2001) mais aussi des IgA et des IgG

(Cerutti et al., 2011).

Les cellules B folliculaires constituent la majorité des cellules lymphocytaires B de la
rate. Elles sont localisées au niveau des follicules primaires. Elles possedent la capacité de se
déplacer entre les différents organes lymphoides. Les cellules folliculaires possédent une
expression du marqueur de surface CD21 plus faible que les cellules de la zone marginale et

une forte expression du marqueur CD23. Ces cellules répondent préférentiellement a une
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stimulation T dépendante. Aprés avoir rencontré un antigene, elles vont former des
follicules lymphoides appelés centres germinatifs (CG). Au sein de ces microstructures
propices aux interactions avec les cellules T et les cellules dendritiques, les cellules B vont
subir simultanément de nouvelles modifications de leurs genes d’'immunoglobuline dans le
but d’améliorer [I'efficacité de la réponse antigénique. Ces processus nommeés
hypermutation somatique (ou SHM pour Somatic HyperMutation) et commutation
isotypique (ou CSR pour Class Switch Recombination) permettent d’une part d’augmenter
I'affinité de I'immunoglobuline pour I'antigene (dans le cas de la SHM) et d’autre part de
modifier le type de chaine lourde d’immunoglobuline (et par conséquence la classe
d’'immunoglobuline) sans modifier la région variable (c'est-a-dire en conservant le méme

site de liaison a I'antigeéne).

Les dernieres étapes de la maturation lymphocytaire B vont conduire a la formation

d’un pool de cellules B mémoires et de plasmocytes.

¢ Les cellules B mémoires :

Les cellules B mémoires sont générées lors d’une réponse primaire, elles procurent a
I'organisme une immunité humorale de longue durée. Lors d’une seconde réponse a
I'antigene, elles peuvent rapidement proliférer et générer des cellules plasmocytaires. Elles
sont formées suite a une réponse T-dépendante (TD) au sein des centres germinatifs ou

suite a une réponse T-indépendante (TI) en dehors des centres germinatifs (Dogan et al.,

2009).

La réponse lymphocytaire B TD commence apres la rencontre avec un antigene et
I'interaction appropriée avec des cellules lymphocytaires T. La réponse se produit au sein de
centres germinatifs ou les cellules B vont subir des remaniements intergéniques
secondaires : SHM pour acquérir une plus grande affinité antigénique et CSR pour générer

de nouvelles classes d’'immunoglobuline (IgG, IgA ou IgE).

La notion de cellules B mémoires Tl est loin d'étre nouvelle, elle débute avec les
travaux des groupes de Muramatsu (Hosokawa, 1979; Hosokawa et al., 1984) et Truffa-
Bacchi (Le Moal and Truffa-Bachi, 1985). Il faut attendre 2004 et les travaux d'Alugupalli
pour que |'existence de B mémoire Tl soit démontrée (Alugupalli et al., 2004). Leur étude

montre pour la premiere fois que l'immunité humorale antibactérienne d'une grande
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longévité peut étre produite d'une fagon TI. L'existence de cellules B mémoires issues d’une
réponse Tl de type Il a été démontrée par Obukhanych et Nussenzweig. lls démontrent
gu’un pool quiescent de cellules B activées précédemment par une immunisation NP-ficoll,
persiste 120 jours apres I'immunisation (Obukhanych and Nussenzweig, 2006). Les cellules
mémoires issues d’une réponse TI, présentent moins de cellules ayant effectué la CSR et

moins de mutations (Shlomchik and Weisel, 2012).

Qu’elles se forment suite a une réponse Tl ou TD, les B mémaoires sont constituées de
cellules a IgM et I1gG. Ces deux sous-populations présentent des caractéristiques différentes,
aprés une nouvelle rencontre avec I'antigéne les cellules 1gG se différencient en plasmocytes
alors que les cellules IgM sont capables d’entrer a nouveau dans un centre germinatif

(Dogan et al., 2009).

Les plasmocytes constituent le stade ultime de développement B. Ce sont des
cellules effectrices de la réponse humorale qui produisent et sécretent les anticorps a
destination de I'ensemble de I'organisme. Ces cellules expriment le récepteur de surface
CD138 (syndecan-1). Une fois différenciées en cellules plasmocytaires, les cellules B cessent
de se diviser. La durée de vie des cellules plasmocytaires ne proliférant plus varie de
guelques jours a plusieurs mois. Les plasmocytes sécrétant des IgM sont formés au début de
la réponse primaire, ils sont issus de cellules B de la zone marginale activées par I'antigene.
Ces cellules ne subissent pas (ou peu) d’hypermutations somatiques et ont une durée de vie
de quelques jours (Smith et al., 1996). Les plasmocytes a longue durée de vie sont localisés
principalement dans la moelle osseuse, méme si certaines cellules plasmocytaires de la rate

peuvent également étre de longue durée de vie (Calame et al., 2003).

La différenciation plasmocytaire implique principalement deux facteurs de
transcription : Blimp-1 et Xbp-1 (Calame et al., 2003; Lin et al., 2003). Blimp-1 réprime des
facteurs de transcription indispensables au développement B tel que PAX-5, BCL-6 ou bien
encore des protéines exprimées a la surface des cellules B matures (B220, CD19, CD21...)
(Calame, 2001). Un autre facteur de transcription, IRF4 est également nécessaire a la
différenciation plasmocytaire. Le KO conditionnel de ce facteur de transcription aboutit a

une diminution de cellules plasmocytaires post-GC (Klein et al., 2006).
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La réponse immunitaire humorale est une réponse spécifique et adaptative, au cours
de laquelle les cellules B vont a nouveau remanier leurs genes d'immunoglobulines par le
biais de I'hypermutation somatique (SHM) et de la commutation de classe (CSR) ou

commutation isotypique.

Le mécanisme d’hypermutation somatique introduit des mutations ciblées au sein
des régions variables des chaines lourdes et légéres d’immunoglobuline. La fréquence des
mutations est d’environ 1 pour 1000 bases, ce qui est mille fois plus élevé que le taux de
mutations observé au sein des cellules somatiques. L’hypermutation somatique génere
principalement des mutations ponctuelles, cependant des insertions ou des délétions
peuvent occasionnellement étre observées (environ 6% des mutations) (Goossens et al.,
1998). Les transitions introduites par SHM sont deux fois plus nombreuses que les
transversions et une grande proportion des mutations se produit au niveau de motifs
privilégiés ou « hotspots » ayant pour séquence RGYW (A/G G C/T A/T) ou WRCY sur le brin
complémentaire. Les mutations sont majoritairement localisées au niveau des régions
hypervariables (appelées régions CDR) qui forment le site de fixation antigénique.
L'introduction de ces mutations débute environ a 150 paires de base en 3’ du promoteur
IgVy et s’étend sur environ 1,5 Kb. La fréquence des mutations décroit exponentiellement
avec l"éloignement du site d’initiation (fig 10) (Rada and Milstein, 2001), celle-ci étant

directement corrélée au taux de transcription (Bachl et al., 2001).

La cellule B mature exprime a sa surface un BCR de type IgM, a la suite d’'une
rencontre avec un antigéne la commutation de classe va permettre a la cellule d’exprimer a
sa surface un nouvel isotype : 1gG, IgA ou IgE. Cette nouvelle immunoglobuline différe de
par la nature de sa chaine lourde. Lors de la CSR, la région variable ne subit aucune

modification ; de ce fait, I'affinité pour I'antigéne n’est pas affectée.

L'lgG est I'isotype majeur dans le sang et la lymphe. Il existe différents types d’IgG
qui different de par leurs fonctions effectrices : capacités variables a lier les récepteurs Fc,

induction de I'ADCC (Antibody-dependant Cell-Mediated Cytotoxicity), activation du
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complément. Chez la souris, il existe 4 sous-classes d'lgG distinctes : IgG1, 1gG2a, 1gG2b et

1gG3.

L'lgA est lisotype majoritaire retrouvé dans les sécrétions qu’elles soient
respiratoires, digestives ou génitales. Cet isotype est fortement résistant a la protéolyse

enzymatique.

L'IgE est impliquée dans la défense parasitaire mais aussi lors des réactions
d’hypersensibilité. Les mastocytes et basophiles expriment des récepteurs de haute affinité
pour I'IgE (FceRI) qui peuvent se lier aux IgE monomériques méme en absence d’antigéne.
Les antigénes spécifiques de ces IgE induisent, sur les mastocytes et basophiles, I'agrégation
des complexes IgE-FceR entrainant la libération d’histamine, responsable de

I’"hypersensibilité.

L’analyse de la région 3’RR a révélé I'existence de séquences allant de 0.5 a 1 Kb ou
49 pb sont répétées, ces régions nommeées « like-Sy » stretches (LS regions) ressemblent a
celles des régions switch. Ces régions LS, ainsi que les régions contenant les activateurs
transcriptionnels 3’, peuvent étre transcrites lors de I'activation de la cellule B (Péron et al.,
2012). La transcription de ces régions peut également aboutir au recrutement d’AID : ces
régions ont été trouvées mutées et recombinées. Le taux de mutation apparait plus
important aux niveaux des régions LS (0.25%) qu’au sein des activateurs 3’, ce taux de

mutation approchant celui de Sp (0.42%).

Les 3 éléments requis pour I'accessibilité aux recombinaisons de CSR étant réunis
(transcription, structure répétitive, ciblage par AID), la 3’'RR apparait donc comme un
substrat potentiel pour une recombinaison du méme type. Les auteurs ont ainsi pu mettre
en évidence I'existence de recombinaisons entre la région Spu et les sites LS de la 3'RR. Ces
recombinaisons aboutissent a la délétion de I'ensemble des genes constants, de ce fait, le
locus IgH devient inactif (Péron et al., 2012). Le BCR étant indispensable a la survie de la
cellule B, cette délétion entraine donc la mort de la cellule. Cet événement de
recombinaison est donc nommé « recombinaison suicide du locus ». A I’heure actuelle, Ia

régulation de ce mécanisme reste encore a découvrir.
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3) Les mécanismes des recombinaisons secondaires
Bien que de finalité différente, les processus d’hypermutation somatique et de
commutation de classe sont tous deux initiés par un effecteur enzymatique commun: la

protéine AID (pour Activation-Induced Cytidine deaminase).

La compréhension des recombinaisons secondaires a connu une avancée majeure
avec la découverte d’une enzyme B spécifique : AID (Muramatsu et al., 1999). Chez la souris,
la délétion d’AID n’altere pas le développement lymphocytaire B mais entraine un blocage
de SHM et de CSR (Muramatsu et al., 2000). Le role de cette protéine est confirmé par un
syndrome d’hyper IgM chez des patients portant une mutation du géne codant la protéine

AID (Revy et al., 2000).

Le locus Aicda codant AID contient quatre régions permettant de contréler sa
transcription (Yadav et al., 2006). Ces régions possedent de nombreux sites de fixation pour
des facteurs de transcription induits apres activation des lymphocytes B. Des régions
permettent également la fixation de protéines Id inhibant la transcription d’Aicda. Ces
protéines pourraient restreindre la transcription du géne au sein des cellules B (Gonda et al.,
2003; Tran et al., 2010). De plus, la transcription du gene Aicda apparait comme régulée par
deux miRNAs : miR-155 et miR-181b. miR-155 est exprimé dans les centres germinatifs, sa
mutation augmente les transcrits du géne Aicda. miR-155 est surexprimé dans les cellules
effectuant la commutation de classe, sa délétion induit une augmentation de ce processus
(Teng et al., 2008). miR-181b posséde un profil d’expression différent de miR-155, il est
retrouvé principalement dans les cellules B au repos de la rate, une activation par la
combinaison LPS+ll4 entraine une diminution de son expression. miR-181b réduirait

I’expression de AID dans les cellules B non stimulées (De Yébenes and Ramiro, 2010).

AID est une enzyme principalement localisée au niveau du cytoplasme (Rada et al.,
2002; Schrader et al., 2005), cependant son activité de déamination est exercée sur I’ADN,
dans le noyau de la cellule B activée. La protéine est maintenue dans le cytoplasme grace a
un site d’ancrage présent dans la partie C-terminale d’AID (Patenaude et al., 2009). Une
séquence signal d’exportation nucléaire (NES) se situe également au niveau de la partie C-
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terminale (McBride et al., 2004), elle va permettre I'importation de I’enzyme vers le noyau. U
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Fig 12: Modéle des mécanismes impliqués au cours du processus d’hypermutation somatique.

A. Recrutement d’AID : Dans les cellules B activées, AID est exprimée et phosphorylée par PKA sur la sérine
38. Cette phosphorylation facilite I'interaction avec RPA qui est une protéine liée a I’ADN simple brin.

B. Différentes voies de réparation des cassures induites par AID. Le mismatch U/G provoqué par AID peut
étre pris en charge par différentes voies de réparation (BER : Base-Excision Repair ; MMR : MisMatch Repair);
UNG : Uracil-DNAGIlycosylase ; PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen; EXO1: exonucléase 1.

(D’aprés Chaudhuri et Alt, 2004 ; Peled et al., 2008)
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La localisation d’AID dans le noyau est temporaire car elle s’y trouve rapidement dégradée

apreés poly-ubiquitination (Aoufouchi et al., 2008).

Alors que la localisation et la dégradation d’AID permettent de coordonner son acces
a I’ADN, la phosphorylation de la protéine régule son activité. Elle est augmentée apres une
phosphorylation de la sérine 38 (S38) par la protéine PKA (c-AMP-dependent protein kinase
A) (Basu et al., 2005). PKA est une protéine ubiquitaire qui phosphoryle AID uniquement
dans les cellules B activées (McBride et al., 2006). La phosphorylation d’AID permet son
activation ainsi que l'interaction avec la protéine de réplication A (RPA) (Chaudhuri et al.,
2004; Basu et al., 2005). AID n’a pas besoin de PKA ni de RPA pour se fixer sur I’ADN simple
brin (Vuong et al., 2009) cependant I'absence de phosphorylation inhibe son activité. Le réle
précis de la protéine RPA reste encore a éclaircir mais elle semble agir en aval de la
déamination de I’ADN produite par AID. RPA pourrait recruter les protéines impliquées dans
la réparation de I’ADN comme |’Uracil N glycosylase (UNG) ou les protéines de réparation

des mésappariements de I’ADN (voie MMR pour « MisMatch Repair »).

L’hypermutation somatique se déroule en deux phases :
- Déamination d’une base de I’ADN par AID qui crée un mésappariement d’ADN a
I'origine d’une lésion simple brin.

- Réparation imparfaite des lésions occasionnées qui génere des mutations.

¢ Déamination de I'’ADN
Le processus d’hypermutation somatique des régions variables des chaines lourdes
et légeres d'immunoglobuline débute par une activation de la transcription initiée au
promoteur du segment V réarrangé (Vy ou V\). Il est postulé que la transcription par I’ARN-
polymérase-Il confére une « accessibilité » de la région d’ADN a AID (Peters and Storb, 1996;
Chaudhuri et al., 2003), une hypothese propose que de courtes « boucles de transcription »

exposent 'ADN sous la forme simple brin qui serait un meilleur substrat pour la

déamination par AID.

Apreés la phosphorylation d’AID, un complexe RPA/AID se fixe sur la molécule d’ADN

en cours de transcription, le role de RPA serait de stabiliser I'interaction avec I’ADN simple
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brin. Ce complexe se lie a la RNA-polymérase-Il par I'intermédiaire du facteur d’élongation

Spt5 (Pavri et al., 2010; Yamane et al., 2011).

Une fois liée a I’ADN, I’'enzyme catalyse la déamination de déoxycytidine (dC) en
déoxyuridine (dU) (Muramatsu et al., 2000). Les lésions introduites par AID sont localisées
au niveau de « hotspots » (WRCW), la protéine AID contenant une boucle de reconnaissance
des motifs WRC (Kohli et al., 2009). L’apparition d’'un dU au sein de la molécule d’ADN crée

un mésappariement qui ne peut étre conservé.

L’élimination d’un mésappariement dans la molécule d’ADN pourra étre effectuée
selon différentes voies: I"ADN peut subir une réplication sans étre réparé ou bien la
molécule d’ADN est réparée par les voies BER (Base-Excision Repair Jet/ou MMR (MisMatch
Repair) avec ou sans intervention de I'enzyme UNG (Uracil-N-glycosylase) (Di Noia and

Neuberger, 2007; Peled et al., 2008).

Dans le cas ou ’ADN contenant le mésappariement est directement répliqué, ’ADN
polymérase ignore la mutation et considére la base U comme une base T; une base A est

alors insérée, une mutation de type transition C vers T est introduite.

Dans un second cas, la base U est reconnue et éliminée par UNG. L'action de cette
enzyme sur la base U aboutit a I'apparition d’un site abasique. Ce site est alors pris en
charge par le mécanisme de BER qui va, avec l'intervention des polymérases de faible
fidélité (REV1, pol B, pol 1...), remplacer le site abasique par une base aléatoirement A, C, T
ou G (Weill and Reynaud, 2008). Les mutations obtenues peuvent alors étre des transitions
ou des transversions. Les polymérases peuvent également occasionner des mutations au
niveau des bases situées a proximité (en amont ou en aval) du site abasique, ce mécanisme

de réparation est appelé « long-patch repair » (Peled et al., 2008).

Dans un dernier cas, le mésappariement est reconnu par un hétérodimere MSH2-
MSH6 appartenant a la voie de réparation MMR. La liaison de ces protéines entraine le
recrutement de MLH1 et PSM2 qui a leur tour vont recruter I'exonucléase 1 (EXO1). Cette
enzyme excise la base erronée contenue dans la séquence ADN et parfois les bases

entourant I'erreur. L’hétérodimeére PCNA (proliferating cell nuclear antigen) interagit avec

=
N




Transcrits germinaux

Cy2b Cy2a Ce Ca
Sy2a Se Sa LCR 3’
Iy2a le lo
Cd
: @) ~
VDJ Y m Cy2b Cy2a Ce Ca. 3
Sp/Syl Sy2b Sy2a Se Sa LCR 3’
— i e e O — i e— —
ly2b Iy2a le lo
Eu R
g Iyl
ARNm vy1

Fig 13 : Commutation isotypique, exemple de CSR vers IgG1
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les protéines du MMR (MSH6, MLH1, EXO1) ainsi qu’avec les polymérases. Lors de cette
interaction, PCNA est sous forme mono-ubiquitinylé, il recrute des polymérases infideles (en
particulier la polymérase Eta) qui générent des mutations au cours de la réparation (Peled et
al., 2008). Les réparations induites par la polymérase m aboutissent a I'apparition de

mutations A/T vers N (Delbos et al., 2007).

Cette voie « long-patch repair » répare environ 60% des mutations totales, les voies

« short-patch repair » et la voie de réplication corrigent les 40% restantes.

La CSR se produit entre deux régions appelées régions switch (S). Elles sont localisées
en 5 de chaque géne constant de la chaine lourde a I'exception du gene Cd. Ce sont des
régions cibles constituées de séquences répétées, trés riches en G/C dont la taille varie
entre 1 et 12 Kb (la plus longue étant la région Syl). Elles peuvent étre divisées en deux
catégories : Sy, Sa et Se sont composées de séquences pentamériques alors que Sy1, Sy2a,

Sy2b et Sy3 contiennent des motifs répétés de 49 a 52 paires de bases.

Différents modéles ont permis d’étudier le rbéle des régions switch. Bien que
différentes, ces régions peuvent se substituer les unes aux autres : le remplacement de Syl
par Sy3 n’empéche pas le switch vers IgG1 (Zarrin et al., 2008). La délétion des séquences
répétées en tandem de Su entraine une diminution de CSR mais ne I'abolit pas entierement
(Luby et al., 2001). Une délétion plus importante de la région comprise entre Iu et Cu réduit
dramatiquement la CSR sans la supprimer totalement (Khamlichi et al., 2004). La délétion de
Sy1 abolit la CSR vers IgG1 alors que l'inversion de cette région aboutit a une diminution de
75% de la CSR (Shinkura et al., 2003) ce qui suggére que l'efficacité de la CSR est

dépendante de I'orientation des régions switch.

Tout comme I'"hypermutation somatique, la CSR est dépendante de la transcription.
En amont de chaque région S se trouve un promoteur germinal (promoteur ) régulé par des
facteurs de transcription dont certains sont activés par des cytokines. Chaque région switch
est encadrée par des exons qui autorisent I'épissage du transcrit initié au promoteur | :en 5’ [

un exon non codant « | » et en 3’ le 1° exon du géne constant. Les transcrits initiés aux
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promoteurs | sont appelés « germinaux ou stériles », ces derniers ne codent aucune
protéine ; il est admis que le rble de la transcription germinale est de permettre
I’accessibilité de régions cibles (régions S) aux protéines effectrices du mécanisme de CSR

(Nambu et al., 2003).

L'importance des promoteurs germinaux et des exons | a été de nombreuses fois
démontrée : la suppression des exons Ix (autre que Iu) induit un blocage de la transcription
germinale du gene constant correspondant, la recombinaison vers I'isotype est alors abolie

(Jung et al., 1993; Zhang et al., 1993; Bottaro et al., 1994).

L’activation de cellules B isolées de rate de souris in vitro par un agent mitogene
(stimulation de la voie TLR4 ou de la voie CD40) combiné a des cytokines est un moyen
fréquemment utilisé pour étudier les mécanismes de CSR. L’activation B induite par le
lipopolysaccharide (LPS) induit a elle seule la transcription germinale des promoteurs Iy,
Iy2b et Iy3 et par conséquent la CSR vers les isotypes 1gG2b et IgG3. L’ajout d’interleukine 4
(IL-4) au LPS inhibe la transcription germinale aux promoteurs Iy2b et 1y3 et active celle des
promoteurs lyl, induisant la CSR vers IgG1l et IgE. L’ajout d’interféron-g (IFN-y) ou de
Transforming Growth Factor 3 (TGF-f3) entraine respectivement la transcription germinale

aux promoteurs lIy2a ou lo. et la CSR vers 1gG2a ou IgA (Stavnezer, 2000).

Bien gu’elle soit indispensable au mécanisme de CSR, le role exact de la transcription
germinale des régions S n’est pas clairement élucidé : elle pourrait entrainer la formation de
structures particuliéres et créer des hybrides ARN-ADN, le brin non transcrit pourrait former
des boucles dites « R-loop » ou « stem loop », ces structures constitueraient un meilleur

substrat pour AID (Tian and Alt, 2000; Yu et al., 2003).

Au-dela de la transcription germinale « sens », Perlot et collaborateurs ont mis en
évidence l'existence de transcrits « antisens ». Cette transcription est décelée au niveau de
la région « donneuse » Sy ainsi que dans les régions « acceptrices » Syl et Sy2b. Le réle de la
transcription « antisens » lors de la CSR n’a pour le moment pas été démontré (Perlot et al.,

2008).
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Fig 14 : Voies de réparation NHEJ (Non Homologous End Joining) et A-EJ (Alternative End Joining)

NHEJ : Apres la formation de la cassure double de I'ADN, I'hétérodimére KU70/KUS8O interagit avec les
extrémités de ’ADN endommagé et favorise le recrutement de DNA/PKcs et d’Artemis qui par son activité
5’-3" exonucléasique rend I’ADN accessible au complexe de ligation. La ligation est réalisée par le complexe
Cernunnos, ligase IV, XRCC4.

A-EJ : Au cours de cette voie de réparation, les extrémités d’ADN ne sont pas protégées par le complexe
KU70/KU80. PARP-1 s’associe aux extrémités double brin de "ADN. XRCCI et la ligase Il réalisent la
jonction. Mrell appartenant au complexe MRN semble favoriser la voie alternative.

(D’apreés Kotnis et al., 2009 ; Grabarz et al., 2012)
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¢ Mécanismes moléculaires de la commutation de classe

Comme dans le cas de I’hypermutation somatique, la déamination des cytosines de
I’ADN par AID est a l'origine du processus de CSR ; ces dernieres sont converties en uracile
ce qui entraine un mésappariement. L'uracile est ensuite retiré principalement par la voie
de réparation BER (Rada et al., 2004) qui génére une cassure simple brin. La voie MMR
intervient lors de la CSR mais son role est minoritaire : on suppose que cette voie permet la
création d’une cassure double brin lorsque les cassures simple brin sur les brins
complémentaires d’ADN sont trop éloignées (Stavnezer and Schrader, 2006). Les régions S
étant riches en paire G-C, la fréquence des Iésions causées par AID dans ces régions conduit
vraisemblablement a des cassures double brin dans la région S donneuse (en général Sp) et
la région acceptrice (par exemple Sy1). Les cassures double brin générées dans les régions S
sont détectées par I’histone H2AX (Paull et al., 2000; Petersen et al., 2001) qui participe, par
la formation de foyers de réparation, a la cohésion des régions d’ADN fracturé ainsi qu’a la
formation d’une « synapse » entre les deux régions S. La jonction entre les deux régions S
recombinantes est ensuite réalisée par la voie NHEJ (fig 14). Les facteurs Ku70 et 80 sont
décrits comme étant indispensables a la CSR (Casellas et al., 1998; Manis, Gu, et al., 1998).
DNA-PKcs semble non essentielle a la CSR, cependant son role reste controversé. Chez la
souris, le KO de DNA-PKcs provoque un blocage complet du développement B mais |'ajout
d’'une immunoglobuline transgénique a ce modeéle autorise I'étude de cellules B matures et
révele une diminution globale de la CSR (a I'exception de IgG1) (Manis et al., 2002; Rooney
et al., 2005). Alors que des souris présentant un syndrome SCID (severe combined
immunodeficiency) dG a une mutation de la partie C-terminale de DNA-PKcs ont une faible
réduction de la CSR (Bosma et al., 2002; Cook et al., 2003). Cook et collaborateurs observent
une diminution de 25 a 50% de la CSR vers tous les isotypes. Les différences obtenues entre
les modeles (souris KO pour DNA-PKcs et mutations SCID) suggeérent que l'activité kinase de
la DNA-PKcs peut étre remplacée ; ATM (ataxia-telangiectasia mutated) pourrait remplir ce
role lors de la CSR (Callén et al., 2009; Shrivastav et al., 2009). Une mutation Y288C de la
protéine ligase IV entraine un arrét du développement B, la délétion aux stades B matures
entraine le blocage de la CSR (Nijnik et al., 2009). Cependant, une CSR normale observée
chez les souris déficientes pour XRCC4 laisse penser qu’il existe une voie alternative (A-EJ)
(fig 14), indépendante de XRCC4, des protéines KU et de la ligase IV. Cette voie, capable de

suppléer la voie NHEJ classique, génére des jonctions des régions S qui incluent
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systématiquement des microhomologies (Yan et al.,, 2007). Les facteurs susceptibles
d’intervenir au cours de cette voie de réparation sont la Polymérase | poly ADP-ribose

(PARP-1), XRCC1 ainsi que la ligase Il (Kotnis et al., 2009; Grabarz et al., 2012).
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Notre laboratoire a historiquement abordé I'étude de la régulation de I'expression
de ce locus en identifiant et précisant la fonction des nombreux éléments cis régulateurs qui
le jalonnent : promoteurs, activateurs transcriptionnels (enhancers) et isolateurs de la
chromatine (insulators). Cette revue bibliographique décrit la fonction des divers éléments
cis-régulateurs IgH au travers de nombreux modeles de souris KO et des facteurs trans
connus pour les moduler. Des éléments activateurs et isolateurs sont présents dans les
régions introniques entre les segments Vy-Jy, Ju-C ainsi que dans la région 3’ du locus. Des
promoteurs sont localisés en 5 des segments Vy, Dy et devant la majorité des génes

constants.

1) Les promoteurs

Chaque segment Vy possede son propre promoteur, ce dernier se situe dans une
région d’environ 250 pb en amont du site d’initiation des transcrits germinaux qui sont
transcrits avant les réarrangements Vy vers DJy. Ces promoteurs possedent une boite TATA
située entre 25 et 30 pb en amont du site de transcription et un élément initiateur qui
chevauche ce site (Johnston et al., 2006). Environ 70 pb en amont du site de transcription,
les promoteurs pVy possedent une séquence octamérique ATGCAAAT fixant des facteurs de
transcription de la famille POU tels que OCT-1 et OCT-2 (Buchanan et al., 1997), cette région
est nécessaire mais non suffisante a la transcription des génes Vi (Mason et al., 1985). A
I’exception de ceux de la famille V410, ces promoteurs possedent également une séquence
heptamérique (située environ 20 pb en amont de la séquence octamérique) ainsi qu’une
région riche en pyrimidine, 'altération de ces régions entraine une diminution de I'activité

du promoteur pVy (Eaton and Calame, 1987).

De plus, des sites de fixation de facteurs spécifiques du lignage B tels que PAX-5,

PU.1 et Ikaros ont été identifiés pour les différentes familles de V (Johnston et al., 2006).

DQ52 est le dernier des segments Dy (situé le plus proche des segments Jy). Avec
DFL16.1, DQ52 est le segment le plus utilisé lors des réarrangements DJ (Tsukada et al., NS

1990). DQ52 inclut des séquences modulatrices ayant a la fois les caractéristiques d’un S
[
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Fig 15: Structure du loci IgH murin

Les génes variables sont représentés en bleu, l'activateur intronique Eu et ses MARs (régions
d’attachement a la matrice) en rose , les genes constants en violet avec les régions switch associées en
vert-bleu et la région 3’ régulatrice : LCR3’ (Locus control region) et hs5,6,7 en vert.

TR : régions répétées en tandem, IR : régions répétées inversées.
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promoteur et d’un activateur transcriptionnel (Kottmann et al., 1994; Perlot et al., 2008). Le
promoteur devient actif avant méme le réarrangement d’un segment Dy vers Jy et il est a
I'origine du transcrit germinal « p0 » (Alessandrini and Desiderio, 1991; Schlissel et al.,
1991). La délétion chez I'animal de DQ52 seul n’inhibe pas la recombinaison DJy et ne
bloque pas la transcription germinale p0 (Afshar et al., 2006). Un autre modele de délétion
chez I'animal montre une diminution de l'utilisation des segments J,3 et Ju4 lors de la

recombinaison alors que l'utilisation de J41 et J42 n’est pas affectée (Nitschke et al., 2001).

Ces promoteurs sont situés en amont de chaque géne constant, a I'exception de Cd.
Ces éléments initient la transcription germinale en amont de chaque exon | et région switch,
qui précede la recombinaison de classe (Xu and Stavnezer, 1992). Bien qu’ils subissent un
épissage entre I'exon | et le gene constant C, ces transcrits germinaux I-C ne codent aucune
protéine; ils sont considérés comme des transcrits régulateurs conférant une
« accessibilité » accrue des régions switch pour la CSR. L'existence de transcrits antisens a
également été mise en évidence au niveau de ces régions, leur initiation se fait de facon
imprécise en amont du premier exon du géne constant concerné, aucun promoteur

« antisens » n’ayant été décrit a ce jour (Perlot et al., 2008).

2) Les activateurs transcriptionnels ou enhancers

Eu est le premier activateur intronique découvert au sein d’une cellule eukaryote
(Baneriji et al., 1983; Gillies et al., 1983). L’élément Ep est localisé au sein de l'intron entre le
segment Jy, et le géne Cy, sa localisation en amont de Su lui permet d’étre préservé de tous
les évenements de recombinaison se produisant au locus IgH (recombinaisons VDJ, CSR,
pb, entouré de deux régions d’attachement a la matrice nucléaire (S/MARs, « Matrix
Attachment Region »). Ep posséde une activité spécifique du lignage B ; il est supposé étre
actif tout au long du développement B, cependant son maximum d’activité est observé aux

stades précoces du développement.
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Fig 16 : Sites de fixation des facteurs trans-activateur de I’enhanceur intronique Eu.
(D’apreés Ernst and Smale, 1995)
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Le « core » de l'activateur Ep comporte de nombreux sites de fixation pour des
protéines activatrices ou inhibitrices de transcription. De 5’ en 3’ se situe un site C/EBP
(Ccaat-enhancer-binding proteins), pE1l, WE5, WE2, WA, ME3, HE4 et une séquence
octamérique. Cette séquence permet la fixation de facteurs de transcription B spécifiques,
OCT-1 et OCT-2. La mutation de cette séquence au sein d’une construction transgénique
entraine une diminution de l'activité de Ep au niveau des organes lymphoides mais ne
I'abolit pas (Annweiler et al., 1992). L’activité spécifique de Eu au lignage B est liée aux
éléments pE4 et PES5 : au sein des lignées non lymphoides, la protéine ZEB (Zinc finger
protein) se fixe a ces deux motifs et entraine la répression de I'activateur. A I'opposé au sein
des lignées lymphoides, des protéines de la famille E2A se fixent sur ces éléments et
stimulent I'activité de Ep (Ruezinsky et al., 1991; Genetta et al., 1994) (fig 16).

L’étude du réle de Ep ainsi que des MARs a été menée grace a de nombreux modeles
de souris Knock-out (KO). La présence de Eu au sein d’un transgéne est nécessaire et
suffisante pour induire le mécanisme de recombinaison D vers J au sein des cellules
lymphoides (Ferrier et al., 1990). La délétion ou le remplacement du core Eu par un
oligonucléotide dans des modéles de souris chimériques entraine une diminution mais pas
le blocage des réarrangements VD) : les réarrangements D-J sont faiblement diminués alors
qgue les réarrangements V-DJ sont fortement affectés (Chen et al.,, 1993; Serwe and
Sablitzky, 1993; Sakai et al., 1999). Les réarrangements VDJ sont complétement bloqués par
le remplacement de Ep par une cassette pGK-Neo (Chen et al., 1993; Sakai et al., 1999;
Perlot et al., 2005) ou par son introduction en 5’ de I'activateur Ep (Chen et al., 1993; Delpy
et al., 2002). L’établissement de lignées de souris KO a précisé le réle du cEu lors des
premieres étapes des réarrangements, c'est-a-dire la recombinaison de Dy vers Jy, induisant
chez les animaux KO un blocage (toutefois incomplet) du développement précoce au stade
pro-B (Perlot et al., 2005; Afshar et al., 2006). L'activité résiduelle des événements de
recombinaison dans ces modeles KO indique cependant |'existence, a ce stade, d’un ou de
plusieurs autre(s) élément(s) redondants ou complémentaires a cEu. Parmi les candidats, le
promoteur DQ52 est exclu car un modele présentant la suppression conjointe de Ep et
DQ52 sur le méme alléle n"aggrave pas le défaut provoqué par la délétion simple de Eu

(Afshar et al., 2006).
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Les recombinaisons VDJ sont modulées par [I'accessibilité progressive aux
endonucléases RAG1&2 des segments Dy et Jy, puis Vy ; cette accessibilité des régions
ciblées par la recombinaison est corrélée a des marques de chromatine active (méthylation
de I'ADN, modifications d’histones et a I'apparition de plusieurs transcrits germinaux

complexes.

Des études de marques chromatiniennes menées dans des précurseurs B (non
réarrangés) dépourvus du cEpn montrent que les réarrangements de Dy vers Jy s’effectuent
en deux phases. Au cours de la premiére phase, indépendante de cEy, apparaissent des
méthylations activatrices de I'histone H3 (H3K4me2) dans les régions DQ52 et DFL16.1; il
s’en suit une seconde phase au cours de laquelle cEp contribue efficacement a I'apparition
de marques de chromatine active (H3K9ac et H3K4me3) suivies de la transcription

germinale (Chakraborty et al., 2009).

Les premiers réarrangements de D vers J au locus IgH sont précédés par I'apparition
de transcrits germinaux pO (initiés au promoteur DQ52) et Iy (initiés en aval du cEp)
(Alessandrini and Desiderio, 1991) ; simultanément I'apparition de transcrits « antisens »
initiés en amont du cEp est observée dans les régions Jy et Dy (Bolland et al., 2007). Dans les
précurseurs B, la délétion du cEp entraine une diminution de 10 a 20 fois des transcrits u0 et
Iu (Perlot et al., 2005). De méme, les transcrits antisens de la région Dy ne sont plus détectés
en I'absence de Ep (Afshar et al., 2006; Bolland et al., 2007). La diminution de ces nombreux
transcrits régulateurs en I'absence de cEp coincide avec une réduction de la densité de
I’ARN polymérase Il dans les régions concernées (Chakraborty et al., 2009). A l'inverse, les
transcrits germinaux sens et antisens observés dans les régions Vy ne sont pas affectés par

les diverses délétions de Ep (Perlot et al., 2005; Afshar et al., 2006).

Il a également été proposé que I'élément Ep contréle le phénoméne d’exclusion
allélique au locus IgH. Ces résultats ont été obtenus dans un modele animal présentant un
alléle IgH préalablement réarrangé (V4 B1-8). Lorsqu’il est dépourvu de la région Ep, cet
allele préétabli ne réprime plus les réarrangements ainsi que I'expression du second allele
aux stades pré-B et B immature, ce qui a pour conséquence |'apparition de cellules B

exprimant deux chaines lourdes différentes (Li and Eckhardt, 2009).
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Le blocage partiel du développement B (au stade pro-B) chez les animaux KO pour
cEy, induit une diminution d’environ 50% de la production de cellules B matures dans les
organes périphériques comme la rate (Perlot et al., 2005). Cependant, une fois I'étape
médullaire effectuée, Ep semble jouer un réle moins important aux stades ultérieurs
dépendant des antigénes. Des hybridomes réalisés a partir de cellules B mutantes pour la
région Ep a I'état hétérozygote ont suggéré un réle non négligeable mais dispensable de
I’activateur Ep pour la commutation de classe (Bottaro et al., 1998; Sakai et al., 1999). Par la
suite, les modeéles de délétion dans la lignée germinale n’ont pas révélé de défaut important
de commutation de classe au regard de la quantité d’immunoglobulines totales produites
dans le sérum et de la capacité a effectuer la CSR apres stimulation in vitro, confirmant ici le

role secondaire de I'activateur Ep dans ce mécanisme (Perlot et al., 2005; Li et al., 2010).

Les roles respectifs de la région Eu (cEn et ses MARs) sur le mécanisme
d’hypermutation somatique sont, aujourd’hui encore, sujets a controverse. Une fois encore,
une étude de I'hypermutation somatique menée sur des hybridomes a révélé un effet
différent des délétions du cEu, des MARs ou bien de la délétion combinée : en effet, la
délétion de la région compléte ne semble pas affecter I’hypermutation somatique alors que
la délétion du cEp seul ou des MARs seules entraine une diminution tres significative de la
SHM (Ronai et al., 2005). A I'inverse, les cellules B des centres germinatifs issus d’animaux
porteurs de la délétion du cEu dans la lignée germinale ne présentent aucune altération
évidente du mécanisme de SHM : bien que le nombre des séquences non mutées soit en
proportion plus importante, la fréquence des mutations sur les alléles ciblés par le
mécanisme de SHM est comparable a celle observée chez les individus contréles (Perlot et
al., 2005). D’autre part, le modele associant la délétion de la large région Eu (cEu et ses
MARs) a un géne Vy déja réarrangé ne modifie pas significativement la fréquence de
mutation dans les cellules B du GC (Li et al., 2010). Dans ce modéle, 'absence de Eu ne
semble affecter significativement que les mutations somatiques d’un allele ayant subi la
CSR, a l'issue d’une réponse immune secondaire (Li et al, 2010). Suite a ces différentes
études, le rble exact joué par l'activateur intronique Eu reste difficile a déterminer.
Néanmoins, ces études se rejoignent sur un point, la délétion n’affecte pas le profil des

mutations (transitions vs tranversions).
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Fig 17 : Régions d’Attachement & la Matrice (MARs) dans le contexte du modéle CT/ICD (Chromosome
Territory/Interchromatin Domain Compartment): MARs facultatives et constitutives.
(d’apres Gluch et al., 2008)
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Le r6le de I'élément cEp a donc clairement été mis en évidence lors des phases
précoces du développement B. Bien que supposé mineur, son implication au cours du
développement tardif reste a préciser, il en va de méme pour celle des deux régions

d’attachement a la matrice qui I’entourent.

Ces régions ont été observées pour la premiére fois en 1974 par Berezney et Coffey
(Berezney and Coffey, 1974). Ce sont des séquences d’ADN qui se lient préférentiellement a
la matrice nucléaire. Elles sont constituées de 200 pb a 1000 pb de long et sont
caractérisées par des motifs riches en A-T qui peuvent étre des sites de liaison pour la
topoisomérase Il (Razin et al., 1991; Wang et al., 2010). Les MARs sont en général situées a
proximité de régions transcrites, dans des introns, des téloméres, a proximité d’activateurs
transcriptionnels (Gluch et al., 2008). Il existe deux types de MARs: constitutives et
facultatives (fig 17). Les MARs constitutives sont en permanence attachées a la matrice
nucléaire et caractérisées par une hypersensibilité a la DNase | dans tous les tissus. Les
MARs facultatives quant a elles, sont associées de facon réversible avec la matrice nucléaire
et possédent une hypersensibilité a la DNase | corrélée au statut transcriptionnel de la

région adjacente. Les MARs entourant le cEu sont des MARs facultatives (Gluch et al., 2008).

Les MARs sont impliquées dans de nombreux processus biologiques tels que
I'augmentation de la transcription d’un géne (Gluch et al., 2008), elles peuvent jouer le réle
d’isolateurs de la chromatine (Goetze et al., 2005). Les MARs sont également des régions ou
I'intégration de génomes rétroviraux est fréquemment observée (Cockerill, 1990; Mielke et

al., 1996).

Jusgu’a présent, le mécanisme de régulation de la transcription par les MARs reste
inconnu. De nombreuses protéines sont connues pour interagir avec les MARs. Les MAR-BPs
(MARs Binding Proteins) pourraient étre impliquées dans la régulation de la transcription

des genes.

Dans le cas des MARs associées a cEp, quatre MAR-BPs ont été identifiées : Cux/CDP,
SATB1, SATB2 et BRIGHT. CUX/CDP (x/CCAAT-displacement protein) initialement nommée
NF-uNR (Wang et al., 1999) est présente au sein des cellules non-B, dans les pré-B mais est

absente des cellules B matures et des plasmocytes. CUX/CDP posséde 4 sites de fixation au
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niveau des MARs entourant Ep. La délétion de CUX/CDP entraine I'expression d’une
construction contenant Ep dans des cellules non B (Scheuermann and Chen, 1989). L'effet
répresseur de NF-uNR est di a l'inhibition de I'attachement des MARsg, a la matrice

nucléaire (Zong and Scheuermann, 1995).

SATB1 fut la premiere MAR-BPs spécifique d’une lignée cellulaire identifiée, cette
protéine s’exprimant de fagcon prédominante au niveau des thymocytes (Dickinson et al.,
1992). Elle a un domaine de liaison aux motifs « BUR» (Base Unpaired Region),
caractéristiques des MARs. SATB1 possede trois sites de liaisons dans la MARg, située en 3’
de cEp et un site dans la MARg, située en 5’ (Dickinson et al., 1992). Les souris déficientes
pour cette protéine présentent un défaut de développement des cellules T alors que le
développement B est normal (Alvarez et al., 2000). Dans ce modele, plus de 10% des genes
exprimés au sein des cellules T se retrouvent dérégulés, principalement réprimés (Alvarez et

al., 2000; Pavan Kumar et al., 2006).

SATB2 présente 67% d’homologie avec SATB1, c’est une protéine abondamment
exprimée dans les cellules pré-B mais aussi dans le rein et le cerveau. Sa surexpression dans
une lignée plasmocytaire augmente par cing la transcription d’un transgéne codant la
chaine lourde u ; cet effet activateur n’est plus observé lorsque le transgéne est dépourvu
des MARsg,, suggérant que SATB2 s’associerait avec les MARsg,. Dans cette étude, il n’a été
constaté aucun effet activateur dans des cellules T, démontrant ici une activation spécifique
a la lignée lymphocytaire B. La capacité de cette protéine a se lier aux MARsg, a été par la
suite démontrée comme étant régulée dynamiquement par sumoylation de STAB2

(Dobreva, 2003).

BRIGHT (B cell Regulator of IgH Transcription) appelée également ARID 3-A, est une
protéine dont I'expression est restreinte a la lignée lymphocytaire B. Elle est exprimée dans
les cellules pré-B et les cellules B matures (Webb et al., 1998). BRIGHT possede 4 sites de
liaison dans les MARsg, sur lesquels il se fixe sous forme tétramérique (Herrscher et al.,
1995; Kaplan, 2001). BRIGHT a tout d’abord été identifi€ comme un facteur de transcription
permettant I'augmentation de transcription de la chaine lourde d’'immunoglobuline a la
suite d’une stimulation a I'lL5 associée a un Ag (Webb et al., 1991). L'établissement d’une

lignée murine KO pour BRIGHT a démontré qu’il jouait un réle dans la différenciation des
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cellules souches hématopoiétiques : sa délétion entraine un défaut du développement
érythrocytaire et aboutit a une létalité embryonnaire, moins de 1% des embryons survivent
(An et al., 2010). Les souris homozygotes survivantes présentent un blocage au stade pré-B
ainsi qu’une réduction du nombre de cellules B transitionnelles, de la zone marginale et de
la sous population B-1 de la cavité péritonéale. Les cellules B matures de ces animaux

présentent un déficit de commutation vers IgG1 (Webb et al., 2011).

Le r6le des MARsg, reste encore a définir. Initialement, elles ont été décrites comme
étant des répresseurs du locus IgH dans les cellules non-B (Kadesch et al., 1986; Wasylyk and
Wasylyk, 1986; Imler et al., 1987; Scheuermann and Chen, 1989; Cockerill, 1990). A I'inverse,
la délétion des MARsg, induit une diminution de 5 a 10 fois de la transcription d’un
transgéne dans des cellules pré-B (Jenuwein et al.,, 1997). L’hypothése de la fonction
activatrice des MARsg, (la plus récemment avancée) pourrait s’expliquer par une
augmentation de |'accessibilité des régions environnantes grace aux MARsg, (Jenuwein et

al., 1997) et ce via la fixation du facteur de transcription BRIGHT (Lin et al., 2007).

L'activateur Ep, le premier découvert sur le locus IgH, a longtemps été considéré
comme I"élément régulateur majeur du locus. Cependant, il avait été observé, chez ’'homme
comme chez la souris, des translocations chromosomique du proto-oncogéne c-myc au
locus IgH qui n’intégraient pas I'élément En mais qui cependant entrainaient une forte
expression de l'oncogene (Neuberger and Calabi, 1983). Ces observations laissaient
soupconner |'existence d’autres éléments régulateurs pouvant induire la surexpression de
I'oncogene. De plus, I'analyse d’un myélome de souris présentant une délétion d’environ
4Kb en aval de Ca entrainait une diminution de la transcription du locus IgH, ceci suggérait
I’existence d’une région en 3’ du locus IgH pouvant contenir des éléments cis-régulateurs

(Gregor and Morrison, 1986).

Un second activateur transcriptionnel spécifique des cellules lymphocytaires B et
localisé en 3’ du locus IgH a été identifié en 1990 chez le rat, il est situé 25 kb en aval du
géne Ca (Pettersson et al., 1990). Un élément équivalent nommé 3’aE a été identifié en

1991 chez la souris, il est corrélé a la présence de deux sites d’hypersensibilité a la DNase |
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(hs) : hsl et hs2, 12.5 kb en aval du géne Co. (Dariavach et al., 1991; Lieberson et al., 1991;
Giannini et al., 1993; Saleque et al., 1997).

2 kb en aval de Ca se situe un second activateur nommé Ca3’, il est correspond au
site d’hypersensibilité a la DNase | « hs3a » (Matthias and Baltimore, 1993; Saleque et al.,
1997).

Deux nouveaux sites d’hypersensibilité a la DNase corrélés a des activateurs
transcriptionnels ont été identifiés par la suite : il s’agit de I'’élément hs3b situé a 29 Kb en
aval de Ca (homologue de hs3a a 97%) et de I'élément hs4 (également nommé 3’a-hs4) se
situant 4 Kb plus en aval (Madisen and Groudine, 1994; Michaelson et al., 1995; Saleque et
al., 1997).

La région s’étend sur plus de 30 kb, sa limite en 3’ est constituée par une zone de 3
kb possédant une origine de réplication, 20 kb en aval du géne Crip2 (cysteine-rich protein2)
(Zhou et al, 2002). La région régulatrice 3’ du locus posseéde une structure dite « quasi-
palindromique » unique dont le centre est constitué par hs1,2 (Chauveau et Cogné, 1996).
De part et d’autre de I'activateur hs1,2 se situent des séquences inversées répétées (IR1 a
IR3) et des régions répétées en tandem (TR). Le quasi-palindrome s’étend sur environ 20kb,
ses limites sont définies par les éléments hs3a et hs3b (Chauveau and Cogné, 1996; Saleque
et al., 1997) (fig 15). En aval (et donc en dehors) de cette structure se situe hs4, le dernier

élément activateur transcriptionnel de la région 3’IgH.

On définit une région de contrdle du locus (LCR) comme une région d‘ADN ayant la
capacité d’activer la transcription d’un transgene au sein d’un tissu donné (spécifique), de
facon proportionnelle au nombre de copies, et ceci indépendamment du site d’intégration

(Dean, 2006).

Les cellules du lymphome de Burkitt chez I’homme ou les plasmocytomes de souris
présentent une translocation de I'oncogene c-myc au locus IgH entrainant la dérégulation
de cet oncogéne a l'origine de la lymphoprolifération. En 1994, dans un modéle de lignée

cellulaire, Madisen et Groudine démontrent qu’un transgene contenant la région 3’RR
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(dépourvue de hs3a) possede une action activatrice sur le proto-oncogéne c-myc,
indépendamment du site d’intégration mais proportionnellement au nombre de copies
intégrées (Madisen et Groudine, 1994). Ils définissent des lors la région 3’'RR comme une

LCR.

Par la suite, plusieurs modeles de souris transgéniques confirment que I'expression
d’un transgéne placé sous l'influence des quatre activateurs de la 3’'RR (sous la forme
« minilocus ») est bien restreinte a la lignée lymphocytaire B et s’opére indépendamment du
site d’intégration mais indique que le niveau d’expression du transgéne ne dépend pas
strictement du nombre de copies intégrées (Chauveau et al., 1999; Guglielmi et al., 2003).
Pour les auteurs, il est possible que la combinaison minimale d’activateurs utilisée (« mini
3’RR ») soit insuffisante pour conférer la fonction de LCR complete (i.e. dépendance du

nombre de copies).

L’activité globale de la région 3’RR ainsi que l'activité individuelle des différents
éléments qui la composent ont été initialement appréciées a I'aide de génes rapporteurs
dans des modeéles de lignées cellulaires représentatives des différents stades du
développement B. Plus récemment, différents modeles transgéniques et KO ont permis de

réévaluer ces données dans un contexte plus physiologique.

Pris individuellement, les différents éléments constituant la région 3’'RR possédent
une activité plus faible que [lactivateur intronique Ep. De plus, leur activité est

majoritairement présente aux stades B tardifs (post-médullaires).

En comparaison a Ey, I'activité de I'élément hsl,2 est relativement faible (environ
25%), elle est restreinte aux stades B tardifs et atteint son maximum au stade plasmocyte
(Pettersson et al., 1990; Lieberson et al., 1991; Chauveau et al., 1998). hs3a et hs3b
possedent également une activité plus faible que celle de Ep (5 a 15%), également restreinte
aux stades B mature et plasmocyte (Matthias and Baltimore, 1993; Madisen and Groudine,
1994). Contrairement aux trois éléments précédents, hs4 est actif dés le stade pro-B et ce
jusqu’au stade plasmocyte (Madisen and Groudine, 1994; Michaelson et al., 1995). L’étude LY

du profil de méthylation confirme que la région englobant I’'élément hs4 est déméthylée des =
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le stade pro-B. Les régions incluant les éléments hs1,2, hs3a et hs3b sont déméthylées des
I’activation des cellules B, ce profil est maintenu au stade plasmocyte (Giambra et al., 2008).
L’étude de I'acétylation des histones H3 et H4 ainsi que la déméthylation des histones H3
(H3K4) mesurée par ChIP (Chromatine immunoprecipitation) révéle également I’activation
progressive de la région 3’RR au cours du développement B (Garrett et al., 2005). La fenétre
d’activité de la 3'RR étudiée dans plusieurs modeles de souris transgéniques corréele a celle
décrite dans les lignées cellulaires : son activité, restreinte a la lignée lymphocytaire B,
débute des le stade pro-B et atteint son maximum au stade B mature (Chauveau et al.,

1999; Guglielmi et al., 2003; Yan et al., 2007).

Séparément, les activateurs transcriptionnels de la région 3’ possédent une activité
relativement faible cependant, les premieres études de combinaisons d’activateurs vont
rapidement révéler des effets synergiques. Madisen et Groudine étudient |'effet de
I'association des quatre activateurs sur la transcription d’'un géne rapporteur et constatent
gue ces combinaisons sont particulierement efficaces: I'activation maximale de Ia
transcription étant induite par I'association des quatre activateurs (Madisen and Groudine,
1994). Dans cette configuration, les activateurs possedent une activité supérieure a celle de
En (Ong et al.,, 1998; Stevens et al., 2000) ; lorsque |'association des activateurs mime la
structure quasi-palindromique de la région 3’, l'activité est d’autant plus augmentée
(Chauveau et al., 1998). De plus, une fois combinés, ils constituent d’excellents co-
activateurs de Eu (Chauveau et al., 1998). La synergie de ces éléments avec Eu est observée
des le stade pré-B, elle s’accroit et se prolonge jusqu’au stade plasmocyte (Chauveau et al.,

1998).

Les recombinaisons VDJ

La région régulatrice 3’ étant active deés le stade pro B (en particulier hs4), il était
plausible gu’elle puisse moduler le processus des recombinaisons VDJ. L’analyse des
modeles de souris KO incluant la délétion de hs4 (Morvan et al., 2003; Vincent-Fabert et al.,
2009) n’ont pas révélé d’effet significatif sur ces évéenements. Une analyse récente, menée
sur le modele de la délétion complete de la 3’RR, montre que cette région régulatrice

n’intervient pas au cours des recombinaisons V(D)J (Rouaud et al., 2012).
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L’expression de la chaine lourde au stade B mature

Les modeéles d’animaux KO incluant une délétion de I'élément hs4 (le premier actif
au cours du développement B) présentent une diminution de I'expression de la chaine
lourde exprimée a la surface des cellules B matures au repos (et par conséquent du BCR)
dans les organes lymphoides périphériques (Pinaud et al., 2001; Vincent-Fabert et al., 2009).
Il semble toutefois que cet effet soit spécifique du statut « quiescent » des cellules B au
repos : en effet, une fois activées, les cellules B déficientes pour hs4 retrouvent une
expression normale de la chaine lourde.

Les recombinaisons secondaires : recombinaison de classe et hypermutations

somatiques

La région 3’RR atteint son maximum d’activité aux stades tardifs du développement
(B matures et plasmocytes) de ce fait, il était donc probable que cette région joue un réle
important lors des évenements secondaires du développement lymphocytaire B. De
nombreux modeles de KO chez la souris ont permis de préciser son role sur la CSR,

I’hypermutation somatique et la transcription accrue dans les plasmocytes.

Le remplacement de I'élément hs1,2 par le géne de résistance a la néomycine (neo")
sous contrdle du promoteur pgk (pgk- neo’) n’affecte pas les recombinaisons V(D)) mais
altere la commutation isotypique sur tous les isotypes sauf 1gG1 (Cogné et al., 1994; Manis,
van der Stoep, et al., 1998). Cette baisse de la CSR est corrélée a la diminution de la
transcription germinale des génes constants concernés. In vivo, La synthése d’IgG3 ainsi que
IgG2b est diminuée alors que les isotypes IgM et IgGl ne sont pas affectés. Le
remplacement d’hs3a par la cassette pGK-neo” induit un phénotype similaire (Manis, van der
Stoep, et al., 1998). Cependant, la suppression « propre » de chacun de ces éléments (avec
élimination de la cassette pGK-neo” via la recombinase CRE) abolit tout effet sur la CSR
(Manis, van der Stoep, et al., 1998). Il est alors apparu que I'insertion du géne neo' au sein
de 3’RR était seule responsable du phénotype observé. L'implication de ces éléments au
cours de I'hypermutation somatique n’a pas été étudiée chez ces modeles de souris KO. Un
modele animal porteur d’'un trangéne composé d’'un segment VDJ réarrangé associé aux
activateurs Eu et 3’ hsl,2 suggere que ces éléments ne sont pas suffisants pour induire

I’hypermutation somatique (Tumas-Brundage et al., 1997).
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Un modele de souris KO présentant une délétion conjointe des deux activateurs
distaux hs3b et hs4 perturbe quant a elle sévérement la commutation de classe, et ce méme
aprés la suppression du géne neo'. La suppression de ces deux activateurs entraine une
diminution de la transcription germinale des régions constantes ainsi que la commutation
de classe vers tous les isotypes a I'exception d’lgG1 (Pinaud et al., 2001). Les recombinaisons
V(D)J et I’hypermutation somatique ne sont pas affectées par la délétion de ces éléments
(Morvan et al., 2003). La redondance de fonction des activateurs de la 3’RR est une nouvelle
fois démontrée par les modeles de délétion isolée des éléments hs4 ou hs3b qui ne
provoquent aucun effet sur la CSR (Vincent-Fabert et al., 2009; Bebin et al., 2010) la perte
de la fonction CSR est aggravée avec la délétion complete de la 3'RR, dans ce cas précis le
phénotype est particulierement sévére car la CSR vers tous les isotypes (IgG1 inclus) se

trouve quasiment abolie (Vincent-Fabert et al., 2010).

3) Les isolateurs de la chromatine
Les isolateurs (ou insulateurs) sont des séquences d’ADN impliquées dans le controle
de I'expression génique. lls créent des frontiéres au niveau de la chromatine, délimitant des
régions entre lesquelles d’autres éléments régulateurs (comme les activateurs
transcriptionnels) exercent leurs effets. Il existe deux types d’isolateurs : le premier établit
des domaines qui séparent les activateurs transcriptionnels et les promoteurs, les
empéchant ainsi d’interagir. Le second type d’isolateurs crée une « barriere » empéchant la

propagation de I’'hétérochromatine (Gaszner and Felsenfeld, 2006).

Dans ce paragraphe, nous allons nous intéresser au premier type d’isolateurs. Chez
les vertébrés, I'isolateur le plus étudié comporte un motif CCCTC, communément appelé
« site CTCF » (liant la protéine CTCF pour CCCTC-binding factor). De nombreux « site CTCF »
sont présents sur le locus IgH. Il existe plus de 50 sites au niveau des segments Vy, 2 sites a
proximité de DFL16.1 et enfin au niveau des sites hs 5,6 et 7 situés en aval de la région 3’RR

(Garrett et al., 2005; Degner et al., 2009, 2011; Chaumeil and Skok, 2012) (fig 18).

Au niveau des segments Vy distaux, 14 éléments intergéniques présentant une
structure répétée de 470 pb ont été identifiés. Ces éléments sont appelés « PAX-5-activated
intergenic repeated elements» (PAIR elements). 11 d’entre-eux 14 sont situés

immédiatement en aval de V43609 (IGHVS). lls n‘ont pas été identifiés ailleurs dans le
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génome de la souris. Ces éléments contiennent des sites de liaison fonctionnels pour CTCF,
E2A et PAX-5 et seraient des éléments régulateurs du locus. CTCF s’associe aux éléments
PAIR au stade pro-B mais cette interaction est réduite voir absente chez les cellules B
matures et les lymphocytes T. CTCF pourrait étre impliqué dans le processus de contraction
du locus IgH au stade précoce du développement B. La présence de PAX-5 au niveau de ces
éléments apparait quant a elle essentielle a I'activation de la chromatine et a I'induction de

la transcription antisens de la région Vy (Ebert et al., 2011).

Les 2 sites CTCF présents a proximité du segment DLF16.1 identifiés par Degner et
collaborateurs sont placés de fagon stratégique pour contrdéler les recombinaisons
somatiques ainsi que I'exclusion allélique (Degner et al., 2009). Ces éléments régulateurs
participeraient a la régulation ordonnée des réarrangements en évitant I'activation de la
région Vy avant que la recombinaison DJy n’ait eu lieu. Leur présence marque une frontiere
nette qui arréte la transcription antisens de la région intergénique Vy-Dy, @ une distance
d’environ 40 Kb avant les génes Vy (Featherstone et al., 2010). Le « Knock-down » de la
protéine CTCF a ce stade induit une augmentation de la transcription antisens au niveau de
la région Dy et V4 mais ne provoque pas une extension de la transcription vers les segments
Vy proximaux. (Degner et al., 2011). La délétion des 108 kb de la région intergénique Vy-Dy
contenant les sites de fixation pour le facteur CTCF résulte également en 'augmentation de
la transcription Dy a la fois dans les cellules lymphocytaires B et T (Giallourakis et al., 2010).
Degner et collaborateurs proposent que la diminution du « looping » entre les sites CTCF
permette a 'activateur Ep d’augmenter la transcription antisens Dy (Degner et al., 2011). La
délétion de ces sites CTCF ainsi que des potentiels éléments cis adjacents, nommé IGCR1
(Intergenic control region 1), entraine une modification de I'usage des segments V4, IGCR1

favoriserait ainsi I'utilisation des segments Vy distaux (Guo, Yoon, et al., 2011).

Des analyses de ChIP (Chromatine immunoprecipitation) et d’hypersensibilité a la
DNasel menées au cours du développement et de I'activation des cellules B ont permis de
mettre en évidence des sites hs localisés en 3’ (hs5, hs6 et hs7) du dernier activateur
transcriptionnel hs4. Ces éléments ne sont pas des cis-activateurs transcriptionnels mais
contiennent des sites de fixation pour le facteur CTCF (Garrett et al., 2005). Le KO de ces
éléments isolateurs 3’ induit une diminution de la contraction du locus ainsi gu’une

augmentation de l'utilisation des segments Vy proximaux (V47183 ou IGHVS5). Suite a une
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stimulation, les cellules B issues de ces animaux présentent une augmentation de la

transcription des genes situés en aval suggérant un réle isolateur en 3’ du locus.
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1) Contrdle de I'accessibilité lors des recombinaisons VD]

L'hypothése de « I'accessibilité » des régions sujettes a recombinaison a été
proposée par Alt afin d’expliquer la régulation ordonnée des réarrangements des génes des
récepteurs aux Ag (Ig et TCR) (Yancopoulos and Alt, 1985). La découverte de transcrits
germinaux dans les régions contenant les segments Vy fit a I'origine de cette hypothése :
ces transcrits sont présents transitoirement au stade pro-B et ne le sont plus lors des stades
ultérieurs, conférant une «fenétre d’accessibilité » de certaines régions du locus
(Yancopoulos and Alt, 1985). L’hypothése de Alt corrobore de nombreuses données
récentes sur la régulation épigénétique du locus IgH: chromatine, transcription,

positionnement nucléaire des loci.

Dans le noyau des cellules eucaryotes, on distingue plusieurs niveaux d’enroulement
de la molécule d’ADN autour des histones qui définissent des niveaux de compaction de la
fibre chromatinienne. Le premier niveau de compaction est le nucléosome constitué de huit
protéines d’histones autour desquelles s’enroulent 146 paires de bases d’ADN (Felsenfeld
and Groudine, 2003). L'extrémité amino-terminale des histones est principalement affectée
par des modifications post-transcriptionnelles telles que : I'acétylation, la méthylation, la
phosphorylation... Ces modifications affectent |'état de compaction de I'ADN et
caractérisent |’accessibilité ou I'inaccessibilité de la chromatine a la transcription (Jenuwein,
2001). L'euchromatine correspond a I'état le moins condensé de la chromatine, elle est tres
riche en genes actifs. L’hétérochromatine a I'opposée constitue la forme la plus compactée.
Il existe deux formes d’hétérochromatine : constitutive et facultative. L’hétérochromatine
constitutive ne contient que trés peu de genes codants, ce type de chromatine est trouvé au
niveau des régions encadrant les télomeéres et les centromeéres, caractérisées par la
présence de petites séquences répétées d’ADN organisées en tandem, les régions
« satellites ». L’hétérochromatine constitutive est condensée durant la totalité du cycle
cellulaire quel que soit le type cellulaire (Heitz, 1928). A l'inverse, I'hétérochromatine
facultative se forme dans une région du génome ou la transcription doit étre inactivée.
L'hétérochromatine facultative subit des variations dynamiques au cours du cycle cellulaire ;

elle differe également d’un type cellulaire a I'autre (Kosak and Groudine, 2004).
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L'acétylation des histones est généralement associée a des régions dont la
transcription est active. La méthylation des histones a des effets positifs ou négatifs sur la
transcription selon le site de méthylation (Kouzarides, 2002). Ainsi I’euchromatine,
transcriptionnellement active, est caractérisée par I'acétylation des histones H3 et H4 et par
la di ou tri-méthylation de la lysine 4 de I'histone H3 (Dunleavy et al., 2005). Ces marques
sont également présentes au niveau des régions promotrices (Kim et al.,, 2005). Au
contraire, I'hétérochromatine est caractérisée par une hypoacétylation ainsi que par la
méthylation de la lysine 9 de I'histone H3 et la tri-méthylation de la lysine 27 (Dunleavy et

al., 2005).

Au sein des cellules souches hématopoiétiques, les alléles IgH sont localisés dans le
compartiment hétérochromatinien mais I'engagement dans la voie de différenciation
lymphocytaire B induit des changements de position allélique (Kosak, 2002; Fuxa, 2004) (fig
19). Au stade pro-B, la quasi-totalité des cellules ne présentent plus aucun alléle localisé
dans I'hétérochromatine : cette localisation corréle au fait qu’a ce stade, les genes des
chaines lourdes subissent des réarrangements Dy vers Jy sur les deux alleles. Dans 21% des
cellules pro-B une association (« pairing ») des alleles IgH est constatée, elle est sous la
dépendance de lI'expression de RAG-1. Au sein de cellules déficientes pour RAG-1, une
diminution de I'association des alléles (12%) est observée (Hewitt et al., 2009). Au stade
suivant pré-B, la majorité des cellules présente une localisation asymétrique des alléles avec
I'un d’entre eux localisé dans I'hétérochromatine. A ce stade, la localisation asymétrique des
alleles IgH corréle d’une part avec les réarrangements de Vy vers DJy qui s’effectuent de
facon ordonnée et d’autre part avec le phénoméne d’exclusion allélique. Il a été proposé
qgue seul l'allele IgH en cours de réarrangement soit maintenu dans un compartiment
chromatinien « actif » (autorisant la transcription) alors que le second alléle est « exclu »,
i.e. placé dans une zone de chromatine réprimant la transcription. Cette position non
équivalente des alléles est maintenue lors des réarrangements des alleles des chaines
légeres. Au stade immature tardif, la cellule B nouvellement produite présente a nouveau
deux loci IgH positionnés de maniéere équivalente (aucun des alléles ne se trouve localisé au

sein de I’hétérochromatine).

Les réarrangements VDJ sont également corrélés a des modifications dynamiques et

ordonnées de la chromatine au niveau des régions variables. Ainsi dans les cellules pré-pro-
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B, les segments Dy localisés en 5’ et en 3’ de la région Dy (Dri16.1 €t Dosy) et les segments de
la région Jy possedent des marques d’histone caractéristiques d’une chromatine active. Au
contraire, les segments Dsp (intermédiaires) ne présentent pas de marque de chromatine
active, la lysine 9 des histones H3 est di-méthylé indiquant une chromatine inaccessible a la
transcription (Chakraborty et al., 2007). En corrélation avec cette observation, les segments
Dsp apparaissent comme étant utilisés moins fréquemment que D161 €t Dqgsy (Tsukada et
al., 1990). A ce stade cellulaire ou s’opérent les réarrangements de Dy vers Jy, les régions qui
incluent les segments Vy possédent quant a elles les marques d’'une chromatine inactive
(Morshead et al., 2003; Chakraborty et al., 2007). Au cours de la progression vers le stade
suivant, la chromatine des segments Vy proximaux acquieére a son tour un statut actif
(histones hyperacétylés), la recombinaison Dy vers Jy est un prérequis a ce changement de
statut. Enfin, sous la dépendance de I'lL-7 et de STATS5, les histones des régions incluant les
segments Vy distaux deviennent également hyperacétylés (Chowdhury and Sen, 2001, 2004;
Bertolino et al., 2005). Au regard de la méthylation de I'histone H3, des différences sont
observées entre les segments Vy distaux et proximaux: la méthylation de la lysine 27
(inhibitrice) est constatée uniquement dans la région des segments Vy proximaux. La
délétion conditionnelle de I'Histone-lysine N-methyltransferase (EZH2) responsable de la
méthylation de cette lysine, induit la diminution de I'utilisation des segments V, distaux lors
des réarrangements. Ainsi, les marques répressives présentes au niveau des segments Vy
proximaux contribueraient a I'usage homogeéne de tous les segments Vy du locus (Xu et al.,
2008). Dans les cellules pré-B, lorsqu’une chaine lourde fonctionnelle est produite, la
diminution du signal induit par I'lL7 aboutit a un changement de statut de la chromatine
dans la région 5 du locus IgH : les histones localisées aux segments V, deviennent
hypoacétylées, rendant ainsi ces régions moins accessibles aux recombinaisons (Chowdhury

and Sen, 2003).

L'étude des marques chromatiniennes dans des précurseurs B porteurs de la
délétion du cEp met en évidence que seules certaines modifications sont dépendantes de
I'activateur intronique. En I'absence du cEp, I'acétylation des histones H3K9 des régions
Dri16.1, Das> et Jy est séverement diminuée, la mutation affecte également la triméthylation
H3K4. La diméthylation de la lysine 9 de I'histone H3 semble quant a elle s’opérer

indépendamment de cet activateur (Chakraborty et al., 2009).
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Au cours des recombinaisons VDJ, il est établi que I'activité endonucléasique du
complexe intégrant les protéines RAG1 et 2 nécessite |'accessibilité des régions d’ADN
cibles. Au-dela de leur role catalytique, il a récemment été montré que les protéines RAG
elles-mémes participaient aux mécanismes d’accessibilité de la chromatine. En effet, la
protéine RAG2 possede un domaine PHD (Plant Homeo Domain) qui a la propriété de se
fixer de maniere spécifique a I'histone H3 tri-méthylée sur la lysine 4 (H3K4me3) (Liu,
Subrahmanyam, et al., 2007; Matthews et al., 2007). La mutation de ce domaine PHD abolit
la liaison de la protéine avec le motif H3K4me3 et affecte I'efficacité de recombinaison

somatique (Liu, Subrahmanyam, et al., 2007).

Au sein des cellules pré-pro-B, avant le réarrangement de Dy vers Jy, les régions des
segments DQ52 et J, sont fortement enrichies d’histones H3K4me3 ; a ce stade, la liaison
des protéines RAG est particulierement élevée dans ces régions (Xu and Feeney, 2009; Ji et
al., 2010). Du fait de son affinité pour ce motif d’histone particulier, la fixation de RAG2 n’est
pas spécifique des loci d'immunoglobuline ; cette protéine peut en effet se fixer sur les
motifs H3K4me3 présents en d’autres points du génome. Cependant, [|'activité
endonucléasique n’est normalement pas observée en dehors des loci des genes des
récepteurs aux antigenes car RAG2 n’est pas associée a RAG1. Du fait de sa spécificité de
liaison aux sites RSS flanquant les segments destinés a recombiner, la protéine RAG1

confere au complexe endonucléasique sa spécificité de loci (Ji et al., 2010).

A la suite a I'observation de transcrits germinaux dans les régions Vy par I'équipe de
Alt en 1985, de nombreux autres transcrits régulateurs ont été mis en évidence au locus IgH
aux stades ou s’effectuent les réarrangements VDJ. Ces multiples transcrits apparaissent et
disparaissent au cours du développement B, ils sont corrélés a la nécessité d’accessibilité
des régions sujettes a la recombinaison somatique (Yancopoulos and Alt, 1985). Le réle que
jouent les transcrits germinaux fait encore débat. Sont-ils la cause ou l'effet de la
modification de la chromatine? Sont-ils des acteurs ou de simples stigmates de I'accessibilité

des régions a recombiner?
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Le premier transcrit germinal, nommé p0, est initié avant les réarrangements Dy vers
Jy. Il est initié par le promoteur DQ52, en amont du dernier segment Dy et s’étend vers Cu
(Alessandrini and Desiderio, 1991; Schlissel et al., 1991). Apreés le réarrangement de Dy vers
Jy, 'élément DJy réarrangé produit des transcrits Du (Reth and Alt, 1984; Alessandrini and
Desiderio, 1991). Des transcrits antisens ont également été identifiés au niveau des régions
Dy (Bolland et al., 2007; Chakraborty et al., 2007) et J, (Bolland et al., 2007; Perlot et al.,
2008). La région des segments Dy contient en effet des promoteurs bidirectionnels mais
I'activité de ces promoteurs a seulement été mise en évidence dans des lignées cellulaires
dont les segments Dy et Jy sont déja recombinés. L’activité des promoteurs Dy n’a jamais été
mise en évidence dans des précurseurs B non réarrangés, probablement a cause de la faible

abondance de ces transcrits (Chakraborty et al., 2007).

Dans le méme temps, les segments Vy sont transcrits a partir de leur promoteur
(Yancopoulos and Alt, 1985). Des transcrits antisens sur les deux alleles ont également été
décrits au niveau des régions Vy (Bolland et al.,, 2004). La transcription antisens de ces
régions est observée au cours des réarrangements D-Jy, elle est rapidement arrétée a la
suite des réarrangements de Vy vers DJ;. Compte tenu de la cinétique d’apparition et de
disparition de ces transcrits, leur role pourrait étre de favoriser I'accessibilité de la région
Vu, un préalable nécessaire aux réarrangements de Vy vers DJy (Bolland et al., 2004). Une
étude récente suggére que globalement la transcription sens dans la région V4 est en
guantité moins importante que I'antisens. Les transcrits germinaux antisens des régions
variables auraient pour origine principale les éléments PAIRs 4 et 6 situés au niveau de la

région Vy distale (Verma-Gaur et al., 2012).

La régulation d’un locus aussi étendu que le locus IgH passe vraisemblablement par
une régulation « spatiale », c'est-a-dire basée sur des changements de conformation
(rapprochement et éloignement de régions) au cours du développement B. Des études assez
récentes de noyaux en interphase par hybridation in situ fluorescente (FISH-3D) ainsi que
des études d’interactions entre régions d’ADN par capture de conformation chromosomique
(3C et 4C) ont permis de mettre en évidence des modifications de topologie du locus IgH

lors des réarrangements VDJ.
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Fig 20 : Compaction de la chromatine au niveau du locus IgH

Le premier niveau de compaction de la chromatine implique la formation de trois domaines constitués de
plusieurs boucles. Les sites CTCF sont représentés par des ronds jaunes, Les ronds rouges représente le réle
possible d’YY1 dans I'établissement des interactions.

A et B sont des boucles dont la formation est indépendante de Ep, ces 2 domaines impliquent les segments V,
distaux et proximaux.

C : Trois boucles constituent ce domaine dont la formation est dépendante de Ep. La boucle verte (B1) de 2.5
Kb se forme par l'interaction entre DQ52 et E. Une deuxieme boucle (B2) de 57 Kb implique Ep et DFL16. Une
derniére boucle (B3) est créée par l'interaction de Ep et de la région 3’régulatrice.

D : Le deuxiéeme niveau de compaction de la chromatine implique l'interaction de Ep avec des sites spécifiques
de larégion V.

(D’aprés Guo, Gerasimova, et al., 2011)
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Des études de conformation du locus IgH menées a I'aide de 12 sondes génomiques
mettent en évidence des changements dynamiques au cours des réarrangements VDJ : au
stade pro-B, la région incluant I'ensemble des segments Vy se trouve juxtaposée a la région
des segments Dy (Jhunjhunwala et al., 2008). Ce changement de conformation du locus est
corrélé a la formation de boucles d’ADN pouvant entrainer soit le rapprochement de régions
a recombiner, ces dernieres se trouvant dans la méme boucle; soit la séparation (ou
isolation) de régions qui au contraire ne doivent plus interagir, dans ce cas les régions sont
placées dans des boucles différentes (Jhunjhunwala et al., 2009; Guo, Gerasimova, et al.,
2011). En effet, lors des premiers réarrangements de Dy vers Jy, les régions Dy-Jy-Ep-Cy sont
incluses au sein d’une boucle restreinte qui aurait pour role de la séparer des régions situées

en amont contenant les génes Vy (Degner et al., 2011; Guo, Yoon, et al., 2011).

Les contractions des régions cibles de la recombinaison VDJ interviendraient en deux
temps avec une premiere étape dépendante de I'activateur intronique Eu et une seconde
indépendante de ce dernier. Lors de la premiéere étape, les régions Dy, Jy, Cy ainsi que
I'activateur Eu opérent un rapprochement par la génération de trois boucles d’ADN. Une
premiere boucle de 2,8 Kb se forme entre Eu et le promoteur DQ52, elle contient les
segments Jy et inclut des marques chromatiniennes fixant RAG2 (Liu, Subrahmanyam, et al.,
2007; Matthews et al., 2007) (fig 20). Une seconde boucle de 57 Kb, contenant la majorité
des segments Dy, est créée par l'interaction de Ep avec une région située en 5’ du segment
DFL16. Le rapprochement de ces deux domaines permettrait l'initiation des réarrangements
Dy-Jy (Guo, Gerasimova, et al., 2011). La derniere boucle, dont la formation dépend de Ep,
est le résultat de l'interaction entre Ep et I'extrémité de la région 3'RR (Guo, Yoon, et al.,
2011). Par des expériences de ChIP, Guo et collaborateurs proposent que les interactions
avec Eu fassent intervenir le facteur de transcription YY1 (Ying Yang 1) dont la délétion avait
déja démontré une implication dans la contraction du locus IgH (Liu, Schmidt-Supprian, et
al., 2007). YY1 s’associerait a CTCF fixé d’une part 3 Kb en amont du segment DFL16 et
d’autre part aux éléments HS5-7 (Guo, Yoon, et al., 2011). Cette hypotheése correle au
défaut de compaction du locus IgH observé lors de la délétion conditionnelle de CTCF

(Degner et al., 2011).

La contraction du locus intervenant au niveau des régions Vy se produit

indépendamment de I'activateur intronique Eu. Le locus IgH contient plus de 60 sites de
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liaison pour CTCF dont la majorité est localisée au niveau de la région des segments Vy
(Degner et al., 2009), I'implication de ce facteur dans la compaction des régions Vy est
fortement suggérée (Guo, Yoon, et al., 2011). L'étude menée par Guo et collaborateurs
propose que les régions des segments Vy proximaux et distaux soient incluses dans des
domaines (boucles) différents. A ce stade du développement B, ces deux domaines se
rapprochent du domaine Dy-Jy-Eu-Cy soit par une interaction avec Eu (cas de la boucle des
segments Vy distaux), soit par une interaction avec DFL16 (cas de la boucle des segments Vy

proximaux) (Guo, Yoon, et al., 2011).

La région des segments Vy distaux possede également des sites PAIRs (PAX-5-
activated intergenic repeat elements). Il avait été montré précédemment que PAX5 facilitait
les réarrangements des segments Vy distaux en induisant la contraction du locus dans les
cellules pro-B (Fuxa, 2004). Des études récentes montrent que la fixation de PAX-5 sur les
sites PAIRs est corrélée avec une chromatine active, la transcription antisens de ces régions
et la contraction du locus dans les cellules pro-B (Ebert et al., 2011). Quelques exceptions
subsistent cependant : en effet le segment V10 (situé dans la région distale) ne possede
pas d’éléments PAIRs, ce qui suggére la formation d’autres boucles lors des réarrangements

VDJ (Guo, Yoon, et al., 2011).

2) Epigénétique et réarrangements secondaires CSR/SHM

Au sein des cellules B matures, les deux alléles des chaines lourdes sont de nouveau
accessibles a de prochains remaniements géniques faisant suite a la rencontre avec un
antigene (Skok et al., 2001; Roldan et al., 2005). En effet, il est bien décrit que les
modifications telles que la commutation de classe et I’hypermutation somatique sont des
phénomeénes majoritairement bialléliques (Delpy et al., 2003). Les données in vitro montrent
gu’une position équivalente des alléles IgH est maintenue au moins 1,5 jours apres
activation du lymphocyte B ; au cours de la méme expérience, les alléles sont de nouveau
non équivalents aprés quatre jours d’activation (Skok et al., 2001; Roldan et al., 2005)

(fig19).
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Tout comme lors des recombinaisons VDJ, des modifications d’histone ont été mises

en évidences lors des recombinaisons secondaires.

Au cours du processus de CSR, toutes les régions S ne présentent pas
systématiquement une chromatine accessible a la transcription: par exemple, une
stimulation LPS induit des modifications chromatiniennes des régions Sp, Sy2b et Sy3. Les
régions ciblées perdent les marques caractéristiques d’'une chromatine « fermée » telles que
H3K9me3 pour acquérir des histones caractéristiques d’une chromatine « ouverte » comme
H3K4me3 (Wang et al., 2006, 2009; Kuang et al., 2009; Daniel et al., 2010; Pavri et al., 2010;
Stanlie et al., 2010). Ces modifications d’histone joueraient un réle important lors de la CSR,
indépendamment du rdle joué par la transcription germinale. En effet, I'induction de la
diminution des histones H3K4me3 par « Knock-Down » de méthyltransférases aboutit a la
diminution de la CSR vers IgA alors qu’aucune diminution de la transcription germinale n’est
observée (Stanlie et al., 2010). La modification des histones (H3K9ac, H3K9me3, H3K4me3,
H3K36me3, H3K27ac, ...) s’effectue au niveau des régions switch a la suite de stimulations
cytokiniques. Récemment, Jeevan-Raj et collaborateurs ont mis en évidence une relation
entre la modification des histones et le recrutement de AID. Au niveau de la région Sy, la
marque H3K9me3 est associée a un complexe qui inclut les protéines HP1 (Heterochromatin
Protein 1), KAP1 (KRAB domain associated protein 1) et AID. Cette association ne se
retrouve pas au niveau des régions switch acceptrices. Les cellules B déficientes pour la
protéine KAP1 présentent une diminution de fixation de AID au niveau de la région Sy ainsi
gu’une diminution de CSR (Jeevan-Raj et al., 2011). De méme, Begum et collaborateurs ont
récemment montré qu’une protéine chaperone d’histone nommée Spt6 pouvait réguler les
mécanismes de CSR et de SHM. Dans cette étude, 'inhibition de Spt6 par siRNA dans des
lignées cellulaires modéles pour la CSR (la lignée CH12F3) ou pour la SHM (BL2) diminue les
marques H3k4dme3 et de facon corrélée les cassures d’ADN ou les mutations induites par
Spt6 réguleraient indirectement la CSR ainsi que I'hypermutation somatique en modulant
des marques d’histone (H3K4me3), ces modifications n’induisant pas de diminution

drastique de la transcription (Begum et al., 2012).
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Introduction

Le locus IgH subit de nombreux remaniements géniques au cours du développement
lymphocytaire B. Des éléments cis-régulateurs organisent ces évenements, Ep étant actif
aux stades précoces du développement, il est essentiel pour les recombinaisons VDJ.
D’autres éléments régulateurs que sont hs3a, hsl1-2, hs3b et hs4, situés en 3’ du locus,
constituent la région 3’ régulatrice (3’RR pour 3’ Regulatory Region). La région contenant les
trois premiers activateurs transcriptionnels hs3a, hs1-2 et hs3b possede de nombreuses
séquences répétées inversées encadrant les éléments hsl,2 et constitue une structure de
"quasi-palindrome"” (Chauveau and Cogné, 1996). Bien que les séquences répétées et
inversées de cette région divergent entre espéces, I'architecture du "quasi-palindrome" est
remarquablement conservée chez la souris, le rat, I'hnomme et les primates (Sepulveda et al.,
2005; D’Addabbo et al., 2011) ce qui suggere un réle structurel important soumis a une
forte pression sélective au cours de I’évolution naturelle. L’élément hs4 se situant en aval du
palindrome est actif beaucoup plus tét que le reste de la 3'RR au cours du développement

des cellules B, des le stade pro-B (Madisen and Groudine, 1994; Michaelson et al., 1995).

Le r6le de I'élément hs4 a été mis en évidence grace a la réalisation d’'un modele KO
pour cet élément (Vincent-Fabert et al., 2009). Bien qu’actif dés les stades précoces, sa
délétion n’entraine pas de modification au niveau des cellules lymphocytaires B de la moelle
osseuse. Le nombre de cellules ainsi que la proportion des cellules pro, pré-B et immatures
ne sont pas affectés. Une différence phénotypique est par contre observée au stade B au
repos ou une diminution du niveau d’expression d’IgM est constatée ; cette particularité est
également constatée dans le modéle animal de délétion conjointe des éléments hs3b et hs4
(Pinaud et al., 2001). Les animaux déficients pour I'élément hs4 ne présentent aucun autre
défaut majeur au cours du développement B : la CSR n’est pas affectée. Le phénotype quasi-
normal des animaux KO pour hs4 fut surprenant au vue de l'activité de cet élément
(hypersensibilité a la DNasel) qui se manifeste tout au long du développement B. Une
explication plausible serait que I'absence de hs4 pourrait étre compensée par la présence

des activateurs inclus dans le « quasi-palindrome » (hs3, hs1-2 et hs3b). Le réle de la 3'RR J%
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dans sa globalité a été en partie élucidé par la réalisation d’'un modeéle animal de délétion
totale (Vincent-Fabert et al., 2010) qui confirme I'implication de la 3’RR dans les stades B
tardifs. Elle est indispensable au bon déroulement de la CSR ainsi qu’a la synthese
d’'immunoglobulines. Tout comme il avait été observé dans le modele de délétion conjointe
de hs3b et hs4 (Pinaud et al., 2001), le défaut de CSR présent dans le modéle de délétion
totale est la conséquence directe d’'un défaut majeur de transcription germinale des régions
S. Les différents modeles de délétion d’éléments activateurs transcriptionnels dans la région
3’ RR indiquent un réle primordial de cette région pour 'accessibilité du locus lors de la

commutation de classe.

Le « quasi-palindrome » de la région 3’RR est une structure conservée entre les
especes dont le role est totalement inconnu. Le locus IgH humain comprend deux blocs de
génes constants, chacun doté d’une propre région régulatrice 3, organisée comme un quasi-
palindrome. Les activateurs 3" humains sont semblables a ceux de la souris mais les régions
ne possedent pas d’équivalent de I'élément hs3b (Pinaud et al., 2011) en annexe de ce
manuscrit). De la souris a I’homme, I’évolution semble avoir préféré conserver une structure
guasi-palindromique plutdét qu’un activateur transcriptionnel redondant (hs3b chez la
souris). En effet, nous avons montré précédemment que la délétion de I'élément hs3b de
souris ne conférait aucun défaut au sein du lignage B (Bebin et al., 2010). Ce dernier constat
plaide en faveur d’un réle important de la structure quasi-palindromique de la région 3'RR.
Selon notre hypothese, la région 3’RR serait constituée de deux entités distinctes:
I'activateur distal hs4 (actif deés le stade pré-B) et la région quasi-palindromique (incluant les
éléments hs3a, hs1-2 et hs3b) dont le role précis reste a définir mais dont la fenétre
d’activité se situerait aux stades tardifs (post-médullaires : entre les stades B au repos et
plasmocyte). Au-dela du role global de la région 3’RR, la réalisation du KO de la région
« quasi-palindromique » chez la souris devrait permettre de vérifier notre hypothése des
« deux entités », et en parallele de définir in vivo la fonction de cette « région structurée ».
Ce modeéle permettra également de mesurer la fonctionnalité d’un locus IgH doté d’une

région 3’'RR réduite au seul élément régulateur hs4.
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Résultats

Un vecteur de ciblage a permis de réaliser le remplacement du fragment génomique
EcoRI-Pstl contenant les activateurs transcriptionnels hs3a, hs1,2 et hs3b par une cassette
loxP-neo®-loxP (figure 1A). Cette délétion permet I'ablation de la structure « quasi-
palindromique » de la région 3’RR et laisse intact le dernier activateur de la région, hs4. La
transfection du vecteur a permis d’obtenir des clones murins de cellules ES, de fond
génétique 129, résistants a la double sélection antibiotiqueG418 et Gancyclovir. L’ADN
génomique de chaque clone est préparé puis testé par southern blotting a I'aide de sondes
situées en 3’ et en 5’ des bras d’homologies du vecteur. La recombinaison homologue du
vecteur s’étant effectuée sur un des deux alleles IgH, la restriction par Xhol produit un
fragment génomique recombiné de 31 kb révélé par la sonde 5’ (14,7 kb pour l'allele IgH
sauvage), une restriction par EcoRl produit un fragment recombiné de 8,6 kb avec la sonde
3’ (22 kb pour I'alléle IgH sauvage) (figure 1B). Nous avons identifié 2 clones résistants sur 93
testés appelés « hs3a to hs3b-néo” ». Un de ces clones a été injecté dans des blastocystes de
souris C57BI6 afin de générer des animaux chimériques porteurs de la mutation « hs3a to
hs3b-néo” » dans leur lignée germinale. Une lignée de souris Knock-out a été établie a partir
de ces animaux chimériques. Ces souris appelées « hs3a to hs3b-néo” » ont été croisées avec
des animaux transgéniques exprimant la recombinase cre sous la dépendance du promoteur
CMV (cytomégalovirus) afin d’éliminer le géne de sélection néo” et d’obtenir une lignée
d’animaux porteurs de la délétion de la région quasi-palindromique 3’IgH, soit « hs3a to

hs3b- KO ». Les souris générées sont testées par PCR (figure 1C).

Les expériences de cette étude préliminaire ont été menées sur des souris de fond
génétique mixte (129/C57BI6), possédant 2 loci IgH de méme haplotype hs3a to hs3bA°/A°
ou sur des souris hétérozygotes (lignée F1 apres croisement avec la lignée pure C57BI6)
possédant des loci IgH d’haplotypes différents hs3a to hs3bA%Avt’. Les souris wt utilisées
comme contrdle sont également de fond génétique mixte (129/ C57BI6) avec le méme
haplotype wt®wt® ou des haplotypes différents wt”wt”. Les souris mutantes ainsi que leur

contrbles sont du méme age et hébergées dans les mémes conditions sanitaires.
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Les souris utilisées lors de I'étude des différents compartiments cellulaires B sont

toutes agées de 8 semaines.

Dans la moelle osseuse, les compartiments cellulaires pré-pro B (B220°CD117"), pré-
B (IgM'B220*CD43"") ainsi que pré-B (IgM'B220°CD43"°%) sont identiques entre les souris

KO et les souris wt (figure 2A ; tableau 1).

Dans la rate, le nombre de cellules lymphocytaires B (B220'IgM’IgD") et
lymphocytaires T (CD3e") est similaire chez les souris KO et wt (figure 2B ; tableau 1).
L'analyse de la moyenne de fluorescence de I'lgM a la surface des cellules B de la rate
(B220+) n’indique aucune différence entre les souris mutantes et contrdles, ce résultat
confirme que la seule présence de I'activateur hs4 suffit pour I’expression normale de I'lgM
membranaire a la surface des cellules B périphériques. En effet, la délétion de cet activateur
chez la souris entraine a elle seule une diminution de I'expression de I'lgM a la surface des
cellules B au repos. L’analyse des sous-populations de cellules B de la rate par cytométrie en
flux révele des différences dans la répartition des cellules B de la zone marginale
(B220'CD21"8"CcD23) et de la zone folliculaire (B220*CD21™9CD23"). Le pourcentage de
cellules B de la zone folliculaire est en effet fortement diminué chez les souris KO par
rapport aux souris wt (12,2% vs 73,1%) (figure 2B). De méme, le nombre de cellules B de
cette zone est significativement diminué (p< 0.0001, t test) : 36.51 x 10° + 2.707 chez les
souris wt contre 8.096 x 10° + 1.033 chez les souris KO (tableau 1). A I'opposé, le nombre de
cellules B de la zone marginale est faiblement augmenté chez les souris KO, 5.759 x 10° +
0.8356 pour les souris wt contre 9.925 x 10° + 1.607 pour les souris KO (p = 0.0298, t test)
(tableau 1). Le compartiment des cellules B transitionnelles (B220"AA4") n’apparait quant a

lui pas affecté par la mutation (figure 2B, tableau 1).

Dans la cavité péritonéale, I'analyse par cytométrie en flux montre que les sous-
populations des cellules Bla (B220°CD5'IgM") et B1b (B220°CD5IgM) ne présentent aucune

modification (figure 2C).

L'analyse des plaques de Peyer réveéle une augmentation globale significative du
nombre de lymphocytes B dans ces organes concernant les populations de cellules LR

B220"IgM" et B220"IgA" (respectivement : p<0.0001 et p = 0.0003, t test) (tableau 1). Le [ —
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nombre et la proportion des cellules B du centre germinatif (8220+PNAHighFASHigh) sont

également augmentés (figure 2D) (P = 0.0120, t test) (tableau 1).

L'analyse de souris hétérozygotes (F1), présentant des alleles de chaine lourde
d’immunoglobuline d’haplotypes différents (hs3bA%/wt’ et wt®wt’), permet d’étudier, dans
un contexte « d’alleles compétitifs au sein d’'un méme animal », I'efficacité de I'allele
mutant (« a») a conduire et orienter le développement des cellules B. Au cours du
développement B, I'expression des alleles en compétition conduit a I'expression d’'une IgM
de surface d’allotype « a» ou « b » (IgM? ou Igl\/lb). L'expression des IgM a la surface des
cellules du lignage B est évaluée par cytométrie en flux a I'aide d’anticorps spécifiques des
allotypes IgM? ou IgMb, par conséquent le rapport IgMa/IgMb traduit donc l'efficacité de

I'allele « a » a conduire le développement B.

Dans la moelle osseuse, la rate ainsi que les plaques de Peyer, la proportion de
cellules exprimant l'allotype « a » est identique chez les animaux hs3bA°/wt® et wt®/wt”

(figure 3).

Ces observations suggerent que l'allele hs3a to hs3bA est a lui seul capable de
conduire un développement B normal. La mutation ne semble pas affecter les
recombinaisons V(D)J, elle ne présente aucun handicap évident pour I'expression de la

chaine lourde d’immunoglobuline.

Cependant, nous observons une augmentation légere mais significative, p = 0.0329)
du nombre de cellules B des plagques de Peyer. L'analyse indique 4.226 x 10° + 0.2683
cellules B220"IgM?* chez les souris wt et 7.121 x 10°+ 1.014 chez les souris KO (tableau 2).

L'analyse de la production in vivo d’'immunoglobuline a été réalisée sur du sérum de
souris agées de 8 semaines, 8 souris hs3a to hs3bA°/A° et 6 souris wt*?. Les concentrations
d’'immunoglobuline sérique de type IgM (p = 0.0004, t test), 1gG1 (p = 0.0009, t test), 1gG2a
(p<0.0001, t test), 1gG2b (p<0.0001, t test), IgG3 (p = 0.0002, t test), IgE (p = 0.0088, t test) et
IgA (p<0.0001, t test) sont toutes significativement réduites chez les animaux porteurs de la

mutation (figure 4A).
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Afin d’étudier I'effet de la mutation hs3a to hs3b sur la réponse immune in vivo, ,
nous avons procédé a une immunisation par l'ovalbumine de souris hétérozygotes
présentant des chaines lourdes d'immunoglobuline d’allotype différent « a » et « b ». Deux
cohortes de 5 souris de chaque génotype (wt?/wt’ et hs3a to hs3bA°Avt®) agées de 8
semaines sont utilisées pour cette étude. Une cinétique de la réponse spécifique de
I'ovalbumine pour les isotypes IgM, IgG1l et I1gG2a a été réalisée pendant 24 jours. La
réponse anticorps spécifique d’allotype « a » et « b » permet de distinguer, au sein d’un
méme animal porteur de deux alleles IgH différents, si la réponse immune est conduite par

les cellules B exprimant I'alléle sauvage (« b ») ou I'alléle muté (« a »).

Les expériences d’'immunisation réalisées (figure 4B) montrent que, chez les animaux
hs3bA°Avt®, les réponses immunes IgG1 et IgG2a sont essentiellement assurées par |alléle
wt®. Chez ces méme animaux hs3bA°Avt®, seule une réponse immune spécifique de type IgM
tres faible assurée par l'allele hs3bA° a été mise en évidence. Dans le cas des 3 classes
d’'immunoglobuline, la réponse secondaire (faisant suite au rappel d’'immunisation), elle est
guasi-inexistante. Chez ces animaux, une réponse efficace (comparable a celle des animaux
wt’/wt®) assurée par I'alléle wt® permet de valider 'immunisation par I'ovalbumine chez ces

souris.

Les expériences d’immunisation montrent clairement que la mutation hs3a to
hs3bA affecte tres séverement in vivo la réponse immune spécifique de type IgM, I1gG1 et

IgG2a.

Afin de déterminer si la mutation hs3a to hs3bA affecte la production d’lg de
réponse secondaire (autres que IgM), une stimulation de cellules lymphocytaires B est
réalisée avec du LPS associé ou non a des cytokines, les |Ig produites dans les surnageants de

culture ont été dosées par ELISA (figure 5).

Suite a une stimulation avec du LPS la sécrétion d’IgM et d’IgG3 est significativement
diminuée (p = 0.0011, p = 0.0021 et p = 0.0133 respectivement, t test), la diminution est
moins prononcée dans le cas d’lgG2b. La stimulation des cellules avec du LPS en

combinaison avec I'IFNy induit la recombinaison de classe vers IgG2a. La production de cet
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isotype se trouve également significativement diminuée par rapport au controle (p = 0.0388,
t test). Une forte diminution de sécrétion d’lIgG1 suite a une stimulation par un anticorps
anti-CD40 associé a I'lL4 est également constatée (p<0.0001, t test). Enfin, dans les
conditions de stimulation associant le LPS au TGFf3, la synthése d’IgA se trouve également

significativement diminuée (p = 0.0013, t test).

Les expériences de stimulation in vitro indiquent que la production d’lg de réponse
secondaire (vers tous les isotypes testés) est significativement affectée par la mutation hs3a
to hs3bA. La diminution de la synthese d’IgG1, 1gG3, 1gG2a, IgG2b et IgA apres stimulation in
vitro peut étre la conséquence d’un défaut de CSR ou/et d’un défaut de production (et

sécrétion) de la chaine lourde au stade plasmocyte.

Afin de déterminer si la diminution de sécrétion d’'immunoglobuline observée aprés
stimulation in vitro résulte d’un défaut de la fréquence de CSR, nous avons estimé, apres
marquage des Ig de surface en cytométrie de flux, la proportionde cellules exprimant
chaque isotype de réponse secondaire. Celle-ci reflete |'efficacité de la recombinaison de

classe (CSR) suite a la stimulation in vitro.

L'analyse par cytométrie en flux confirme une diminution de CSR vers les isotypes
1gG3, 1gG2a et IgG1 (figure 6). Compte tenu du défaut sévére de production d’lgG1 dans le
surnageant de culture, la diminution de CSR apparait relativement modeste. La tres faible
baisse de sécrétion observée dans le cas de lisotype IgG2b n’est pas corrélée a une
diminution significative de commutation de classe vers cet isotype (quasi-identique a celle
observé pour le contréle wt). Il est également difficile de confirmer une diminution de CSR
vers IgA ; en effet la proportion de cellules commutées vers a IgA semble identique entre les

controles et les souris mutantes hs3a to hs3bA.

Chez des groupes de 6 animaux hs3a to hs3bA/A et wt, 'hypermutation somatique
est analysée dans les cellules B du centre germinatif triées (8220+PNAhighFAShigh) de plaques
de Peyer. Chaque région analysée est amplifiée par PCR puis clonée. L'analyse des U

séquences du locus IgH montrent que 95% des séquences ne sont pas mutées chez les J%
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souris hs3a to hs3bA/A (contre seulement 6% pour les controles) (figure 7A). La fréquence
de mutation (prenant en compte uniquement les séquences mutées) est divisée par 3 par
rapport aux contréles (figure 7B). En revanche, I'analyse des substitutions nucléotidiques
n’indique aucune différence chez les mutants (figure 7C, les proportions des mutations
survenant aux bases dC/dT et dA/dT ainsi que les transitions et transversions restent
inchangées (figure 7D). La mutation hs3a to hs3bA affecte de facon prononcée la fréquence

des mutations somatiques de la région variable de la chaine lourde réarrangée.

Dans le but de vérifier que les cellules triées des centres germinatifs sont bien ciblées
par ’hypermutation somatique, nous avons également étudié, dans les mémes échantillons,
ce processus au locus des chaines Igk. Cette analyse révele un profil de SHM similaire entre
souris mutantes et wt. Cette expérience complémentaire valide les analyses de SHM au
locus des chaines lourdes, elle confirme un effet de la mutation hs3a to hs3bA sur le
processus de SHM et montre également que la délétion occasionnée au locus IgH n’affecte

pas le processus de SHM au locus Igk (figure 7A, B, C, D).

L’hypermutation somatique étant corrélée a la transcription, nous avons recherché si
la large délétion occasionnée dans la région IgH 3’RR pouvait induire une diminution de la
transcription qui serait a l'origine de l'importante diminution de SHM. L’'analyse des
transcrits au locus IgH a été effectuée sur 6 groupes de souris mutantes hs3a to hs3bAet 6
groupes de souris wt. La transcription primaire de la chaine lourde d’lg est significativement
diminuée (environ 30% de la transcription observée chez les contréles, p = 0.0005, t test)
chez les souris hs3a to hs3bA. La diminution de I'"hypermutation somatique constatée dans
le modele de mutation hs3a to hs3bA semblerait donc étre la conséquence directe d’une
diminution de la transcription de la région variable réarrangée de la chaine lourde d’lg

(figure 7E).
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Discussion
Ces résultats préliminaires sont discutés dans la partie DISCUSSION et PERSPECTIVES
(p64 a p68).
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Matériels et Méthodes

Génération de souris hs3a to hs3b KO

Le bras 5’ est homologue a un fragment génomique Hindlll-EcoRI de 3.6 kb situé en
5 de hs3a. Le bras 3’ est homologue a un fragment génomique Pstl-Kpnl de 5.7 kb
comprenant hs4. Pour la sélection in vitro, le géne de résistance a la néomycine (neo’),
flanqué par des sites lox P, a été inséré entre les bras d'homologie. Le gene de résistance a
la néomycine est placé sous la dépendance du promoteur de la thymidine kinase du virus de
I'herpés simplex. De plus, en amont du bras 5' le géne thymidine kinase est placé sous la
dépendance du promoteur pGK a été introduit pour permettre une sélection négative
évitant l'intégration aléatoire du vecteur dans le génome. Une fois linéarisé, le vecteur est
transfecté dans des cellules souches embryonnaires de souris (lignée cellulaire E14). Les
clones transfectés sont sélectionnés avec 300 mg/ml de généticine et 2 mM de gancyclovir.
Un clone correctement recombiné est injecté dans des blastocystes C57BL/6 afin de générer
des animaux chimériques. La transmission germinale de la délétion est vérifiée par Southern
blot. La délétion du gene de résistance a la néomycine est effectuée par croisement avec

une souris exprimant le transgéne cre sous la dépendance du promoteur CMV. La

transmission de la délétion est confirmée par Southern blot et PCR.

Southern blot

Pour réaliser les Southern blot, environ 20 ug d’ADN génomique sont digérés par
Xhol ou Sacl. La migration de I’ADN digéré s’effectue sur un gel de 0.7% d’agarose. L’ADN est
transféré par capillarité sur une membrane de nylon (MPBiomedicals, Santa Ana, CA) puis
celle-ci est hybridées avec des sondes marquées au 32P. Sonde 5’ (X, fragment EcoRI-Hindlll

de 0.8 kb) et sonde 3’ (Y, fragment Xhol-Hindlll de 0.6 Kb) cf figurel.

La PCR permettant de vérifier si la recombinaison en 5’ est correcte sur les ES ou

souris néo' a été réalisée comme précédemment décrite dans Vincent-Fabert et al. 2010.

PCR d’amplification de I'allele WT : 1 cycle [94°C-5 min], 33 cycles [94°C-30 sec, 55°C-

30 sec, 72°C-45 sec], 1 cycle 72°C-7 min. Les couples d’amorces utilisées sont les suivants :
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Amorce 5’ 5' GCCATGCCTCTACCAATAA 3'; Amorce 3" 5'
TGGGTTCATGGTGAACAGTG 3'. Le fragment amplifié est de 209 pb.

PCR d’amplification de Iallele A" N30 1 cycle [94°C-5 min], 30 cycles [94°C-30

sec, 55°C-1 min, 65°C-2 min], 1 cycle 65°C-10 min. Les couples d’amorces utilisées sont les

suivants :

Amorce 5’ 5' GACCTTCCTCACCCTCTTCC 3" Amorce 3" 5'
TGGGTTCATGGTGAACAGTG 3'. Le fragment amplifié est de 1.1 kb.

Les marquages de cytométrie en flux sont réalisés comme précédemment décris
pour l'article 1 : « The Eu full length enhancer region is critical for optimal immunoglobulin

heavy chain expression at early stages of B cell development ».

Cf article 2 : « Matrix Attachment Regions flanking the Eu enhancer are critical cis-

and trans- regulators of somatic hypermutation»

Les dosages ont été réalisé comme décrit précédemment dans Vincent-Fabert et al.,

2010.

L'étude a été menée de la méme maniére que dans l'article 2 : « Matrix Attachment
Regions flanking the Ep enhancer are critical cis- and trans- regulators of somatic

hypermutation»
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Figure 2.

(A) Bone marrow cells of wt and hs3a to hs3b A/A mice were stained with fluorescent Abs. Top row: B220+ CD43"e" (pro-B) and
B220+CD43'" (pre-B) cell populations are shown after staining with V450—-anti-B220, FITC-anti-lgMa, and PE—anti-CD43 Abs, gated
on the IgM- population. Second row: B220+ CD117+ (pre-pro- and pro-Bl B cells) and B220+ CD117- (preB, immature and recirculating
B cells) were stained with V450-anti-B220, PE-anti-CD117 Abs.

(B) Splenic cells of wt and hs3a to hs3b A/A mice were stained with fluorescent Abs. Top row: B220+ B cells and CD3e T cells
populations are shown after staining with V450—-anti-B220 and FITC—anti-CD3e Abs. Second row: IgD+ mature B cells population is
stained with FITC—anti-IgD Abs and IgM+ mature B cell population is stained with PE—anti-IgMt°t! Abs gated on B220 population. Third
row: CD21Migh CD23'°w marginal zone and CD21'°% CD23M"ieh follicular B cell populations were stained with V450-anti-B220, PE—anti-
CD21 and FITC—anti-CD23 Abs, gated on B220 population. Fourth row: B220+ AA4.1+ (transitionnal B cells) are shown after staining
with V450-anti-B220 and PE—anti-CD93 Abs. Bottom row : Ig surface expression level on wt and hs3a to hs3b A/A splenic mature B
cell population (gated on B220+ cells) were stained with PE-anti-IgMtot (right pannel) or FITC-anti-IgD (left pannel).

(C) B cells from peritoneal cavity of wt and hs3a to hs3b A/A mice were stained with fluorescent Abs. First row: IgM+ CD5+ B cells
population is shown after staining with V450-anti-B220, PE-anti-lgMtt! Abs, FITC-anti-CD5, gated on the B220 population. Second
row: lgM+ mature B cell populations were stained with PE—anti-lgMtt! Abs.

(D) Peyer’s Patch B cells of wt and hs3a to hs3b A/A mice were stained with fluorescent Abs. First row: PNAsh FAShieh germinal
centre B cells population is stained with APC-anti-B220, FITC-anti-PNA PE-anti-FAS Abs gated on B220 population. IgM+ and IgA+ B cell
populations were stained with V450-anti-B220, FITC-anti-IlgM®®' and PE—anti-IgD Abs, gated on B220 population.
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Tablel

A/A mice

Signifiance

Bone Marrow
Leucocytes (x106)

B220* cells (x108)

1gM-/B220%/CD43'ow cells (x106)
1gM-/B220*/CD43high cells (x106)

B220*/CD117* cells (x106)
B220+/CD117- cells (x106)
Spleen

Leucocytes (x106)

B220* cells (x108)
IgM*/IgD* cells (x106)
Marginal B cells (x106)
Follicular B cells (x106)
Transitionnal B cells (x106)
Peritoneal Cavity
Leucocytes (x106)
B220*cells (x106)
CD5*/IgM* cells (x108)
CD5/IgM* cells (x108)
Peyer's Patches
Leucocytes (x106)

B220* cells (x109)

B220* /IgA* cells (x106)
B220*/1gM* cells (x106)

B220*/PNAlW/FASIow cells (x108)
B220*/PNAMigh/FASHigh cells (x106)

68.54 + 4.298 N=6
26.76 + 4.307 N=5
10.60 + 1.760 N=6
5.441 +1.096 N=6
2.183 £ 0.1974 N=6
22.71 +4.002 N=6

119.0 +£ 10.75 N=14
50.60 + 3.533 N=14
40.97 £ 2.568 N=13
5.759 + 0.8356 N=14
36.51+2.707 N=14
7.588 +1.903 N=5

3.540 £ 0.4214 N=6
1.403 £ 0.3028 N=6
0.5924 + 0.1002 N=5
1.076 £ 0.2745 N=5

10.58 +1.194 N=12
6.540 + 0.8077 N=12
0.5625 +0.1273 N=6
2.828 +0.5269 N=6
3.967 £ 0.4319 N=8
2.513+0.4518 N=8

68.23 + 2.960 N=6
18.76 + 1.433 N=6
7.413 £ 1.053 N=6
4.090 + 0.2812 N=6
2.637 £0.9187 N=6
16.36 + 1.704 N=6

114.7 + 6.482 N=14
45.76 £ 3.492 N=14
35.03 £2.205 N=14
9.925 + 1.607 N=14
8.096 + 1.033 N=14
6.430 +2.092 N=5

2.880 +0.5826 N=5
1.405 +0.3846 N=5
0.4191 £ 0.1116 N=5
0.8410 £ 0.2596 N=5

21.66 +1.760 N=12
12.49 £ 0.8993 N=12
2.326 +0.2981 N=6
7.838 £ 0.6091 N=6
5.516 + 0.6363 N=6
4.728 £ 0.6232 N=6

NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS

NS

NS

P =0.0298
P<0.0001
NS

NS
NS
NS
NS

P<0.0001
P<0.0001
P =0.0003
P<0.0001
NS

P =0.0120

Table 1. Bone Marrow and peripheric cell counts in hs3a to hs3b A/A and wt mice:

Absolute numbers are reported as mean +SEM. Significance was assessed with Student T test
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Table 2 wta/wtb hs3a to hs3b A2/wtP Signifiance
Bone Marrow
B220* cells (x106) 24.79 + 4.234 N=4 32.86 +5.926 N=4 NS
B220*/IgMa* cells (x108) 4.246 +0.6135 N=4 4.525 +0.6108 N=4 NS
B220*/IgMb* cells (x106) 4.180 +0.5438 N=4 4.597 + 0.6066 N=4 NS
Spleen
B220* cells (x106) 40.60 +7.521 N=4 57.23 +5.738 N=4 NS
B220*/IgMat cells (x106) 15.80 £ 3.106 N=4 20.71 +£2.019 N=4 NS
B220*/IgMb* cells (x106) 14.29 £ 2.536 N=4 20.23 +£2.141 N=4 NS
Peyer's Patches
Leucocytes 18.13 £ 0.9492 N=4 30.00 +5.103 N=4 NS
B220* cells (x106) 12.02 £ 0.6831 N=4 21.84 +3.656 N=4 p =0.0386
B220*/IgMa* cells (x108) 4.226 +0.2683 N=4 7.121 +1.014 N=4 p =0.0329
B220*/IgMb* cells (x108) 3.999 + 0.2897 N=4 5.842 + 0.9451 N=4 NS

Table 2. Splenic counts of B cells expressing IgM? or IgMP" allotypes in heterozygous hs3a to hs3bA%/wt?

and wt?/wt? mice:

Absolute numbers are reported as mean +SEM. Significance was assessed with Student T test.






(A) Seric Ig concentration (ug/mL)

IgM 1gG1 Ig2a
1407 136.9 + 537.3 85.63 1255 66.25
+307.5 13.49 +118.4 +14.21 +234.2 +11.89
P = 0.0004 P = 0.0009 p<0.0001
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Vo T g
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1gG3 IgE IgA
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Figure4.

(A) Serum Ig isotype level
ELISA analysis of immunoglobulin secretion in 8-week-old mice sera. WT littermates are shown on the left part of graphs, followed
by homozygous hs3a to hs3b A/A. Mean and SEM are indicated for each case. Significant differences are indicated with p values,
according to Student T test.
(B) Specific-antibody response in the serum of hs3a to hs3bA*”wt? mice immunized with ovalbumine
Antibody levels, detected by ELISA, are expressed in arbitrary units by comparison with a control serum. Time after immunization is

indicated in days. Each point is the mean (£ SEM) of serum determinations from five mutant and five wt mice. One representative

experiment out of two is shown.
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g concentration in supernatant

IgM (LPS, pg/mL) 18G3 (ng/mL) 1gG2b (ng/mL)
69.00 25.86 262.3 17.44 255.1 192.3
+11.36 +3.535 +93.61 +3.926 +21.47 +12.36
1000 i P =0.0011 i 1000 i p = 0.0021 i 1000 I p = 0.0133 i
o= -
100 . o #
100 ¢ H 100 E
0
—t— —5—
. o0 10 000
Euu-E
10 1 10
- wt
IgA (ng/mL) 1gG1 (ng/mL) 1gG2a (ng/mL) -Et  hs3ato hs3b KO A/A
83.02 0.07875 266.4 49.97 358.4 68.78
+15.30 +0.06378 +10.96 +2.521 +149.8 +7.907
1000 P =0.0013 1000 P<0.0001 10004 P = 0.0388
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Figure 5. In vitro Ig secretion

ELISA analysis of immunoglobulin in supernatants of B cells cultured for 4 days with LPS with or
without cytokines. Mean and SEM are indicated for each case. Significant differences are indicated
with p values, according to Student T test.

Figure 5.
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Figure 6. Surface immunoglobulin expression in activated splenic B cells.
Sorted splenic B cells were cultured for 4 days with LPS with or without cytokines at 1x10° cells/ml and stained with V450-anti-
B220, APC-anti-B220, APC-anti-lgG1, PE-anti-IgG2b, FITC-anti-IgG3, FITC-anti-lgG2a and FITC-anti-IGA.
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Figure 7. Somatic hypermutation of the IgH and IgKappa locus in wt, hs3a to hs3b A/A mice.

GC cell DNA was isolated from B220 PNAMeh/FAShish peyer’s patches cells of a non-immunized 8-wk-old
animal.

(A) Pie plots showing the percentage of the total number of clones for each percentage group (proportional
to the area in each slice); the total number of clones analyzed for each genotype is noted in the center.

(B) Number of mutations versus total length of DNA sequence analyzed, and the mutation frequency. Only
sequences that contain at least one mutation were included, and clonally related sequences were excluded.
(C) Pattern of nucleotide substitutions. The table shows the percent of mutations for each type of nucleotide
present in the germ-line sequence (vertical axis) to a different nucleotide (horizontal axis). The table below
compares the ratio of mutations at dC-dG to those at dA-dT as well as the ratio of transitions: transversions
substitutions at both dC-dG and dA-dT.

(D) Relative IgH transcripts : RT-qPCR was performed using IgH"! probe and normalized with CD79a probe.
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mutated . Frequency
sequences analysed mutations .
sequences (mutation per bp)
3' JH3-JH4 wt 129 93.8% 68841 902 0.01398
) hs3a to hs3b A/A 145 28.3% 77559 100 0.00458
JK5 wt 48 91.7% 26592 296 0.0121431
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(C) Wt A T C TOTAL
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DISCUSSION-PERSPECTIVES

Afin d’étudier le role des éléments régulateurs du locus IgH et plus particulierement

les régions Eu et 3’'RR, nous avons établi trois modeles KO.

Etude de la région Ep

L’élément régulateur Ep fOt le premier activateur transcriptionnel décrit chez les
eucaryotes (Baneriji et al., 1983; Gillies et al., 1983). Depuis sa découverte, la réalisation de
nombreux modeles d’étude a permis d’établir un role essentiel de la région Eu lors du
développement B précoce. En effet, la délétion de cEu chez la souris entraine une sévére
diminution de I'efficacité des recombinaisons VDJ (Chen et al., 1993; Serwe and Sablitzky,
1993; Sakai et al., 1999; Perlot et al.,, 2005; Afshar et al.,, 2006). Le KO de I'activateur
intronique induit un sévere blocage des recombinaisons Dy vers Jy sans toutefois bloquer le
développement des cellules lymphocytaires B (Perlot et al., 2005). La délétion du cEu et de
ses MARs n’aggrave pas le phénotype, de plus la délétion des MARsg, seules ne provoque
pas de diminution des recombinaisons VDJ. Nous avons confirmé grace a nos deux modéles
KO (full length Eu et MARsg,) que le «core» activateur seul est essentiel au bon
déroulement des recombinaisons. Nos études confirment également que les régions
flanquantes MARsg, sont dispensables a ces processus. L'activateur intronique cEp, par le
contréle de la transcription germinale « p0 », favorise I'accessibilité des régions Dy et Jy
pour les premieres étapes de réarrangement de D vers J (Perlot et al., 2005). De méme,
Bolland et collaborateur montrent que la diminution des réarrangements est corrélée a une

diminution de la transcription antisens dans la région Dy (Bolland et al., 2007).

Les réarrangements VDJ étant largement compromis par la délétion de la région Eu
(modele KO full length Eu), nous avons également vérifié si cette mutation affectait le
répertoire B pré-immun. Nous avons ainsi constaté que l'usage des différents segments Vy
n’est pas modifié par la mutation. Ce constat indique que, bien gu’influencant la fréquence
et I'efficacité des recombinaisons VDJ, la région Eu (vraisemblablement le cEu) ne participe
pas au choix des segments a réarranger (Vy en l'occurrence). Ce résultat peut paraitre

étonnant car selon différents auteurs, I'activateur intronique cEu est impliqué dans la
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réalisation de boucles permettant le rapprochement des différents segments Vi, Dy et Jy
(Jhunjhunwala et al., 2008; Guo, Gerasimova, et al., 2011; Verma-Gaur et al., 2012). Guo et
collaborateurs montrent que la contraction permettant le rapprochement des segments Dy-
Jy est dépendante de cEu, sa délétion entrainant en effet une diminution des interactions
(Guo, Gerasimova, et al., 2011). Cependant, il semble que ces interactions physiques
(boucles) observées au sein du locus n’entrainent pas systématiquement la transcription des
régions impliquées : des données plus anciennes montrent en effet que la délétion du cEu
ou de la région MARg, 5’ - cEp n’affecte pas la transcription germinale des segments Vy

(Bolland et al., 2007; Chakraborty et al., 2009).

L'ensemble des modeéles précédents indiquent que I'efficacité de la recombinaison
VDJ (dépendante de l'activateur Eu) peut étre corrélée au rapprochement physique entre
les régions impliquées; I'analyse de nos modeéles indique cependant que le choix de

I'utilisation (aléatoire ?) des segments Vy est indépendant de ces interactions physiques.

Dans le but de préciser le réle des éléments de la région Eu sur la transcription de la
chaine lourde d’immunoglobuline, nous envisageons d’étudier I'accessibilité du locus lors
des recombinaisons VDJ dans nos souris KO et ce, uniquement sur l'alléle subissant les
réarrangements. Pour cela, nous envisageons le croisement de nos modeles murins avec
une lignée Knock In fr-Vk (Reynaud et al., 2005) chez qui, I'allele portant la mutation est non

fonctionnel, les réarrangements « en phase » étant impossible.

Un défaut partiel de recombinaison VDJ dans le modele « full length Eu », n"abolit
pas complétement le développement B et permet donc I'étude des compartiments B
périphériques. Nous avons constaté que la délétion de cette région engendrait des
déséquilibres conséquents sur les compartiments cellulaires B périphériques. Nous notons,
comme il I'avait été observé lors de la délétion du cEu (Perlot et al.,, 2005), une forte
diminution du nombre de cellules B périphériques. Nous observons également un défaut de
répartition des compartiments B périphériques en majorité dans la rate ou le nombre de
cellules B folliculaires est fortement diminué chez les souris KO « full length Eu ». Ce défaut

n’est pas retrouvé chez les souris KO MARsg, qui présentent un développement B normal.

Nous avons recherché une relation de cause a effet entre la délétion de I’activateur

intronique et I'orientation du développement B vers le compartiment de la zone marginale.

)
=

[ —






DISCUSSION-PERSPECTIVES

Il a été précédemment rapporté qu’une telle orientation phénotypique serait induite par
une diminution de la « force » du signal du BCR (ou du pré-BCR). Selon le modéle proposé,
les cellules B transitionnelles présentant une forte signalisation de leur BCR sont orientées
vers le compartiment de la zone folliculaire alors que celles présentant une faible
signalisation de leur BCR sont orientées vers le compartiment de la zone marginale (Pillai
and Cariappa, 2009). Plusieurs modeles de souris transgéniques ou Knock-in chez lesquels
une diminution de I'expression de la chaine lourde est observée aux stades précoces du
développement B présentent en effet une orientation vers le compartiment de la zone
marginale (Li and Eckhardt, 2009; Li et al., 2010; Brenner et al., 2011). Nous avons dans ce
sens observé que la suppression de la région Eu induit une diminution conséquente
d’expression de la chaine lourde au stade pré-B. Jusqu’a présent, les effets indirects liés a la
délétion de la région intronique IgH sur le développement B périphérique n’étaient pas
clairement décrits. Nous montrons par notre étude qu’un activateur transcriptionnel dont
I'activité est restreinte aux stades précoces du développement B se révele important pour
I’équilibre des populations B périphériques. Les cellules B de la zone marginale sont
particulierement connues pour leur role central dans la réponse immunitaire T-
indépendante. Nous avons recherché les conséquences de la délétion de la région Eu sur les
réponses anticorps T-dépendantes et T-indépendantes. Aprés immunisation in vivo, les
souris KO « full length Eu » ne montrent aucun défaut de réponse, suggérant que la forte
proportion de cellules de la zone marginale chez ces animaux ne semble pas avoir d’impact

sur leur capacité a développer des réponses immunes efficaces.

Un enrichissement de la zone marginale en cellules B auto-réactives est un
phénotype observé dans des modeles de souris transgéniques et des modeles de souris
auto-immunes (Chen et al., 1997; Li et al.,, 2002). De méme, les cellules B de la zone
marginales sont connues pour leur implication dans certaines pathologies auto-immunes
comme le lupus (Wither et al., 2000). A ce titre, nous envisageons de rechercher la présence

d’anticorps auto-réactifs dans le modele KO « full length Ep ».

Le blocage partiel du développement B et ses conséquences sur I'afflux réduit de
cellules B en périphérie caractérisant les animaux KO cEu et full lenght Eu ont rendu
I'analyse de I’lhypermutation somatique assez difficile. Perlot et collaborateurs ont étudié ce

processus chez les souris KO cEu et identifié une diminution du nombre de séquences
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mutées dans les cellules B du centre germinatif ; diminution corrélée a I'afflux réduit de
cellules B en périphérie décrit précédemment. Cependant, dans ce modéle, la fréquence des
mutations est comparable a celle observée chez les animaux contréles (Perlot et al., 2005),
ces résultats montrent que I'activateur transcriptionnel (« core ») de la région Eu n’est pas
impliquée dans le ciblage de la région variable de la chaine lourde par I'hypermutation
somatique. Une autre étude, menée par I'équipe de L. Eckhardt, utilise un modele de souris
Knock-in combinant la délétion de cEu et des MARs a un exon Vy préalablement réarrangé.
Ces animaux ne présentent pas de diminution significative des mutations somatiques dans
les cellules du centre germinatif des plaques de Peyer. Ce modele met cependant en
évidence I'implication de la région Eu au cours des réponses secondaires, en effet seules les
cellules B ayant effectué la commutation de classe présentent un défaut d’hypermutation.
(Li et al., 2010). Notre modele KO « full length Eu » présente en revanche une diminution
significative de la fréquence des hypermutations dans les cellules du centre germinatif. De
facon inattendue, un phénotype identique est également observé pour notre modele KO
MARsg,. Alors qu’aucun rble n’avait clairement été attribué aux régions MARsg, nos
modeéles permettent d’affirmer que ces régions sont impliquées dans la régulation du

processus hypermutation somatique au locus IgH.

Plus étonnamment, nos modeles ont mis en évidence un réle des régions IgH MARsg,
sur la régulation en « trans » de I’hypermutation somatique. En effet, leur délétion entraine
non seulement une diminution des mutations des régions variables au locus IgH mais aussi
au locus des chaines légeres Igk. La maniere dont les MARsg, régulent I’hypermutation en
« trans » demeure inconnue. Nous envisageons d’étudier le positionnement nucléaire des
alleles IgH et Igk dans les cellules du centre germinatif (BZZO+PNAhighFAShigh). En effet, si les
changements dynamiques de position des loci des genes d'immunoglobuline ont été
amplement décrits au cours du développement B précoce, aucune étude ne rapporte leur
position dans les cellules effectuant I’hypermutation. Il est possible que les deux loci (IgH et
Igk) soient co-localisés dans les cellules du centre germinatif, favorisant ainsi I'accessibilité
simultanée d’AID aux deux loci. Les régions d’attachement a la matrice MARsg, pourraient
étre impliqguées dans ce rapprochement. Il est également envisageable que la région

équivalente au locus k¥ (MARsg;) collabore au processus. Ce schéma semble assez pertinent
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car le KO de la région MARsg, indiqgue un role cis activateur de cette région pour

I’hypermutation somatique (Yi et al., 1999).

Cette étude nécessite la mise au point d’un protocole d’hybridation in situ
fluorescente en 3 dimensions (FISH - 3D) sur des noyaux en interphase. Une collaboration a

été établie avec le Dr Claire Francastel (UMR 7216 épigénétique & destin cellulaire).

Parmi les effecteurs protéiques potentiellement impliqués, quatre protéines (CUX/CDP,
STAB1, STAB2 et BRIGHT/ARID3A) sont connues pour se fixer au niveau des MARsg,
(Scheuermann and Chen, 1989; Dickinson et al., 1992; Herrscher et al., 1995; Dobreva,
2003). Il est légitime de poser la question du role éventuel de ces protéines lors de
I’hnypermutation somatique. SATB1 et CUX/CDP sont connues pour exercer des fonctions
répressives ; SATB2 et BRIGHT/ARID3A sont quant a elles spécifiquement exprimées dans les
cellules B mais leur niveau d’expression dans les cellules du centre germinatif n’a pas été
exploré. Apres avoir défini le profil d’expression de ces facteurs dans les cellules B du centre
germinatif, nous envisageons de réprimer le ou les facteurs d’intérét dans un systéme
biologique permettant de mesurer la fréquence des hypermutations somatiques, par
exemple la lignée cellulaire BL2 stimulée dans des conditions déja décrites (Denépoux et al.,

1997; Faili et al., 2002).

Etude de la région régulatrice 3’

La 3’RR est une structure complexe comprenant quatre activateurs transcriptionnels
dont la fonction n’est pas encore entierement élucidée. Cette région large de 25 kb
présente une structure quasi-palindromique, comprenant I'activateur central hs1,2 entouré
de séquences inversées et répétées, qui incluent les activateurs hs3a et hs3b. L'activateur
hs4 est situé en dehors de cette structure, a 2kb de la fin du quasi-palindrome.
Contrairement aux activateurs transcriptionnels inclus dans le palindrome, hs4 est actif non
seulement dans les cellules B matures et les plasmocytes mais dés le stade pro-B (Garrett et

al., 2005).

La grande majorité des études menées sur la 3’'RR été menée aussi bien grace a des
lignées cellulaires que des modeles de souris transgéniques. Quelques études ont évalué
I'effet direct de la délétion des activateurs transcriptionnels en 3’du locus IgH. Le KO des )

activateurs hsl1,2 et hs3a indiquent qu’ils ne sont pas indispensables aux processus de &
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recombinaison de classe, d’hypermutation somatique ou bien a la production
d’'immunoglobulines (Manis, van der Stoep, et al., 1998). Par contre la délétion conjointe
des éléments hs3b et hs4 entraine une diminution de I'expression du BCR au sein des
cellules B au repos associée a une diminution de la transcription germinale, de la
recombinaison de classe pour tous les isotypes a I'exception d’lgG1 (Pinaud et al., 2001).
Toutefois, I'hypermutation somatique n’est pas affectée par cette délétion (Morvan et al.,
2003) alors qu’une étude précédente menée sur des souris transgéniques indiquait que les
éléments hs3b et hs4 favorisaient ce processus (Terauchi et al., 2001). En complément de
I’étude de délétion conjointe hs3b-hs4, les délétions individuelles des éléments hs3b ou hs4
ont été réalisées sans provoquer de défaut de recombinaison de classe (Vincent-Fabert et
al., 2009; Bebin et al.,, 2010). Ces multiples études par KO suggerent qu’il existe une
redondance fonctionnelle des éléments de la région 3’'RR. Récemment la délétion compléte
de la 3’'RR a été réalisée, elle confirme I'importance de cette région lors des stades B tardifs
(Vincent-Fabert et al., 2010). La région 3’RR est indispensable a la CSR car elle module la
transcription germinale (et par conséquent I'accessibilité aux recombinaisons) des régions
switch précédant cet événement. La région 3’'RR semble également impliquée dans la
production d’immunoglobulines (y compris I'lgM, indépendamment du mécanisme de CSR)
(Vincent-Fabert et al., 2010), ce constat suggére également que la transcription de la chaine
lourde d’'immunoglobuline au stade plasmocyte serait régulée par cette région. Au jour
d’aujourd’hui et malgré les nombreux modeles d’étude disponibles, il est encore difficile
d’aborder la fonction précise de chaque élément régulateur constituant la 3'RR (activateurs
transcriptionnels, régions répétées inversées). La redondance entre éléments, les synergies
possibles et les interactions que ces derniers peuvent assurer avec d’autres éléments situés
a distance par exemple Ep (Wuerffel et al., 2007) rendent ces études fonctionnelles
particulierement complexes. La question du role de la structure quasi-palindromique dans
I'activité de la 3’RR, conservée au sein de nombreuses especes, reste une question
particulierement pertinente qu’il convient de continuer a (Sepulveda et al., 2005;

D’Addabbo et al., 2011).

Notre hypothése des « deux entités » de la 3’'RR (que nous envisageons étre le quasi-
palindrome et I'élément distal hs4) est étayée par les résultats préliminaires du modele de

délétion (hs3a to hs3bA) présentés ici : notre modéle KO constitue une nouvelle piece du Un
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puzzle et apporte un début de réponse. Comme observé lors des précédents modeles KO
(Manis, van der Stoep, et al., 1998; Pinaud et al., 2001; Vincent-Fabert et al., 2009, 2010;
Bebin et al., 2010), nous confirmons que notre délétion n’affecte en rien le développement
B précoce. La diminution d’expression d’IgM (et par conséquent du BCR) a la surface des
cellules B matures au repos décrite dans les modeles KO supprimant hs4 (Pinaud et al.,
2001; Vincent-Fabert et al., 2009) n’est au contraire pas constatée dans notre modele
supprimant le quasi-palindrome. Notre étude semble confirmer que hs4 (le seul activateur
3’ conservé dans notre modele) est un élément clef permettant une expression optimale de
la chaine lourde u dans les cellules B au repos. L'interaction physique entre la région 3’RR et
Eu ayant été précédemment mise en évidence récemment (Ju et al., 2007; Wuerffel et al.,
2007; Guo, Gerasimova, et al., 2011), hs4 apparaitrait comme le candidat idéal impliqué

dans la régulation du promoteur de la chaine lourde au stade B mature.

De facon surprenante, notre modele présente un phénotype inattendu affectant les
sous populations B de la rate. Nous observons une diminution drastique du nombre de
cellules B de la zone folliculaire (diminution d’environ 4 fois chez les souris KO) et une
augmentation modeste du compartiment des cellules B de la zone marginale. L’origine de
ces déséquilibres reste encore a déterminer. Le développement des cellules B dans la
moelle ne présentant pas de défaut évident, il est possible que la suppression de la région
guasi-palindromique affecte I’expression de la chaine lourde aux stades B immatures. Nous
envisageons d’étudier avec précision I'expression de la chaine lourde u et la signalisation du
BCR aux stades B immatures ; il est en effet admis que la nature et la force de ces signaux

modulent le devenir des sous-populations B périphériques(Pillai and Cariappa, 2009).

L'analyse des plaques de Peyer des souris hs3a to hs3bA montre une augmentation
du nombre de cellules B. Dans le but de rechercher un éventuel avantage conféré par la
mutation pour la colonisation de ces organes, nous avons analysé la colonisation des
plagues de Peyer d’animaux hétérozygotes hs3a to hs3bA*/wt par un marquage des
allotypes d’lgM. Ce marquage a révélé une contribution égale des cellules B exprimant les

deux allotypes.

L'analyse de la commutation de classe in vivo chez des souris KO pour la totalité de la

3’RR a démontré I'importance capitale de cette région dans ce processus. Tous les isotypes
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sont en effet affectés par cette mutation bien que y1, I'isotype majeur chez la souris, soit le
moins touché (Vincent-Fabert et al, 2010). La délétion des trois activateurs
transcriptionnels de la région quasi-palindromique, entraine un défaut de CSR proche de
celui observé pour le KO complet (tous les isotypes sont affectés, y compris y1). Nous
pouvons conclure que I'activateur hs4, situé en dehors du quasi-palindrome n’intervient pas
dans le processus de CSR ou que sa seule présence ne suffit pas a complémenter la perte
des 3 autres activateurs. De méme, les souris mutantes présentent un profond déficit de
réponse anticorps aprés une immunisation T-dépendante. L’analyse in vitro de la
commutation de classe semble confirmer le défaut de CSR observé in vivo, cependant,
I'effet de la mutation sur la CSR vers l'isotype y2b reste a confirmer par des expériences
complémentaires. Dans le but de rechercher I'origine du défaut de CSR chez les animaux
mutants, la quantification précise des transcrits germinaux des régions switch reste a

déterminer (par RT Q-PCR par exemple).

Les études de CSR in vivo s"accompagnent d’une diminution de la sécrétion d’lg dans
les surnageants de culture. A ce titre, au-dela d’un défaut de CSR, il est possible que la
région quasi-palindromique influence également la synthése des immunoglobulines (et la
sécrétion) au stade plasmocyte. Cette hypothése semble trés probable car nous observons
une conséquente diminution de la production d’IgM (d’un facteur 10) dans le sérum des
animaux mutants ; ce défaut est également observé aprés immunisation. Nous envisageons
d’étudier ce point précis par la quantification précise des transcrits de chaine lourde dans

les plasmocytes d’animaux mutants.

L'implication de la 3’RR a été étudiée ultérieurement a 'aide de transgenes. En 2009,
Dunnick et collaborateurs étudient [I’hypermutation somatique dans des souris
transgéniques possédant un BAC dont la 3’RR est entierement délétée. Cette délétion
entraine une réduction significative de I’hypermutation somatique qui serait directement
corrélée a une diminution du taux de transcription (Dunnick et al., 2009). L’analyse de
I’hypermutation somatique a également été réalisée sur le modele de souris KO pour les
éléments hs3b et hs4 chez lesquels les auteurs n’ont alors pas identifié de diminution de
SHM (Morvan et al., 2003). Dans le cas des délétions d’élément isolé de la 3’RR, il semble
possible que la redondance des activateurs de cette région suffise & assurer un niveau (©))

suffisant de mutations (car assurant un niveau suffisant de transcription). Dans notre étude,
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nous montrons que la délétion de la région quasi-palindromique suffit a diminuer
drastiqguement I’hypermutation somatique, en corrélation avec une diminution de la
transcription, tout comme Dunnick et collaborateurs, I'avaient précédemment observé dans
leur modele dépourvu de I'intégralité la 3’RR. L’activateur hs4 ne semble pas avoir la faculté
a lui seul de remplacer les fonctions remplies par les 3 activateurs du quasi-palindrome.
Dans le cas de la SHM, notre modele supprime-t-il un nombre trop important d’éléments
pour que l'activateur restant (hs4) compense la perte occasionnée ? Ou bien est-ce

I'importance de la structure semi-palindromique qui est en cause ?

Bien que notre modeéle de délétion conforte I'hypothese des « deux entités » de la
région 3’RR par des similitudes avec le modele de délétion totale, la question du réle de la

structure quasi-palindromique (en dehors des éléments « core activateurs ») reste posée.
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