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RESUME

Durant 'ontogénie B, le locus des chaines lourdes d'immunoglobuline (IgH) subit
trois éveénements majeurs de réarrangements géniques. Lors de la phase précoce de
I'ontogénie B, indépendamment de la rencontre avec l'antigéne, les recombinaisons
V(D)J donnent la diversité au répertoire antigénique. Lors de la phase tardive de la
lymphopoiese B, suite a la rencontre avec 'antigéne, les hypermutations somatiques
(SHM) permettent la maturation d’affinité des anticorps et la recombinaison de classe
(CSR) permet a la cellule B d’acquérir de nouvelles fonctions effectrices. Tous ces
évenements géniques sont finement régulés et sont sous le controle d’éléments cis-
régulateurs. Dans la partie 3’ du locus IgH, I’élément régulateur principal est la 3'RR qui
s’étend sur environ 30 kb. Elle est constituée de quatre activateurs transcriptionnels
formant une structure quasi-palindromique. Afin de clarifier son roéle dans le
développement B, le laboratoire a créé un modéle murin délété pour cette région. Lors
de ma thése, 'étude des réarrangements VD] dans ces animaux nous a permis de
montrer que la 3’'RR est dispensable a ce processus. A I'inverse, nous avons démontré
son implication majeure lors de la SHM, confirmant son rdle lors des stades tardifs de la
lymphopoiese B. Enfin, bien que notre modele murin présente un défaut de CSR, il nous
a permis de mettre en évidence et caractériser un phénomene rare et encore méconnu,

la CSR vers IgD, faisant de ces animaux un bon modele d’étude de ce processus.
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ABSTRACT

During B-cell development, the immunoglobulin heavy chain locus (IgH)
undergoes three major recombination events. During the early stages of B-cell
development, before encountering the antigen, V(D)] recombination gives the diversity
of the antigenic repertoire. During the late stages of B cell development, before
encountering the antigen, somatic hypermutation (SHM) allows affinity maturation of
antibodies and class switch recombination (CSR) allows B cells to acquire new effectors
functions. All these genetic events are tightly regulated and are under the control of cis-
regulatory elements. At 3’ of the IgH locus, the major cis-regulatory element is the 3’
regulatory region (3’'RR) which extends for 30 kb. It contains 4 transcriptionnal
enhancers which form a quasi-palindromic structure. In order to clarify the role of the
3’RR on the B-cell development, the laboratory has created a mouse model deleted for
this region. During my PhD, the study of VD] rearrangements in these mice allowed us to
show that the 3'RR is dispensable in this process. In contrast, we have demonstrated a
major involvement of the 3'RR during SHM, confirming its role in the late stages of B-cell
development. Finally, although our mouse model is defective in CSR, it has allowed us to
identify and characterize a rare and still unknown phenomenon, the CSR towards IgD,

making these animals a good model to study this process.
KEY WORDS

IgH locus /B cell development/3’RR /VD] recombination/somatic hypermutation/class

switch recombination
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« Ce n’est pas parce que les choses sont difficiles que nous n’osons pas.
C’est parce que nous n’osons pas quelles sont difficiles.»
Séneque, Lettres a Lucilius, Livre XVII

« Tout choix est un renoncement »
D’apres André Gide (1869-1951),
Revu par Yves Denizot durant ma théese
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ABREVIATIONS

3’RR: 3’ Regulatory Region
(région régulatrice située en 3’
du locus IgH)

3C : Chromosome Conformation
Capture

K: kappa

A: lambda

W mu

§: delta

Y: gamma

€: epsilon

o: alpha

o: sigma (pseudo)

A
A-EJ: Alternative End Joining
(jonction d’extrémités
alternative)
Ag : Antigene
AID: Activation-Induced
Deaminase (cytidine désaminase
induite par activation)
ATM: Ataxia-Telangiectasia
Mutated

B
BAC : Bacterial Artificial
Chromosome (chromosome
bactérien artificiel)
BCR : B Cell Receptor (récepteur
des cellules B)
BER : Base Excision Repair (voie
de réparation par excision d’'une
base)
BIP : Binding Immunoglobulin
Protein
BSAP: B-cell Specific Activation
Protein (protéine spécifique de

I'activation B)

C
C: région Constante et segment

Constant

(CL: de chaines légeres/Ch: de
chalnes lourdes)

CBE : CTCF-Binding Element
CD: Cluster de Différenciation
CDR: Complementarity
Determining Region (région
déterminant la
complémentarité)

CEpn: core Eu

ChIP : Chromatine
ImmunoPrecipitation (technique
d’immunoprécipitation de la
chromatine)

CLP : Common Lymphoid
Precursors (précurseurs
lymphoides communs)

CSH : Cellule Souche
Hématopoiétique

CSR: Class Switch Recombination
(recombinaison de classe)
CTCF : CCCTC-binding Factor
(facteur liant les motifs CCCTC)

D
D: segment de Diversité
dA: désoxy-Adénosine
monophosphate
dC: désoxy-Cytidine
dG: désoxy-Guanosine
dT: désoxy-Thymidine
dU : désoxy-Uridine
DDR : DNA Damage Response
(voie de réponse aux dommages
al’ADN)
DSB : Double Strand Break

(cassures doubles brins)

E
E2A: E box binding protein 24
EBF1: Early B cell Factor-1
ES : Embryonic Stem cell (cellules

souche embryonnaire)

F
FDC : Follicular Dendritic Cell
(cellule dendritique folliculaire)
FISH : Fluorescent In Situ
Hybridization
FO : FOllicular zone (zone

folliculaire de la rate)

G
GC: Germinal Center (centre

germinatif)

H
H : Heavy (lourde)
H3K4me3 : tri-methylation de la

lysine 4 de I'histone H3
HMG : High Mobility Group

hs: hypersensible a la DNase |

I
Ig: Inmunoglobuline
IGCR1 : InterGenic Control
Region 1
IgH: Immunoglobulin Heavy
chain locus (locus des chaines
lourdes d’immunoglobulines)
IgL : Immunoglobulin Light chain
loci (loci des chaines légeres
d’immunoglobulines)
IL : InterLeukine
IR : Inverted Repeat
ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-
based Activation Motif
ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-

based Inhibition Motif

J
J: segment de Jonction (J.: de
chalnes légéres/Ju: de chaines

lourdes)






K
KO: Knock Out (délétion de gene

par recombinaison homologue)

L
L: Light (1égére) et Leader (exon
leader)
LB : Lymphocyte B
LCR: Locus Control Region
(région de controle du locus)
Lig4 : DNA Ligase IV
LM-PCR : Ligation-Mediated PCR
LMPP : Lymphoid-priMed
Pluripotent Progenitors
(progéniteurs lymphoides
pluripotents)
LPS: LipoPolySaccharide
bactérien
LS : Like-Switch
LSR : Locus Suicide
Recombination

LT : Lymphocyte T

M
MALT : Mucosae Associated
Lymphoid Tissue (tissus
lymphoide associé aux
muqueuses)
MAPK: Mitogen-Activated
Protein Kinase (protéine kinase
activée par des mitogenes)
MAR: Matrix Attachement Region
(région d’ancrage a la matrice)
MLN : Mesenteric Lymph Nodes
MMR : MisMatch Repair (voie de
réparation des mésappariements
de 'ADN)
MRN : complexe Mre11 Rad50
Nbs1

MZ : Marginal Zone (zone

marginale de la rate)

N
N : Non-germline nucleotide
neoR: géne de Résistance a la
néomycine
NHE]: Non Homologous End
Joining (jonction d’extrémités
non homologues)
NK: Natural Killer (cellules

tueuses naturelles)

P
P : Palindromic nucleotide
PALS: PeriArterial Lymphatic
Sheaths (manchons lymphoides
péri-artériollaires)
Pax5: Paired-box gene 5
PCNA : Proliferating Cell Nuclear
Antigen
PDQ52 : Promoteur-activateur
DQ52
pl : promoteur [
PI3k: PI3 kinase
PKA: c-AMP-dependent Proteine
Kinase A
PLCy2: PhosphoLipase Cy2
PNA : PeaNut Agglutinin
PolyA : site de PolyAdénylation
PU1 : PUrine box factor 1
pVu: promoteur des régions

variables au locus IgH

R
Rag: Recombination Activating
Gene (gene activant la

recombinaison VD])

RE : Réticulum Endoplasmique
RPA : Replication Protein A
RNA Pol Il : RNA Polymerase I1
RSS: Recombination Signal
Sequence (séquence signal de

recombinaison)

S
S: région Switch
SHM: Somatic Hypermutation
(hypermutation somatique)
Spt5: Suppressor of Ty5 homolog
SSB: Single Strand Break
(cassure simple brin)
ssDNA: Single Strand DNA (ADN

simple brin)

T
TdT : Terminal deoxynucleotidyl
Transferase
Tfh : T follicular helper
(Iympocye T folliculaire
auxiliaire)

TR : Tandem Repeat

U
UNG: Uracile N-Glycosylase

\'
V: région Variable et segment de
Variabilité (VL : de chaines

légéres/ Vu : de chaines lourdes)

X
XBP1:X-box Binding Protein 1
XRCC4 : X-ray Repair Cross

Complementing protein 4
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Figure 1 : Représentation schématique du récepteur des lymphocytes B.
Le récepteur des lymphocytes B (BCR) est un complexe protéique composé d’'une immunoglobuline
(Ig) membranaire, associée a deux protéines transmembranaires appelées CD79a (Iga) et CD79b (Igf).
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Le systeme immunitaire des vertébrés a pour role de maintenir l'intégrité
physiologique de I'organisme en le protégeant contre les pathogenes (virus, bactéries,
parasites, ..) ou les cellules tumorales. Pour cela, il est capable de distinguer les
composants génétiques de I'individu : « le soi », des éléments qui lui sont étrangers : « le
non soi». Il existe deux versants de la réponse immunitaire, la réponse innée et la

réponse adaptative, capables de coopérer pour une protection optimale.

La réponse innée est naturelle, invariante et n’a pas de mémoire immunitaire. Elle
repose sur la reconnaissance de motifs communs a tous les pathogenes, les PAMP
(Pathogen Associated Molecular Pattern). Les principaux acteurs de cette immunité sont
les barrieres physiques quand elles sont intégres (peau, muqueuses, ...), les cellules
phagocytaires (macrophages et polynucléaires), les cellules tueuses naturelles (NK pour

Natural Killer) et certaines protéines circulantes (complément, chimiokines, ...).

A l'inverse, la réponse adaptative est plus tardive a se mettre en place car elle est
spécifique de I'antigene (Ag). Elle posséde une mémoire immunitaire et peut se diviser
en réponse cellulaire, dont les principaux acteurs sont les lymphocytes T (LT)
cytotoxiques, et en réponse humorale. Lors de cette derniére, le lymphocyte B (LB)
reconnait I’Ag sous sa forme naive grace a son récepteur membranaire (BCR pour B Cell
Receptor), correspondant a une immunoglobuline (Ig) de surface associée a deux
protéines transmembranaires appelées CD79a (ou Iga) et CD79b (ou IgB) (Figure
1). Cette reconnaissance entraine I'activation du LB et sa différenciation en plasmocyte.
Ce dernier sécréete des Ig (ou anticorps) qui vont se lier spécifiquement a I’Ag afin de le
neutraliser ou de I’éliminer. Le LB peut également se différencier en cellule B mémoire

et assurer une défense continue de I'organisme.

Les molécules d’'Ig, qu’elles soient sécrétées par les plasmocytes ou exprimées a
la surface des lymphocytes B, sont constituées par la réunion de quatre chaines
polypeptidiques : deux chaines lourdes (H pour Heavy) identiques associées par des

ponts disulfures a deux chaines légeres (L pour Light) également identiques. Le
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2 chaines légeéres : loci Igk et IgA

Domaine variable :
site de liaison a I’antigene

Domaine constant :
propriétés effectrices de I'lg

2 chaines lourdes : locus IgH

Figure 2 : Structure des immunoglobulines : exemple d’'une IgG1 de souris.

Le domaine variable de I'lg est constitué des régions variables respectivement des chaines lourdes et
légeres (Vy; et V). Le domaine constant de I'lg est composé des régions constantes des chalnes lourdes
etlégeres (Cy et C) . La région charniére est située entre les domaines Cy1 et C,2.

Les chaines lourdes sont représentées en gris et violet foncé, les chalnes légéres sont en clair, les ponts
disulfures en noir et les CDRs en rouge.
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tétramere ainsi obtenu correspond a une protéine d’environ 150 KDa (Edelman, 1970 ;

Porter, 1973).

Il existe deux types de chalnes légeres, appelées kappa (k) et lambda (A), pouvant
s’associer a chacune des cinq classes de chaines lourdes notées mu (), delta (8), epsilon
(¢), alpha (o) et gamma (y) donnant respectivement les IgM, IgD, IgE, IgA et IgG. Les IgM
sont les premieéres Ig produites lors d’'une réponse immunitaire et leur sécrétion se fait
majoritairement sous forme pentamérique. Les IgD sont les deuxiémes Ig produites et
sont principalement impliquées dans la réponse anti-bactérienne. Les IgA sont
essentiellement sécrétées sous forme dimérique au niveau des muqueuses. Les IgE
permettent la défense anti-parasitaire mais possédent également un role dans les
phénomenes d’hypersensibilité (ie. allergies). Enfin, I'lgG est I'isotype majeur et peut
étre subdivisé en sous-classes qui different par leurs fonctions effectrices: IgG1, IgG2a,
IgG2b et IgG3 chez la souris. Ainsi, les IgG1 interviennent dans la réponse anti-virale et
anti-parasitaire, les IgG2a et IgG2b ont également un role dans la réponse anti-virale et

les IgG3 sont quant a elles engagées dans la réponse anti-bactérienne.

Chaque chaine d’lIg est composée d'une région variable (V) et d'une région
constante (C). L'association des domaines variables des chaines 1égeres (V) et lourdes
(VH) constitue le site de reconnaissance spécifique de I'Ag. Cette région contient trois
domaines « hypervariables », autrement appelés CDRs (Complementarity Determining
Region), séparés par quatre régions charpentes, nommées FR (Framework Region) et de
variabilité moindre. Le domaine constant des chaines lourdes (Cu) porte la fonction
effectrice de chaque classe d’lg. Les régions Vy, VL et CL sont constituées d'un seul
domaine alors que la région Cu est constituée de trois a quatre domaines notés Cyl a
Cu4. La forme membranaire des Ig de surface est permise grace a deux exons
supplémentaires codant respectivement les parties transmembranaires et
intracytoplasmiques, alors que la sécrétion des Ig sous forme d’anticorps est due a I'exon
de sécrétion. Exceptées les IgM et les IgE, toutes les classes et sous-classes d’lg
posseédent également une région dite charniere (H pour Hinge) entre leurs domaines Cy1
et Cu2 leur conférant leur flexibilité (Figure 2) (pour revue: Schroeder and Cavacini,

2010).
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Trois complexes génétiques distincts sont impliqués dans la synthese d’'Ig : les
loci Igk et IgA codant les chaines 1égeres et le locus IgH codant les chaines lourdes. La
singularité de ces loci est la structure morcelée des genes, qui correspond a leur
configuration germinale et non fonctionnelle. Lors de la différenciation lymphocytaire B,
afin d’obtenir des chailnes d’Ig fonctionnelles, leurs loci sont soumis a de nombreux
remaniements géniques (Tonegawa, 1983). Tous ces évenements sont hautement
controlés grace aux éléments cis-régulateurs qui jalonnent les loci d’Ig et aux éléments

trans-activateurs s’y fixant (pour revues : Perlot and Alt, 2008 ; Alt et al, 2013).

Lors de ma these, j'ai principalement travaillé sur le locus IgH murin. Cest
pourquoi le contexte bibliographique sera divisé en deux chapitres: le premier
essentiellement consacré aux processus affectant ce locus et le second dédié aux

éléments cis-régulateurs les contrélant.
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Figure 3 : Représentation schématique de I'organisation des loci des genes d'immunoglobuline
chez la souris.

Les segments variables (V) sont représentés en gris foncé, les segments de jonction (J) en blanc, les
segments constants (C) en violet et les segments de diversité (D) en gris clair.

A : Le locus Igk. Situé sur le chromosome 6, il comprend plus de 174 segments Vk et 5 segments Jk
codant la partie variable. Un seul segment Ck code la partie constante de la chaine .

B : Le locus IgA. Situé sur le chromosome 16, il est organisé en 4 paires de segment JA-CA, et ne contient
que 3 segments VA.

C : Le locus IgH. Situé sur le chromosome 12, il rassemble plus de 152 segments V, une vingtaine de
segments D et 4 segments ], codant la partie variable. Il comprend également 8 segments C,; codant
chacun un isotype différent.

La derniere ligne est un grossissement de Cp montrant ses quatre exons Cy (avec le Cy4 associé a
I'exon de sécrétion) ainsi que ses deux exons de membrane. Tous les segments Cy; sont constitués de
plusieurs exons dont le nombre varie suivant les isotypes.

M: exon de membrane; S: exon de sécrétion.
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1. CONFIGURATION GERMINALE : ORGANISATION DES GENES D’IG

Chez 'homme comme chez la souris, les genes d’Ig sont regroupés en loci
distincts localisés sur trois chromosomes différents. Dans leur configuration germinale,
ces loci sont caractérisés par la succession de différents segments. En 5’ des loci, les
segments de variabilité (V), les segments de jonction (J) et, dans le cas du locus IgH, des
segments de diversité (D) codent la région variable des Ig. En 3’ des loci, les segments C
codent les régions constantes des chaines d’Ig (Giudicelli et al, 2005 ; Lefranc et al,

2005).

Ayant uniquement travaillé sur des modeles murins, je ne détaillerai que
I'organisation des genes d’Ig de souris, en gardant a l'esprit les variations entre les
différentes souches murines. De plus, I'organisation du locus murin étant tres similaire a
I’humain, la souris est un excellent et relevant modele de ce qu’il advient chez 'homme

(pour revue : Rauta et al,, 2012).

1.1.Les loci des chaines légeéres
1.1.1. Le locus kappa

Le locus kappa (Igk) est situé sur le chromosome 6. Il comporte 174 segments V.
(dont 94 a 96 sont fonctionnels) et 5 segments ], (dont 4 sont fonctionnels). La région

constante est codée par un seul segment C (Figure 3A).

1.1.2. Le locus lambda

Le locus lambda (IgA) est situé sur le chromosome 16. Il comporte 3 segments V,
5 segments ] (dont 3 sont fonctionnels) et 4 segments Cj (dont 2 a 3 sont fonctionnels).
Les segments ], et Cy sont organisés en 2 clusters : Jaz-Caz2-Ja4-Cas (Jas et Crs étant défectifs)

et Jaz-Caz-Ja1-Caz, précédés de Vyz-Vis et Vg respectivement (Figure 3B).
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1.2.Le locus des chaines lourdes

Le locus des chaines lourdes (IgH) est situé sur le chromosome 12 et s’étend sur
plus de trois mégabases. Du télomere vers le centromere, il comprend 152 segments Vy
(dont 97 sont fonctionnels) regroupés en 15 familles, 17 a 20 segments D (dont 14 sont
fonctionnels) regroupés en 4 familles (DFL16, DSP2, DST4 et DQ52) et 4 segments Ju
tous fonctionnels. Notons que pres de la moitié des segments Vy appartient a la famille
J558 et que ceux situés en 5’ sont qualifiés de « distaux » alors que les plus en 3’ sont
désignés comme « proximaux ». De plus, les exons V sont précédés d'une petite séquence
de 60 a 90 pb qui représente 'exon L (Leader), codant la majeure partie du peptide

signal de la protéine.

Au nombre de 8, les génes Cu codent les régions constantes des différentes
classes et sous-classes d’Ig. Notons que chaque gene constant est composé de multiples
exons codant les domaines structuraux propres a chaque chaine lourde (Cul a Cu4) ainsi
que les régions charniéres. Enfin, des exons indépendants codent les régions intra-
cytoplasmiques et transmembranaires ainsi que I'exon de sécrétion de chaque isotype

(Figure 3C).

Le locus IgH est également marqué par la présence de nombreux éléments cis-
régulateurs, capables d’activer ou de réguler I'expression des genes de chailnes lourdes

d’Ig. Nous détaillerons ces éléments dans le chapitre 2.

1.3.Une configuration germinale non fonctionnelle

Dans leur configuration germinale, les genes d’Ig sont non fonctionnels. Afin de
constituer et diversifier le répertoire antigénique, les loci d’Ig sont soumis a trois

évenements majeurs de recombinaison génique.

Les segments codant la région variable des Ig doivent étre réarrangés pour
former des exons Vi]. et VuyDJy fonctionnels: ce sont les recombinaisons V(D)].
Survenant lors de la phase précoce du développement B dans la moelle osseuse, ces
mécanismes permettent la création du répertoire antigénique. Nous parlerons de

réarrangements V(D)] quand il s’agit des réarrangements aux loci de chalnes lourdes et

Etude in vivo du réle de la région régulatrice située en 3’ du locus de chaines lourdes d'immunoglobuline dans la lymphopoiése B - 7



Phase indépendante de I'antigéne:
création du répertoire antigénique

Vu D JH} [a?ﬁs]m Cuy Cup Cuz CueS My M,

Cp

?VH 4":'.,DTH2]H4 Ce1 Cuz Cuz CayS My M,

Cu

5 T
VuDlus Jus Cu1 Cup Cus CueS My M,

Réarrangements V,-J;,

Expression BCR

Phase dépendante de I'antigéne: \
augmentation de la spécificité antigénique

H o 3
iSuCu C5  Sy3Cy8” Sylcyl

Ccb

ghy €4S

Episome

Sp -Sy1 /

Sp-Sy1lCyl

Figure 4 : Représentation simplifiée de 'ontogénie B.

Les recombinaisons V(D)] ont lieu dans la moelle osseuse de fagon indépendante de I'antigene afin de
produire un BCR fonctionnel. Les phénomenes d’'SHM et CSR se produisent dans les organes
lymphoides secondaires, apres rencontre avec I'antigéne, afin de créer des Ig plus adaptées a celui-ci.
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légeres. Les réarrangements VD] s’adressent aux chaines lourdes alors que les

réarrangements V] concernent les chaines légeres.

Lors de la phase tardive de I'ontogénie B, aprés rencontre avec I'Ag dans les
organes lymphoides secondaires (rate, ganglions lymphatiques et plaques de Peyer), la
cellule B va diversifier son répertoire antigénique grace a deux mécanismes. D’une part,
la génération de mutations dans la séquence des exons variables précédemment obtenus
augmente leur spécificité antigénique: c’est I'hypermutation somatique (SHM pour
Somatic HyperMutation) ; d’autre part, 'expression des différentes classes d’Ig a lieu
apreés remaniement des genes constants du locus IgH : c’est la recombinaison de classe
(CSR pour Class Switch Recombination) (pour revues : Perlot and Alt, 2008 ; Alt et al,
2013) (Figure 4).

Etude in vivo du réle de la région régulatrice située en 3’ du locus de chaines lourdes d’'immunoglobuline dans la lymphopoiéese B - 8






Contexte bibliographique - Ch. 1 - La lymphopoiese B - Phase précoce

2. PHASE PRECOCE : CONSTITUTION D’UN REPERTOIRE B PRIMAIRE
2.1. Généralités sur ’'hématopoiese précoce

2.1.1. Des cellules souches hématopoiétiques aux progéniteurs lymphoides
communs

Les lymphocytes B prennent naissance dans la moelle osseuse, a partir d'une

cellule souche hématopoiétique (CSH) (pour revues: Ye and Graf, 2007 ; Pieper et al,

2013).

Sous l'action des facteurs de transcription PU1 (PUrine box factor 1) et Ikaros, les
CSH vont progressivement se différencier, passant par les stades de progéniteurs
multipotents (LMPP, pour Lymphoid-primed Pluripotent Progenitors) puis de

précurseurs lymphoides communs (CLP, pour Common Lymphoid Precursors).

L’expression des facteurs de transcription E2A (E box binding protein 2A), EBF1
(Early B cell Factor-1) et PU1 permet finalement I'engagement des CLP vers la lignée B
(Ramirez et al,, 2010; Barneda-Zahonero et al, 2012).

2.1.2. Lerole des niches stromales

Au cours de leur différenciation, les précurseurs hématopoiétiques se regroupent
en flots situés a proximité des vaisseaux et délimités par les cellules stromales
medullaires et les travées osseuses. Cette organisation crée des microenvironnements

particuliers, encore appelés niches, spécifiques a chaque étape de la différenciation.

Les niches riches en cellules stromales (i.e. niches stromales) fournissent une
structure nécessaire au développement lymphocytaire B. En effet, les cellules stromales
synthétisent des facteurs solubles (cytokines et chimiokines!) et expriment des
molécules d’adhérence indispensables a l'initiation de voies de signalisation. Celles-ci
convergent vers l'activation de facteurs de transcription capables d’induire ou de

réprimer l'expression de différents genes cibles modulant la survie des cellules B, leur

1 Les cytokines sont des petites protéines solubles qui ont une fonction dans la régulation du systéme
immunitaire et dans la maturation des progéniteurs. Les chimiokines sont une famille de petites protéines
créant des gradients chimiotactiques a l'origine des mouvements des précurseurs hématopoiétiques
pendant leur différenciation puis de la migration des cellules matures vers le sang.
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Figure 5 : Nomenclatures utilisées pour définir les différents stades de la lymphopoiése B
précoce.

La premiere ligne schématise les différentes étapes du développement B précoce.

La deuxiéme ligne reprend la nomenclature simplifiée utilisée dans la figure précédente.

La troisiéme ligne correspond a la nomenclature utilisée dans ce manuscrit.

La quatriéme ligne montre la nomenclature de Philadelphie.

La derniere ligne identifie la nomenclature de Bale.
(D’apres Osmond et al., 1998; Hardy and Hayakawa, 2001)
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prolifération et leur différenciation. Ainsi, les interactions cellules B/cellules stromales
assurent un équilibre constant entre I'auto-renouvellement des progéniteurs B et leur
différenciation vers les cellules matures. Les cellules B en développement sont donc en
perpetuel mouvement entre les différentes niches stromales afin de recevoir le signal
optimal a chaque étape de la lymphopoiese B (pour revues : Nagasawa, 2006 ; Corfe and

Paige, 2012).

2.1.3. Classification des différents stades de la lymphopoiése B précoce

Avant de devenir des cellules immatures (i.e. exprimant un BCR naif) capables de
quitter la moelle osseuse, les lymphocytes B passent par différents stades de
développement, caractérisés par (1) I'activation d’'un programme génétique spécifique
et I'extinction du précédent; (2) I'expression de diverses molécules de surface et de
facteurs de transcription; (3) l'état de réarrangements des genes IgH et IgL; (4)

I'expression du BCR (pour revues : Meffre et al, 2000 ; Hardy et al,, 2007).

En accord avec leurs caractéristiques phénotypiques, les différents stades
définissant la lymphopoiese B précoce ont fait 'objet de nombreuses nomenclatures,
sans qu'une terminologie universelle n’ait ete reconnue (pour revue: Hardy and
Hayakawa, 2001). Il existe ainsi deux systemes de nomenclature : la nomenclature de
Philadelphie, qui repose sur les fractions definies par Hardy (Hardy et al, 1991), et la
nomenclature de Bale, ou classification de Rolink/Melchers (Osmond et al, 1998). Pour
plus de clarté, ce manuscrit suivra une nomenclature simple : pré-pro-B (précurseur B le
plus précoce), pro-B précoce (réarrangements D-Ju sur les deux alleles), pro-B tardif
(réarrangement Vy-DJy sur un allele), large pré-B (expression membranaire du pre-
BCR), small pré-B (réarrangements des loci de chaines légeres) et B immature

(expression d’'un BCR de type IgM a la surface) (Figure 5).

Cette premiere phase du développement B se déroule de fagon indépendante de
I'’Ag et aboutit a la création d'un répertoire antigénique primaire, grace aux

réarrangements V(D)] (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma de I'hématopoiése et de 'ontogénie B précoce.

Les étapes spécifiques a la mise en place du lignage lymphocytaire B sont en rouge. Les principaux
facteurs de transcription et molécules de surface exprimés sont en gris foncé et clair respectivement.
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CSH: cellule souche hématopoiétique; LMPP: lymphoid-primed pluripotent progenitors; CMP: common myeloid precursors; CLP:
common lymphoid precursors; DC: dendritic cells; NK: natural killer; LT: lymphocyte T; GL : configuration germinale du locus.
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2.2.Le stade pré-pro-B et 'engagement dans la lignée B
2.2.1. Le stade pré-pro-B

L’ontogénie B débute avec I'apparition des premiers précurseurs B : les cellules
pré-pro-B. Dans ces cellules, les loci d'Ig sont en configuration germinale et seule
I'expression de facteurs de transcription et de marqueurs de surface les distingue des

autres précurseurs hématopoiétiques.

Parmi les facteurs de transcription exprimés, Pax5 (Paired-box gene 5), également
appelé BSAP (B-cell lineage specific activator protein), est induit par EBF1 et E2A pour
modeler le génome des progéniteurs aux besoins des lymphocytes B. Pour cela, Pax5
réprime des génes dont I'expression est inappropriée dans les lymphocytes B et active
les genes spécifiques de la lignée, tels que CD79a ou les molécules costimulatrices CD19
et CD21 (Cobaleda et al, 2007). L’analyse transcriptomique de progéniteurs B déficients
pour Pax5 a révélé la présence de marqueurs associés aux autres lignages
lymphocytaires (NK et LT). Ainsi, Pax5 est a la fois essentiel pour la mise en place de la
différenciation B et pour le maintien des progéniteurs dans ce lignage (Zandi et al,

2012).

A ce stade, les cellules expriment différents marqueurs de surface tels que le
marqueur de la lignée B CD45R ou B220, les molécules CD43, CD79a et CD79b mais
aussi la sous unité a du récepteur a l'interleukine-7 (IL-7Ra ou CD127) et les récepteurs

a activité tyrosine-kinase FIt3, c-kit ou CD117 et CXCR4 (Rumfelt et al, 2006).

2.2.2. L’environnement stromal et I'engagement dans la lignée B

Les marqueurs de surface exprimés par les cellules pré-pro-B permettent la
fixation de molécules essentielles au développement B et sécrétées par le micro-

environnement.

Ainsi, la liaison de la chimiokine CXCL12, premier facteur soluble décrit comme
crucial pour le développement B précoce, a son récepteur CXCR4 permet de diriger les
précurseurs B dans la niche appropriée (Egawa et al, 2001). De méme, I'expression du

récepteur a activité tyrosine-kinase c-kit (ou CD117) permet la fixation du SCF (Stem Cell
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Factor ou c-kit-ligand), cytokine sécrétée par le stroma médullaire et nécessaire a la

distribution spatiale des cellules dans les niches stromales (Driessen et al,, 2003).

De plus, 'expression de I'IL-7Ra est indispensable a la spécificité B (pour revue :
Corfe and Paige, 2012). En effet, des souris délétées pour I'IL-7 ou I'lL-7Ra présentent un
blocage des cellules aux stades CLP et pré-pro-B corrélé a une diminution du taux
d’EBF1, démontrant que la signalisation via I'IL-7 controle 'engagement dans la lignée B

en régulant positivement EBF1 (Dias et al, 2005 ; Kikuchi et al, 2005).

La liaison de FIt3L a son récepteur FIt3 est également essentielle au
développement des cellules pré-pro-B. En effet, dans des souris déficientes pour FIt3, le
nombre de cellules pré-pro-B est diminué par deux alors que le compartiment B
périphérique est normal. Notons que les CLP expriment de grandes quantités de Flt3 et
de FIt3L a leurs surfaces, indiquant un role autocrine potentiel du FIt3L dans

I'engagement des CSH vers les CLP (Sitnicka et al, 2002 ; 2003).

2.3.Le stade pro-B et les réarrangements VD] au locus IgH
2.3.1. Le stade pro-B

Les cellules pro-B sont dispersées a travers la moelle osseuse et sont au contact
des cellules stromales qui expriment la chimiokine CXCL12. Alors que les cellules pro-B
précoces expriment fortement le récepteur CXCR4 et sont donc sensibles au
chimitactisme induit de CXCL12, les cellules pro-B tardif expriment tres faiblement ce
récepteur et ne sont plus sensibles au chimiotactisme induit par CXCL12, expliquant leur

libération vers une autre niche (pour revue : Nagasawa, 2006).

Alinverse, ces cellules nécessitent I'IL-7 pour leur prolifération et leur survie. En
effet, la signalisation via I'IL7R facilite les réarrangements VD] au locus IgH (c¢f Chapitre
2, 1.2 Les modifications de la chromatine et le recrutement des recombinases). Ainsi,
seules les cellules migrant vers des zones ou I'IL7 est présente a forte concentration

pourraient survivre et poursuivre leur différenciation (Corcoran et al,, 1998).

Le passage du stade pré-pro-B au stade pro-B précoce est d’ailleurs marqué par

I'initiation des réarrangements VD] au locus IgH, tandis que I'obtention d’'un exon VuDJu
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réarrangé, en association avec I'expression du marqueur CD19, caractérise le stade pro-

B tardif (pour revue : Jung et al, 2006).

2.3.2. Les réarrangements VD] au locus IgH
2.3.2.1. Lacréation du répertoire antigénique

Selon le modeéle proposé par Alt en 1984, le mécanisme des réarrangements VD]
se produit de maniere ordonnée (réarrangement du locus IgH avant les loci IgL) et
séquentielle (recombinaisons D-Jy avant Vy-DJu). Ainsi, un segment D s’associe
aléatoirement a un segment Jy, entrainant la délétion de I’ADN compris entre ces deux
segments. Ce réarrangement D-Jy se produit de facon bi allélique. L’obtention d'un ADN
réarrangé D]y caractérise le stade pro-B précoce. Puis un segment Vy s’associe au
segment DJy précédemment formé sur un des deux alléles (Alt et al, 1984) (Figure 7).
Les segments Vy proximaux sont préférentiellement réarrangés, comparés aux distaux.
Cependant, la sélection antigénique qui se produit en périphérie altere le répertoire et
masque cette différence (Yancopoulos et al, 1984). Si le réarrangement VyDJu formé est
productif (ie. si le réarrangement est en phase), la cellule présente un réarrangement
DJu sur un allele et VuDJu sur 'autre allele. L’exon VD] ainsi formé est transcrit puis
épissé sur le premier exon Cp. L'obtention d'un réarrangement VyDJy productif marque

le stade pro-B tardif et 'engagement définitif dans la lignée B (Rumfelt et al, 2006).

Cependant, lorsque le réarrangement VyD]Ju formé est non productif (ie. si le
réarrangement a entrainé un décalage du cadre de lecture et I'apparition d’'un codon
stop prématuré), un autre réarrangement Vy-DJu s’opére sur le deuxieme allele, ouvrant
deux possibilités pour la cellule : (1) le nouveau réarrangement VuDJu est fonctionnel et
la cellule continue son développement; (2) le nouveau réarrangement obtenu est non
productif, 1a cellule ne pourra pas produire de chaine lourde fonctionnelle et mourra par
apoptose. Statistiquement, seul un réarrangement sur trois est productif et conduit a la
synthese d’'une chaine lourde fonctionnelle (Mostoslavsky et al, 2004) (Figure 8). En
réalité, la proportion de réarrangements non productifs est plus élevée puisque des
segments Vg ou D non fonctionnels peuvent étre utilisés. En 2007, I'équipe de
Martensson a démontré que les deux alleles (productifs et non productifs) sont

transcrits tout au long de développement B (Daly et al, 2007). Une étude récente
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réalisée sur des souris présentant un alléle productif et un non productif (Reynaud et al,
2005), a démontré que les transcrits issus de réarrangements non productifs sont pris
en charge par les différents mécanismes de surveillance des ARN présents au sein de la
cellule. Cela aboutit a leur dégradation afin d’inhiber la synthese d’une chaine lourde

tronquée potentiellement délétere pour la cellule (Tinguely et al, 2012).

2.3.2.2. Mécanisme des réarrangements VD]

Les segments V, D et ] sont flanqués de séquences spécifiques appelées RSS
(Recombination Sequence Signal ou Séquences Signal de Recombinaison). Ces RSS sont
constituées de séquences heptamérique (CACAGTG) et nonamérique (ACAAAAACC)
hautement conservées et séparées par des régions non conservées de 12 ou 23 pb (dites
spacers ou espaceurs). Les recombinaisons surviennent majoritairement entre deux
segments présentant des RSS contenant des spacers différents: c’est la regle dite
«12/23 ». Or, les segments Vy et Jy sont systématiquement flanqués de RSS contenant
des spacers de 23 pb, alors que les D sont encadrés par deux RSS présentant des spacers
de 12 pb (Figure 9). Ainsi, cette regle dicte 'ordre des réarrangements au locus IgH afin

d’éviter la formation d’exons Vy-Ju non productifs (Early et al,, 1980).

D’un point de vue mécanistique, les réarrangements V(D)] se déroulent en deux
phases: d’abord la génération d’une cassure double brin (DSB pour Double Strand
Break) puis la réparation de la cassure occasionnée (Figure 10) (pour revues: Fugmann
et al, 2000 ; Schlissel, 2003 ; Swanson, 2004 ; Schatz and Ji, 2011 ; Schatz and Swanson,
2011 ; Boboila et al, 2012 ; Nishana and Raghavan, 2012 ; Jaeger et al, 2013).

La premiere phase est initiée par 'endonucléase RAG (Recombination Activating
Gene), formée par l'association des produits des genes Ragl et Rag2 (Oettinger et al,
1990) et dont l'activité est retrouvée des le stade CLP (Borghesi et al, 2004).
L’inactivation des genes Ragl et Rag2 chez la souris aboutit a un blocage du
développement B aux stades précoces, corrélé a une incapacité a initier les
réarrangements V(D)] (Mombaerts et al, 1992 ; Shinkai et al, 1992). RAG1 est d’abord
recrutée au niveau de la séquence nonamérique d’'un RSS, puis RAG2 s’y associe afin de
maintenir l'ensemble au niveau de I'heptamere et de capturer le deuxieme RSS

(Fugmann and Schatz, 2001). Ceci génere une structure en « épingle a cheveux ». Des
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expériences réalisées in vitro ont démontré que l'interaction avec les protéines HMG1 et
HMG2 (High Mobility Group) augmenterait la stabilité de ce complexe et le clivage de
I’ADN au niveau des RSS (Aidinis et al, 1999). Cependant leur rdle in vivo n’a jamais été
démontré. Les protéines RAG initient les coupures entre un élément codant et le RSS
flanquant en introduisant une coupure simple brin en 5’ de '’heptamere. Ceci génére un
groupement 3’hodoxyl libre attaquant le second brin. Cette coupure engendre deux
types d’extrémités : une structure en « épingle a cheveux » au niveau des extrémités
codantes (i.e. les segments V, D ou ] devant étre réarrangés) et une structure a « bouts
francs » au niveau des extrémités signal (i.e. région intergénique clivée). Apres clivage,
les protéines RAG restent fixées aux extrémités générées (Roth et al, 1993 ; Schlissel et
al, 1993 ; McBlane et al, 1995). Des études récentes montrent que les DSB ainsi
générées sont détectées par des senseurs appartenant a la voie de réponse aux
dommages a '’ADN (DDR pour DSB-Dependant Response). Dans ce sens, I'association des
RAG avec ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated) stabilise les extrémités avant leur

réparation (Bredemeyer et al,, 2006).

Lors de la deuxieme phase, les DSB générées sont prises en charge par la voie de
réparation du NHE] (Non Homologous End Joining). L’hétérodimere Ku70/Ku80
reconnait les extrémités codantes en « épingle a cheveux » et s’y lie afin de les protéger
(Taccioli et al, 1994 ; Nussenzweig et al, 1996). Ces protéines recrutent alors la
protéine kinase DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit) pour former
I’holoenzyme DNA-PK. Celle-ci, a son tour, recrute, phosphoryle et active 'endonucléase
Artemis qui coupe la boucle de 5’ en 3’ pour ouvrir la structure en « épingle a cheveux »
(Ma et al, 2002). La ligature des extrémités est ensuite assurée par la Lig4 (DNA ligase
IV) et XRCC4 (X-ray repair cross complementing protein 4), dont l'activité est stimulée
par Cernunnos (autrement appelé XRCC4-like factor) (Calsou et al,, 2003 ; Hentges et al,
2006). Contrairement aux extrémités codantes, celles a «bouts francs» sont
directement liées, sans aucune modification préalable. Cela aboutit a la formation de

jonctions signal qui seront ensuite éliminées par la cellule.
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correspond a la totalité de la jonction du Vi au J;.

Le schéma n’est pas a I'échelle du temps puisque les réarrangements V(D)] s’effectuent de maniere séquentielle (D-J; puis Vy-

DJy).
(D’apres Garland Science 2005)
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2.3.2.3. Ladiversité du répertoire antigénique

Outre le choix entre de multiples segments V, D et | (i.e. diversité combinatoire),
la diversité du répertoire antigénique est également due a des modifications se

produisant au niveau de la jonction codante (i.e. diversité jonctionnelle) (Figure 11).

Une ouverture asymétrique de la structure en « épingle a cheveux » conduit a
I'obtention de deux brins d’ADN de tailles différentes. Le brin le plus court est alors
allongé par ajout de nucléotides complémentaires a I'autre brin, aboutissant a I'insertion
de nucléotides palindromiques au niveau de la jonction des trois segments (notés
nucléotides P pour Palindromic nucleotide). De plus, I'intervention de I'enzyme TdT
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase) diversifie encore la jonction en ajoutant des
nucléotides de facon aléatoire (notés nucléotides N pour Non-germline nucleotide) aux

extrémités des régions codantes (Desiderio et al,, 1984).

Ces processus se produisant de part et d’autre du segment D réarrangé, celui-ci
peut subir des mécanismes exonucléasiques conduisant a des délétions plus ou moins
importantes de sa séquence nucléotidique. Ainsi, alors que les segments Vy codent les

CDR1 et 2, le CDR3 provient de la jonction des trois segments Vy,D et Ju (Alt et al, 1987).

2.4.Le stade pré-B et les réarrangements V] aux loci IgL
2.4.1. Le stade pré-B

Le passage du stade pro-B tadif au stade large pré-B est marqué par I'expression
d’'une chaine lourde p. Cette chalne lourde p s’associe avec une pseudo-chaine légere,
constituée des protéines VpréB (CD179a) et A5 (CD179b) (Karasuyama et al, 1990 ;
Tsubata and Reth, 1990). Le complexe ainsi formé, en association avec les molécules

CD79a et CD79Db, constitue le pré-BCR.

L’activation du pré-BCR répond a la liaison d’un ligand, de fagon autonome ou en
collaboration avec les cellules du microenvironnement (ie. cellules stromales). Par
exemple, la liaison de A5 a la galectine-1, une lectine secrétée par les cellules stomales
médullaires, conduit a la formation d'une synapse déclenchant la signalisation dans la

cellule (Gauthier et al, 2002). Cette signalisation engendre des effets physiologiques
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indispensables a la différenciation des cellules B ; faisant alors du pré-BCR le premier

point de controle du développement B.

D'une part, l'expression du pré-BCR entraine la prolifération cellulaire,
permettant ainsi le passage du stade pro-B tardif au stade large pré-B. L'IL7 joue encore

un réle crucial dans cette expansion (pour revue : Corfe and Paige, 2012).

D'autre part, 'expression du pré-BCR inhibe les réarrangements Vy-DJy du
deuxiéme alléle au locus IgH (ie. cellule en configuration VuD]u/DJu). Cela n’autorise
I'expression que d’'un seul allele afin d’assurer I'unicité des Ig produites par une cellule :

c’est le phénomene d’exclusion allélique (pour revue : Corcoran, 2005).

L’expression du pré-BCR permet également une séléction positive et négative des
cellules. En effet, seules les cellules dont la chaine lourde p est capable de s’associer a
une pseudo-chalne légere sont sélectionnées pour poursuivre leur différenciation. A
I'inverse, les cellules exprimant un pré-BCR auto-réactif (i.e. reconnaissant les molécules
du soi comme du non soi) seraient éliminées par apoptose (pour revue : Martensson et

al, 2010).

Enfin, le pré-BCR contribue a l'inhibition de sa propre expression en exercant un
rétro-controle négatif sur la transcription des genes codant la pseudo-chaine légere.
Ainsi, pour survrir en absence de pré-BCR, les cellules large pré-B doivent proliférer
pour passer au stade small pré-B et réarranger leurs loci de chalnes légeres. Pour cela,
I'absence du pré-BCR au stade small pré-B conduit a la ré-expression des geénes Rag,
induisant les réarrangements V-] aux loci des chalnes légeres d’Ig. A ce stade, les cellules
perdent également I'expression de la molécule de surface CD43 au profit du CD25 (pour
revue : Martensson et al,, 2010). Notons qu’a ce stade des mécanismes supplémentaires
entrent en jeu afin que la ré-expression des RAG n’entraine pas de réarrangements sur
'allele IgH précédemment exclu (¢f Chapitre 2, 1.1 Le positionnement nucléaire et

'organisation spatiale des loci).
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2.4.2. Les réarrangements VJ aux loci des chaines légeéres

La regle des «12/23 » s’applique également pour ces réarrangements puisque
chaque segment Vi, est suivi d'un RSS contenant un spacers de 12 pb alors que les
segments Ji, sont précédés de RSS présentant des spacers de 23 pb. Les mécanismes
impliqués sont les mémes que pour les réarrangements V(D)] au locus IgH, mis a part
que le géne codant la TdT n’est plus exprimé a ce stade, éliminant la possibilité de N-
diversité. Ainsi, les réarrangements s’effectuent également de maniere séquentielle :
d’abord au locus k puis, s’ils sont non fonctionnels sur les deux alleles, ils ont lieu au
locus A. Si cette derniere étape est fonctionnelle, la chalne légére produite remplacera la
pseudo-chaine légere pour permettre a la cellule d’exprimer un BCR de type IgM (pour
revue : Martensson et al, 2010). A l'instar du locus IgH, 'allele non fonctionnel est
transcrit puis éradiqué par les mécanismes de surveillance des ARN présents dans la

cellule (Chemin et al,, 2010).

De la méme fagon que le pré-BCR, l'expression du BCR va induire un
rétrocontrdole négatif bloquant les réarrangements sur les autres alleles de chalnes
légéres. On parlera ainsi d’exclusion allélique pour le second allele Igk et d’exclusion
isotypique pour les alleles IgA. Notons que chez la souris, la complexité du locus k
semble expliquer la forte proportion de LB exprimant cette chaine légere (5% de B A+

contre 95% de B x+) (Arakawa et al, 1996 ; Gorman et al., 1996).

2.5.Le stade B immature et I’édition du BCR
2.5.1. Le stade B immature

A ce stade, les cellules expriment un BCR fonctionnel de type IgM et perdent
I'expression du CD25. Néanmoins, I'expression d’'un BCR fonctionnel a la surface de la
cellule B lui permet de passer au stade B immature mais ne suffit pas a permettre sa
migration en périphérie. En effet, la cellule B doit d’abord subir une sélection négative
par apoptose afin d’éliminer les cellules présentant un BCR auto-réactif (ie
reconnaissant les molécules du soi comme du non soi) : c’est le mécanisme de tolérance,

constituant le deuxieme point de contréle de 'ontogénie B.
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Cependant, afin de permettre au plus grand nombre de cellules de quitter la
moelle osseuse, celles qui présentent un BCR auto-réactif peuvent étre « sauvées » grace
au processus d’édition du BCR. Ce mécanisme est encore dépendant du
microenvironnement médullaire. En effet, les cellules B immatures auto-réactives sont
protégées de la mort cellulaire grace a certaines cellules stromales qui induisent la ré-
expression des genes Rag et le réarrangement des genes de chalnes 1égeres au deuxieme

locus afin d’éviter I'apoptose (Sandel and Monroe, 1999).

2.5.2. L’édition du BCR

Ainsi, un deuxieme tour de recombinaisons des régions variables des chaines
légeres permet le remplacement du BCR et donc la contre sélection des cellules auto-

réactives (Tiegs et al, 1993 ; Hertz and Nemazee, 1997).

De plus, les cellules présentant un réarrangement VD] auto-réactif ou non
fonctionnel sur les deux alléles du locus IgH peuvent échapper a 'apoptose grace au

mécanisme de remplacement du segment Vy utilisé (Chen et al, 1995).

Si toutefois la cellule conserve son auto-réactivité, elle deviendra anergique (i.e.
diminution de la prolifération, sous-expression du BCR) ou sera éliminée par apoptose

(Pike et al, 1982 ; Sandel and Monroe, 1999).

Les cellules B qui survivent quittent la moelle osseuse et se dirigent vers les

organes lymphoides périphériques.
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Figure 12 : Schéma des principales voies de I'ontogénie B tardive.

Les étapes spécifiques au développement B en périphérie sont en rouge. Les principales molécules de
surface exprimées sont en noir. Les fleches en pointillés représentent des stades de développement
dont l'origine n’a pas encore été clarifiée. La fleche violette représente les mécanismes de

diversification secondaire du répertoire.
B T : lymphocyte B transitionnel; B MZ : lymphocyte B de la zone marginale; B FO : lymphocyte B de la zone folliculaire;
SHM : Somatic HyperMutation; CSR : Class Switch Recombination.
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3. PHASE TARDIVE : DIVERSIFICATION SECONDAIRE DU REPERTOIRE

Apres leur sortie de la moelle osseuse, les cellules B immatures empruntent la
circulation sanguine pour arriver dans les organes lymphoides secondaires (rate,
ganglions lymphatiques et MALT pour Mucosae Associated Lymphoid Tissue ou tissus
lymphoides associés aux muqueuses) ou elles rencontreront ’Ag. Avant de devenir des
plasmocytes (i.e. stade terminal de différenciation B) capables de secréter des Ig, les
lymphocytes B passent encore par différents stades de développement. Cette seconde
phase du développement B se déroule de facon dépendante de I’Ag. Elle aboutit a la
création d’Ig plus affine et ayant une fonction plus adaptée a I'’Ag, grace aux mécanismes

de SHM et de CSR respectivement (Figure 12).

3.1.Le stade B transitionnelle et le réle de la signalisation du BCR
3.1.1. Le stade B transitionnelle

A la vue de leur stade intermédiaire de développement, les cellules B quittant la
moelle osseuse sont appelées cellules transitionnelles. A ce stade, elles répriment les
genes Rag et expriment a leur surface le marqueur AA4.1 ou CD93 (Allman et al, 1992).
Cependant, les cellules B transitionnelles forment une population hétérogene. Elles
peuvent ainsi étre subdivisées en trois sous-populations suivant leurs caractéristiques
phénotypiques, fonctionnelles ainsi que leur localisation (pour revue: Chung et al,

2003).

Les cellules T1 sont phénotypiquement proches des cellules B immatures de la
moelle. Elles circulent dans le sang et se situent au niveau de la partie externe des
manchons lymphoides péri-artériolaires (PALS pour Periarterial Lymphatic Sheaths),
zone riche en LT ou elles subiront encore une sélection négative. Les cellules T1 qui
entrent dans les follicules de la rate deviennent des T2. Ces derniéres sont uniquement
retrouvées dans les follicules et commencent a exprimer les marqueurs CD21 et CD23
(Loder et al, 1999). C’est également a ce stade que les cellules commencent a présenter,
en association avec I'lgM de surface, une Ig de type delta. Cette co-expression est
possible grace a I'épissage alternatif d'un grand transcrit primaire contenant I'exon VD]
réarrangé et les exons constants Cp et C6 (Moore et al,, 1981) Le transcrit mature codant

chaque isotype est obtenu par utilisation d'un site accepteur d'épissage différent,
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Figure 13 : Mécanisme d’epissage alternatif a I'origine de la co-expression IgM/IgD.

La premiere ligne correspond au locus IgH réarrangé VD], d’'une cellule B transitionnelle.

La deuxiéme ligne représente le grand transcrit primaire contenant ’exon VD] réarrangé et les exons
codant Cp et C8.

La troisieme ligne schématise les deux types d’ARNm mature pouvant étre obtenus grace a un épissage
alternatif du transcrit primaire précédant. L’exon VD] réarrangé s’épisse soit sur le premier exon Cy,
soit sur le premier exon C9, le site de polyadénylation utilisé variant alors.

La derniere ligne représente les Ig synthétisées a partir des deux ARNm matures et qui seront co-
exprimées a la surface de la cellule B.

L’IgM contient trois domaines C;; sans région charniére. Notons que 'IlgD murine ne contient que deux
domaines Cy (le deuxiéme étant tout de méme appelé C,3) séparés par une région charniere plus

grande que les autres.
Poly A: site de polyadénylation
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interne aux premiers exons constants Cu. Ce transcrit se termine suite a la rencontre
d’un site de polyadénylation situé en aval des exons membranaires (Lefranc et al, 2005)
(Figure 13). Un stade T3 a également été mis en évidence et correspondrait a des

cellules anergiques (Merrell et al, 2006).

Des études ont démontré qu’aprés engagement de leur BCR, les cellules T1
meurent par apoptose, alors que les cellules T2 proliferent et se différencient en B
matures. Cela s’explique par le fait que les cellules T1 subissent une sélection négative
par leur BCR alors que les cellules T2 subissent une sélection positive pour leur
progression en cellules B matures (Petro et al, 2002; Su and Rawlings, 2002). Des
modeéles de souris transgéniques ou des mutations affectent les composants majeurs de
la signalisation du BCR présentent un nombre réduit de cellules B matures de la rate. Ces
expériences confirment donc le role de la nature du signal induit par le BCR (i.e. la force
de la signalisation du BCR) dans le devenir des cellules B transitionnelles mais aussi
dans le maintien des cellules B matures. En effet, le BCR possede deux roles:
transmettre les signaux de prolifération et de survie essentiels aux lymphocytes B mais
aussi réguler la destinée de ces cellules (pour revues : Niiro and Clark, 2002 ; Pillai and

Cariappa, 2009).

3.1.2. La signalisation du BCR

La signalisation induite par le BCR se décompose en trois phases: (1) la liaison
d’'un Ag induit une phase d’initiation permettant au BCR de transmettre le signal au
niveau intracellulaire ; (2) la phase de propagation permet la diffusion de ce signal via
des seconds messagers activés par phosphorylation; (3) les facteurs de transcription
impliqués dans la survie, I’apoptose et la différenciation des cellules B sont transloqués
au noyau lors de la phase d’intégration (pour revues : Dal Porto et al, 2004 ; Horejsi et

al, 2004 ; Monroe, 2006 ; Parsons and Parsons, 2004).

D’'un point de vue moléculaire, apres liaison d'un Ag, les complexes BCR se
regroupent dans des compartiments membranaires appelés radeaux lipidiques. Ces
régions riches en cholestérol structurent la bicouche lipidique afin d’inclure ou d’exclure
les protéines intracellulaires nécessaires a la signalisation. Ainsi, la tyrosine kinase Lyn

se retrouve associée aux motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif)
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Figure 14 : Voies de transduction impliquées dans la signalisation du BCR.

La signalisation du BCR se déroule en trois phases : l'initiation, la propagation puis I'intégration. Apres
liaison d’'un antigene, les BCR d’'une méme cellule B s’agregent et se localisent dans les radeaux
lipidiques. Trois protéines kinases sont alors activées en cascade par phosphorylation: Lyn, Syk et Btk.
Elles activent en retour la PI3K et la PLCy2 qui sont d’'importants seconds messagers. Les produits de
ces enzymes activent les voies ubiquitaires Akt et MAPK. La translocation au noyau de facteurs de
transcriptions détermine le devenir des cellules B. CD19 et CD22 sont respectivement des régulateurs
positifs et négatifs de cette signalisation.
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des protéines CD79a et CD79b. Cela entraine leur activation par phosphorylation,
générant ainsi des sites d’ancrage pour les tyrosines kinases Btk et Syk. Leur activation
et leur association avec l'adaptateur BInk, recrute et phosphoryle les enzymes
phospholipase Cy2 (PLCy2) et PI3 kinase (PI3K). La PI3K phosphoryle le
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) pour produire du phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphate (PIP3) qui a son tour recrute des composants de la signalisation du
BCR et active la voie ubiquitaire Akt. La PLCy2 utilise le méme substrat que le PI3K mais
produit de l'inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) et du diacylglycerol (DAG), qui induisent
respectivement la libération du Ca2+ intracellulaire et I'activation de la protéine kinase C
(PKC), responsables de l'activation de la voie ubiquitaire MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase pour protéine kinase activée par des mitogénes). Toutes ces cascades de
phosphorylations conduisent principalement a la translocation de facteurs de
transcriptions tels que NF-kB ou NFAT, et a l'activation de protéines pro et anti-
apoptotiques telles que Bcl-2 ou la capase 9, responsables de la prolifération et de la

survie des LB.

CD19 et CD21 sont des régulateurs positifs de cette signalisation, alors que CD22
est un régulateur négatif. L’activation par phosphorylation de motifs ITIM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) dans sa partie intra-cytoplasmique

conduit au recrutement de protéines atténuant la signalisation du BCR (Figure 14).

Notons qu’apres liaison d'un Ag, les BCR peuvent également étre endocytés par la
cellule pour remplir trois fonctions. Ce mécanisme permet de compartimentaliser la
signalisation et ainsi d’influer sur son issue. Il permet également la dégradation partielle
de I'Ag. Ce mécanisme appelé apprétement antigénique permet la présentation
antigénique, processus nécessaire a l'activation optimale de la réponse immunitaire.
Enfin, les BCR endocytés peuvent étre dégradés, entrainant ainsi l'arrét de la

signalisation par rétro-contrdle négatif (Chaturvedi et al, 2011).
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3.2.Le stade B mature et I'augmentation de la spécificité antigénique via la SHM
etla CSR

3.2.1. Les sous-populations B matures

En fonction des signaux donnés par le BCR aux cellules T2, les cellules B matures
sont divisées en deux grandes catégories : les B1 et les B2. Ces cellules different de par
leur origine, leur localisation, leur phénotype, leur fonction et leur mode d’activation
(dépendant ou non des cellules lymphocytaires T) (pour revue : Sagaert and De Wolf-

Peeters, 2003 ; Pillai and Cariappa, 2009).

Situées majoritairement dans les cavités péritonéale et pleurale, les B1 peuvent
étre réparties en deux sous-populations : les Bla, exprimant le CD5 et les B1b, qui sont
CD5-. L'origine de ces cellules reste sujette a controverse. Elles jouent un role dans la
protection immédiate contre des pathogenes en secrétant spontanément des anticorps

naturels.

Les B2 sont également subdivisées en deux populations: les B de la zone
marginale (B MZ pour Marginal Zone B cells) et les B de la zone folliculaire (B FO pour
Follicular B cells). Les B MZ sont localisées entre la pulpe blanche et la pulpe rouge de la
rate, en périphérie des follicules. Ces cellules expriment fortement le CD21, phénotype
engendré suite a une faible signalisation du BCR (Cariappa et al, 2001). Des expériences
de délétion conditionnelle chez la souris ont également montrées que la signalisation
par NOTCH2 est indispensable a la formation des B MZ (Saito et al, 2003). Tout comme
les B1, les B MZ participent a une réponse immunitaire précoce. En effet, suite a une
activation indépendante des LT, les B MZ peuvent se différencier en plasmocytes
sécréteurs d'IgM a courte durée de vie (Martin et al, 2001). A l'inverse, les B FO
constituent la majorité des cellules de la rate et sont localisées dans les follicules
primaires. Contrairement aux B MZ, elles expriment fortement le CD23 et faiblement le

CD21, et leur génération nécessite un plus fort signal du BCR (Cariappa et al, 2001).
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3.2.2. Laréponse immunitaire des cellules B

En fonction des sous-populations B matures, du contexte de rencontre avec I'Ag
et de la nature de celui-ci, trois types de réponse ont ainsi été définis : les réponses T-
indépendantes (i.e. indépendantes des LT) de type I ou II et les réponses T-dépendantes

(pour revue : Fairfax et al., 2008).

Les réponses T-indépendantes de type I n’engagent pas la spécificité du BCR.
Pour cela, des agents mitogenes sont capables d'induire la prolifération des LB ainsi que
la sécrétion d'lg, indépendamment de leur reconnaissance par le BCR. Ce type de
réponse met alors en jeu la liaison de motifs communs a tous les pathogenes (ie. les

PAMP) a des récepteurs non spécifiques tels que les TLR (Toll-Like Receptor).

A l'inverse, les réponses T-indépendantes de type Il sont déclenchées par des Ag
contenant des épitopes répétés, présents notamment a la surface des bactéries
encapsulées. Ces Ag entrainent I'aggrégation des BCR a la surface cellulaire, déclenchant
'activation et la proliféraiton de ces dernieres. Les cellues B1 et MZ, majoritaires dans ce
type de réponse, se différencient rapidement en plasmocytes sécrétant des IgM de faible
affinité afin de former la premiére ligne de défense spécifique contre 1'Ag.
Expérimentalement, ce type de réponse est provoqué par des haptenes couplés au ficoll,

au dextran ou a l'acrylamide.

Les réponses T-dépendantes, qui font principalement intervenir les cellules B FO,
sont les seules a aboutir a la formation de B mémoires et de plasmocytes a longue durée
de vie. Dans ce cas les Ag sont de nature protéique et leur reconnaissance nécessite une
coopération étroite avec les LT et les cellules dendritiques. Aprés avoir phagocyté
I'antigéne (i.e. mécanisme de 'immunité innée visant a internaliser I'antigéne pour le
lyser), les cellules dendritiques présentent des fragments antigéniques a leur surface, en
association avec les molécules du CMH de classe II (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité ; i.e. molécule du soi). Dans les organes lymphoides secondaires, les
LT CD4+ reconnaissent ce complexe CMH/peptides antigéniques via leur récepteur
spécifique (TCR pour T-Cell Receptor). Cette reconnaissance ainsi que des signaux de co-
stimulation entrainent leur activation et leur expansion au sein des follicules.
Parallelement, les LB entrent en contact avec I'Ag sous sa forme native. Apres contact

avec une partie des LT préalablement activés et avec I'environnement stromal, les LB
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recevoivent de nombreux signaux de co-stimulation leur permettant de s’activer et de se
relocaliser vers le centre du follicule. En effet, la liaison du CD40 (i.e. molécule exprimée
a la surface des cellules B) avec son ligand inductible CD40L (i.e. exprimé a la surface des
lymphocytes T activés) agit comme un signal de co-stimulation induisant I'expansion des
cellules B et leur différenciation clonale. En outre, des cytokines secrétées par les
lymphocytes T activés favorisent la croissance et la différenciation lymphocytaire B. Ces
cellules B activées peuvent alors (1) se différencier en plasmocytes extrafolliculaires
sécrétant des anticorps de faible affinité qui sont importants pour la défense immédiate
contre l'infection; (2) se différencier en cellules B mémoires précoces ou (3) se
relocaliser a l'intérieur des follicules pour initier la réaction du centre germinatif (pour

revues : Cyster, 2010 ; Good-Jacobson and Tarlinton, 2012 ; Malhotra et al, 2013).

3.2.3. Laréaction du centre germinatif

Les LB activés qui migrent au centre des follicules primaires initient la formation
de centres germinatifs (GC pour Germinal Center), autrement appelés follicules
secondaires, ou ils entament une expansion rapide et clonale (pour revues: Klein and
Dalla-Favera, 2008 ; Victora and Nussenzweig, 2012). Au sein de ces follicules, les LB
sont dans un microenvironnement propice aux interactions avec une sous-population de
LT (Tfh pour T Follicular helper) et avec les cellules dendritiques folliculaires (FDC pour
Follicular Dendritic Cell) dont les signaux sont nécessaires aux LB pour leur

développement (pour revues : Ramiscal and Vinuesa, 2013 ; Rezk et al, 2013).

Histologiquement, les GC peuvent étre divisés en deux zones : la zone sombre et
la zone claire. Les LB de la zone sombre sont appelés centroblastes alors que ceux de la

zone claire sont nommés centrocytes.

La zone sombre est essentiellement composée de LB en prolifération n’exprimant
plus d’Ig de surface et subissant de nouvelles modifications des génes codant les chaines
d’'Ig: la SHM, ou maturation d’affinité, qui consiste en l'introduction de mutations
ponctuelles dans la région variable des chaines lourdes et légéres d’lg afin d’augmenter

I'affinité pour ’Ag (pour revue : Di Noia and Neuberger, 2007).
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Figure 15 : Strucuture schématique d’un centre germinatif.
Les LB activés par la rencontre avec |'Ag forment la population des centroblastes qui proliférent dans

la zone sombre du GC et subissent la SHM. Ils migrent ensuite dans la zone claire pour former la
population des centrocytes. Ces derniers sont testés pour leur affinité a 1'Ag, avec 'aide des FDC et des
Tfh. Les centrocytes sélectionnés subissent la CSR puis se différencient en B mémoires ou en

plasmocytes.
Tth : T follicular helper; FDC : Follicular Dendritic Cells, GC : Germinal Center; SHM: Somatic HyperMutation; CSR: Class Switch

Recombination; LB : lymphocyte B
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La zone claire contient des LB issus de SHM, réexprimant leur Ig de surface, en
compétition pour la sélection clonale grace aux intéractions avec les FDC et les Tfh. En
effet, les BCR peu affins pour I’Ag ou auto-réactifs (i.e. cellules dont le processus de SHM
a diminué ou modifié I'affinité du BCR au lieu de 'augmenter) sont contre-sélectionnés
(Rajewsky, 1996). Ainsi, lors de la sélection clonale, les LB n’intéragissant pas
correctement avec les FDC et les Tth ne recoivent pas les signaux de prolifération et de
différenciation nécessaires a leur survie, entrainant leur mort par apoptose (Figure 15).
Notons que le GC est une structure dynamique dans laquelle les centrocytes peuvent
retourner dans la zone sombre. Bien que le but de ce retour dans la zone sombre n’ait
jamais été clairement démontré, il est probable que les LB effectuent ce « recyclage »
pour subir une SHM encore plus efficace (Oprea and Perelson, 1997). Apres sélection
positive des cellules les plus affines pour I'Ag, ces derniéres subissent la CSR, ou
recombinaison de classe, qui permet le passage d’'une production d’IgM/IgD a celle d’'Ig
d’'un autre isotype afin d’acquérir de nouvelles fonctions effectrices sans modifier
I'affinité antigénique (pour revue : Chaudhuri and Alt, 2004). Enfin, les centrocytes vont

soit se différencier en plasmocytes, soit former le compartiment B mémoire.

Suivant s’ils sont localisés dans les centrocytes ou les centroblastes, les LB du GC
expriment différents marqueurs de surface que nous ne détaillerons pas ici. Cependant,
dans I'ensemble, les LB du GC sont caractérisés par la perte de 1'IgD de surface et une
forte expression membranaire d'un glycane syalilé reconnu par l'anticorps monoclonale
GL7 (2,6-linked N-acetylneuraminic acid). Les cellules activées peuvent également étre
identifiées par une augmentation de leur liaison a la PNA (PeaNut Agglutinin) et
I'expression du récepteur FAS (ou CD95), impliqué dans lI'apoptose (Naito et al, 2007).
La présence de ce récepteur, couplée a une diminution des protéines anti-apoptotiques,
confirme la sensibilité accrue des B du GC a 'apoptose, en I'absence de signaux de survie
et de prolifération fournis par les FDC et les Tfh. Le programme transcriptionnel des LB
du GC est régulé par le facteur de transcription BCL6, indispensable a la formation de ces
structures secondaires et a la maturation d’affinité. En effet, les souris présentant une
délétion de BCL6 produisent des IgG1 apres stimulation mais sont incapables de former
des GC et de produire des Ig de haute affinité (Fukuda et al, 1997). Enfin, les LB du GC

expriment 'enzyme AID (Activation-Induced Deaminase).
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3.2.4. L’augmentation de la spécificité antigénique
3.2.4.1. L’enzyme AID au centre des recombinaisons secondaires

Bien que la SHM et la CSR difféerent par leurs fonctions, ces deux évenements
géniques sont initiés par la méme enzyme : AID (pour revues : Maul and Gearhart, 2010 ;
Pavri and Nussenzweig, 2011; Stavnezer, 2011 ; Larijani and Martin, 2012 ; Keim et al,
2013 ; Wang, 2013). Découverte en 1999 par I'équipe de T. Honjo, I'enzyme AID est
codée par le gene Aicda (Muramatsu et al, 1999). Sa délétion chez la souris n’affecte pas
le développement B mais entraine un blocage des phénomenes de SHM et de CSR
(Muramatsu et al, 2000). Chez 'homme, des mutations du géne Aicda conduisent a
I'apparition du syndrome d’hyper IgM (HIGM2), caractérisé par une élévation des taux
d’'IgM, I'absence d’isotypes issus de CSR, l'absence de SHM au niveau des régions

variables d’Ig et la déstructuration des GC (Revy et al, 2000).

AID appartient a la famille de déaminases APOBEC (APOlipoprotein B mRNA-
editing Enzyme-Catalytic) dont certaines sont connues pour « I’édition d’ARNm » (RNA
editing ; i.e. modifications post-transcriptionnelles). Cependant, des études ont démontré
que le substrat d’AID est 'ADN simple brin (ssDNA pour single strand DNA) généré au
cours de la transcription (Petersen-Mahrt et al, 2002 ; Chaudhuri et al, 2003). Il est
ainsi admis qu’AID attaque seulement les régions transcrites, impliquant une corrélation
entre transcription et recrutement d’AID, que ce soit aux loci d’Ig ou non-Ig (Fukita et al,
1998 ; Ramiro et al, 2003) (c¢f Chapitre 2, 1.3 La transcription et le recrutement des

recombinases).

Bien qu’AlD soit principalement localisée au niveau du cytoplasme (Rada et al,
2002a; Schrader et al, 2005), son activité de déamination est exercée sur ’ADN, dans le
noyau des cellule B activées. Ainsi, la protéine est maintenue dans le cytoplasme grace a
un site d’ancrage présent dans sa partie C-terminale (Patenaude et al, 2009) alors que
son importation vers le noyau est due a une séquence signal d’exportation nucléaire,
également située dans sa partie C-terminale (McBride et al, 2004). Cependant, cette
localisation nucléaire est temporaire car elle y est rapidement dégradée apres poly-
ubiquitination (Aoufouchi et al, 2008). Alors que la localisation et la dégradation d’AID
permettent de coordonner son acces a I’ADN, sa phosphorylation régule son activité.
Ainsi, AID est phosphorylée sur sa sérine 38 (P-S38) par la protéine PKA (c-AMP-

dependent Protein Kinase A) (Basu et al, 2005), uniquement dans les cellules B activées
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(McBride et al, 2006). Il ressort également des études portant sur l'activité de mutants
d'AID que l'intégrité de sa séquence N-terminale est indispensable au phénomeéne de
SHM, tandis que son extrémité C-terminale serait importante pour la CSR (Barreto et al,
2003; Ta et al, 2003; Shinkura et al, 2004). Jusque-la considérée comme une enzyme B
spécifique, des études récentes s’'intéressent au potentiel role d’AID au-dela de la lignée
lymphocytaire B. Cependant, ces études restent sujettes a controverse puisque certaines
démontrent un role d’AID dans la déméthylation de ’ADN de tissus pluripotents (Kumar
et al, 2013) alors que d’autres confirment que le seul réle d’AID réside dans la

diversification des anticorps (Fritz et al, 2013).

D’un point de vue mécanistique, la SHM et la CSR se déroulent en deux étapes :
(1) la déamination de ’ADN apreés recrutement d’AID respectivement aux régions V et C;
(2) la prise en charge des lésions occasionnées par AID. Ainsi, AID initie les mécanismes
de diversification secondaire en déaminant une cytosine (dC) en uracile (dU),
préférentiellement lorsque les dC sont situées dans des points chauds (appelés hotspot)
ayant pour séquences le motif WRCY (W = weak = dA/dT, R = purine = dA/dG, et Y =
pyrimidine = dC/dT) (Betz et al, 1993 ; Pham et al, 2003). Le mésappariement dU:dG
(guanine) qui en résulte peut étre pris en charge par différentes voies de réparation de
I’ADN pour produire des mutations (i.e. SHM) ou des DSB (i.e. CSR). Cette différence
fondamentale entre SHM et CSR pourrait notamment étre imputée a la fréquence des
hotspots, présents en plus grande quantité dans les régions S qu’au niveau de la partie

variable des Ig (pour revues : Di Noia and Neuberger, 2007 ; Alt et al, 2013).

3.2.4.2. La maturation d’affinité ou SHM

La SHM consiste en l'introduction de mutations ponctuelles au niveau de 'exon
V(D)] réarrangé et de l'intron en aval (pour revue : Odegard and Schatz, 2006 ; Di Noia
and Neuberger, 2007). Quel que soit le locus d’Ig ciblé, la fréquence moyenne de ces
mutations est de 10-3 par pb avec un profil s’étendant de 150 pb a 1,5 kb en aval du
promoteur de l'exon V(D)] (Rada and Milstein, 2001) (Figure 16). Les mutations
obtenues peuvent étre de deux types : transitions (changement d’'une base pyrimidine
par une autre pyrimidine ou d’'une purine par une autre purine, soit dC/dT ou dA/dG

respectivement) et transversions (changement d’'une base pyrimidine par une purine ou
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Figure 17 : Voies de réparation de ’ADN impliquées dans I'hypermutation somatique

Le mésappariement dU/dG provoqué par AID peut étre pris en charge par trois voies de réparation
différentes. A gauche, la voie de réplication considere le dU comme un dT, générant alors une
transition dC/dT et donc dG/dA sur le brin opposé.

Au milieu, UNG crée un site abasique, pris en charge par la voie du BER (Base Excision Repair). Des
polymérases infideles translésionnelles insérent aléatoirement une des quatre bases a la place du dU,
conduisant alors a des mutations de type transitions ou transversions aux anciennes bases dC:dG.

A droite, la voie du MMR (MisMatch Repair) permet l'élimination de l'uracile, créant une cassure
simple brin. EXOI va également éliminer les nucléotides voisins de la cassure. Des polymérases

infideles conduisent a des mutations de type transitions ou transversions aux anciennes bases dA:dT.
ADN pol: ADN polymérase; UNG : Uracil-DNAGlycosylase; EXO1: exonucléase 1 ; MLH1: MutL homologue 1; PMS2 : PostMeiotic
Segregation 2; PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen; + : réparation provoquant des mutations; - : réparation n’engendrant
aucune mutation. (D’apres Peled et al., 2008)
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fait que le mésappariement généré par AID peut étre pris en charge par trois voies

différentes (pour revue : Peled et al, 2008) (Figure 17).

Dans le cas ou 'ADN contenant le mésappariement est simplement répliqué,
I’ADN polymérase considere le dU comme un dT, générant alors une transition dC/dT et

donc dG/dA sur le brin opposé.

Dans un deuxiéme cas, ’ADN contenant le mésappariement est reconnu par UNG
(Uracil DNA-Glycosylase). L’excision du dU par UNG conduit a I'apparition d'un site
abasique, pris en charge par la voie du BER (Base Excision Repair). Des polymérases
infideles translésionnelles (REV1, Polf, Poln (eta), ..) insérent aléatoirement une des
quatre bases a la place du dU, conduisant alors a des mutations de type transitions ou

transversions aux anciennes bases dC:dG (Rada et al, 2002b ; Pérez-Duran et al, 2012).

Enfin, le mésappariement peut également étre reconnu par I'hétérodimeére
MSH2/MSH6 (MutS Homolog) appartenant a la voie du MMR (MisMatch Repair) (Rada et
al, 1998). Ce complexe recrute ensuite les protéines MLH1 (MutL homologue 1) et PMS2
(PostMeiotic Segregation 2), qui vont former un hétérodimere et permettre |'élimination
de l'uracile, créant une cassure simple brin. L’hétérotétramere ainsi formé recrute
I'exonucléase EXOI qui va également éliminer les nucléotides voisins de la cassure. Le
facteur PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) intéragit alors avec des polymérases
infidéles, notamment Poln, conduisant a des mutations de type transitions ou

transversions aux anciennes bases dA:dT (Delbos et al, 2007).

3.2.4.3. Larecombinaison de classe ou CSR

La CSR permet a la cellule B d’exprimer a sa surface un BCR d’un autre isotype
qu’lgM. Cette nouvelle Ig différe uniquement par la partie constante de sa chaine lourde.
La région variable ne subissant aucune modification, I'affinité pour I’Ag est conservée

(pour revues : Chaudhuri and Alt, 2004 ; Chaudhuri et al, 2007).

Ce mécanisme se produit entre deux régions switch (S), localisées en amont de
chaque gene constant excepté Co. Ces motifs correspondent a des séquences répétées,
riche en dG/dC et dont la taille varie entre 1 kb et 12 kb (la plus longue étant Sy1).

Plusieurs modeles de délétion, inversion ou remplacement de différentes régions S ont
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Figure 18 : Représentation de la commutation de classe: exemple de la CSR vers IgG1.

La premiére ligne correspond au locus IgH avec un exon VD] réarrangé. L’ellipse précédant chaque
région constante excepté CS correspond a la région S associée.

La deuxieme ligne représente le locus IgH réarrangé a Cy1 apres CSR: apreés stimulation de la cellule B,
AID cible les régions Su (donneuse) et Sy1 (acceptrice) et conduit a 'excision de ’ADN situé entre ces
deux régions. Celui-ci se circularise pour former un épisome alors que le locus IgH lie ses deux régions
S, modifiant la classe isotypique.

La troisiéme ligne représente 'ARNm obtenu apres transcription et épissage de I'’exon VD] réarrangé
sur le premier exon constant Cy1.

La derniere ligne schématise I'I[gG1 synthétisée apres CSR.
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permis de mieux les caractériser. Ces études ont démontré que les régions S, de par leur
orientation, leur longueur et leur caractére répétitif, contribuent a I'efficacité de la CSR,
sans pour autant étre indispensables a ce mécanisme (Luby et al, 2001 ; Khamlichi et al,
2004, Shinkura et al,, 2003 ; Zarrin et al, 2005, 2008). La recombinaison s’effectue entre
une région S donneuse (Sp) et une région S acceptrice, variant suivant I'environnement
cytokinique. Comme pour les recombinaisons V(D)], 'ADN situé entre ces deux régions S
est excisé et circularisé (i.e. épisomes) alors que les régions codantes sont liées entre
elles afin de juxtaposer un nouvel exon Cyx au segment VD] réarrangé. La transcription et

I'épissage de cette chalne conduit a I'expression d’'un nouvel isotype (Figure 18).

D’un point de vue moléculaire, le mésappariement dU:dG généré par AID dans les
régions S est excisé par UNG qui crée un site abasique (Schrader et al, 2005). Ce dernier
est pris en charge par la voie du BER, et plus précisément par les endonucléases AP
(APurinic/APyrimidic) qui incisent certains sites abasiques. Cela produit des cassures
simple brin (SSB pour Single Strand Break) qui peuvent spontanément devenir un DSB si
elles sont proches sur les deux brins d’ADN (Guikema et al, 2007). De fagon minoritaire
et parallelement a la SHM, lorsque les SSB sont trop éloignés, la voie du MMR intervient
pour générer un DSB (Ehrenstein and Neuberger, 1999 ; Stavnezer and Schrader, 2006).
La cassure est alors reconnue et prise en charge par la voie du DDR. Ainsi, le complexe
MRN (Mrell Rad50 Nbs1) reconnait les DSB et active ATM qui phosphoryle I'histone
H2AX (Petersen et al,, 2001 ; Dinkelmann et al, 2009). L’histone YH2AX résultant forme
des foyers de réparation qui vont stabiliser les DSB et recruter les molécules de la voie
de réparation classique du NHE] (c¢f Chapitre 1, 2.2.2 Les réarrangements VD] au locus
IgH ; pour revue: Dudley et al, 2005; Boboila et al, 2012). Cependant, des souris
déficientes pour Ku70, Ku80 ou Ku70 et LiglV peuvent effectuer la CSR a des taux
pouvant aller jusqu’a 50% comparé a des animaux sauvages (Boboila et al,, 2010). Cela
suggere qu'il existe une voie alternative (A-E] pour Alternative End Joining) capable de
suppléer la voie du c-NHE] (Yan et al, 2007). Cette voie utilise des microhomologies de
séquences entre les régions S a recombiner. A I'heure actuelle, les facteurs impliqués
dans I’A-E] sont encore mal connus. Il semblerait que le complexe MRN, PARP-1 (poly
ADP-ribose polymerase I), XRCC1 ainsi que les ligases I et IIl interviennent dans cette
voie alternative (Audebert et al, 2004 ; Robert et al, 2009 ; Saribasak et al, 2011)
(Figure 19).
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Figure 19 : Voies de réparation de ’'ADN impliquées dans la commutation de classe.

Le mésappariement généré par AID est excisé par UNG puis les voies du BER et plus rarement du MMR
prennent en charge le site abasique pour générer des cassures doubles brins. La voie du DDR prend en
charge les cassures : MRN active ATM qui reconnait les cassures et s’y fixe. Il phosphoryle I'histone
H2AX pour stabiliser les extrémités d’ADN et permettre le recrutement du NHE] ou de I'A-E]J.

NHE] : I'hétérodimere KU70/KUB80 interagit avec les extrémités de 'ADN endommagé et favorise le
recrutement de DNA/PKcs . La ligation est réalisée par le complexe ligase IV, XRCC4.

A-E] : PARP-1 s’associe aux extrémités double brin de ’ADN. XRCCI et la ligase III réalisent la jonction.
Le complexe MRN semble favoriser la voie alternative.
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L’analyse de la jonction Sp-Sx générée permet de définir la voie de réparation
impliquée (pour revue : Stavnezer et al, 2010). Ainsi, la liaison franche des deux régions
S (i.e. jonction directe) ou la présence de quelques bases (< 5pb) homologues aux deux
régions S (i.e. jonction par micro-homologie) refletent 'activité du NHE]. A l'inverse, la
présence de plusieurs bases homologues aux deux régions S (>5 pb) traduit l'activité de
I’A-E]. De maniere occasionnelle, de longues insertions, clairement homologues a une
des autres régions S, peuvent étre présentes au niveau de la jonction. Cela correspond a
des CSR intra-chromosomiques de type Spu-Sx-Sx2. Des mutations, conséquences directes
des mécanismes de réparation, sont également présentes a proximité de la jonction. A
I'inverse, des mutations éloignées de la jonction sont interprétées comme un stigmate

du ciblage d’AID au niveau de ces régions.

Les dernieres étapes de la lymphopoiése B vont conduire a la génération de
plasmocytes et de cellules B mémoires. Les cytokines sécrétées dans le GC seraient a
I'origine du choix entre un destin plasmocytaire ou mémoire (pour revue : Shlomchik
and Weisel, 2012). Cependant, n’ayant pas travaillé sur ces populations au cours de ma

these, je ne décrirai que succinctement leurs phénotypes et leur réles.

3.3.Le stade plasmocytaire et la sécrétion d’Ig
3.3.1. Le stade plasmocytaire

Le but ultime du LB est de produire des anticorps, protéines effectrices de
I'immunité humorale. Pour cela, il doit se différencier en « usine a produire des Ig » : le
plasmocyte. Cette population peut étre divisée en deux catégories : les plasmocytes a
courte durée de vie sécrétant des IgM et issus de la différentiation des B MZ et ceux étant
passés par le GC, dits a longue durée de vie, qui vont migrer dans la moelle osseuse et
assurer la sécrétion d'Ig a long terme (pour revue : Calame, 2001). Encore une fois, la
force du signal transmis par le BCR semblerait jouer un role dans cette différentiation
terminale. En effet, la diminution de l'intensité du signal BCR dans les cellules B, par
substitution du promoteur ou par inhibition chimique, permettrait d'augmenter leur

différenciation plasmocytaire (Lechouane et al, 2013).
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A ce stade, les cellules présentent le marqueur CD138 (syndecan 1) mais
n’expriment plus les marqueurs de la lignée B (B220, CD19) (Smith et al, 1996). Cela est
di au facteur de transcription Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein) qui
réprime le programme transcriptionnel B, notamment en agissant sur Pax5 (Lin et al,
2002). Ces cellules ont une morphologie ovale et une grande taille. En cela, le facteur
XBP1 (X-box binding protein 1) joue un role important dans la différenciation
plasmocytaire puisqu’il promeut I'expansion du réticulum endoplasmique,

indispensable a la forte production d'lg dans ces cellules (Shaffer et al, 2004).

3.3.2. La sécrétion d’Ig

Comme pour la production d'une IgD, la sécrétion des Ig se fait par un épissage
alternatif du transcrit de chaine lourde. Le transcrit codant la forme membranaire est
obtenu par utilisation d'un site donneur d'épissage interne au dernier exon constant Cy
qui va s'épisser sur le premier des deux exons de membrane. Ce transcrit se termine
suite a la rencontre d’'un site de polyadénylation situé en aval des exons membranaires.
ATinverse, le transcrit codant la forme sécrétée n'utilise pas ce site d'épissage et integre
donc la totalité du dernier exon Cu. Sa terminaison a lieu au sein de l'intron entre le
dernier exon Cu et le premier exon de membrane car il contient aussi un site de

polyadénylation (Lefranc et al, 2005).

3.4.Le stade B mémoire et la réponse secondaire
3.4.1. Le stade B mémoire

Les cellules B mémoires, définies comme des LB quiescents ayant déja rencontrés
I’Ag, peuvent étre générées en réponse a des Ag T-dépendants et T-indépendants. En
fonction de leur origine, il existe plusieurs sous-populations de B mémoires
phénotypiquement différentes. La voie canonique a 'origine des B mémoires résulte
d’une réponse T-dépendante et correspond donc a des LB passés par le GC. Ainsi, ils sont
hypermutés dans leur région variable, expriment une Ig de surface issues de CSR (le plus

souvent IgG) et dont la signalisation intracellulaire permet leur survie, et présentent les

marqueurs B220 et CD38. A linverse, les B mémoires issus d'une réponse T-
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indépendante proviendraient des cellules B1b et présentent de forts taux d’IgM et de
CD19 mais une faible expression de B220 et d’IgD (pour revues : Tarlinton, 2006 ; Good-

Jacobson and Tarlinton, 2012).

3.4.2. Laréponse secondaire

Les cellules B mémoires sont générées lors d’'une réponse immunitaire primaire
(ie. lere rencontre avec I’Ag) et vont jouer un role important lors de la réponse
secondaire (i.e. 2éme rencontre avec le méme Ag). En effet, les LB mémoires ont un
faible seuil de réponse a une stimulation antigénique et peuvent entrer en cycle
rapidement. Ainsi, suite a une nouvelle rencontre avec I’Ag, les cellules B mémoires vont
se différencier en plasmocytes ou entrer a nouveau dans les GC ou elles subiront des
remaniements géniques secondaires pour améliorer leur affinité antigénique. Ces
cellules permettent ainsi une réponse plus rapide et plus spécifique lors d’'une nouvelle

rencontre avec I’Ag (Dogan et al, 2009).
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Afin d’assurer une expression ordonnée des génes du locus IgH, les événements
géniques suscités sont finement régulés au cours du développement B. Les éléments
assurant cette régulation sont localisés dans des régions dites régulatrices, elles-mémes
situées a l'intérieur, en 5’ ou en 3’ du locus. Le maintien de réarrangements lignage-
spécifique et stades-spécifiques est également expliqué par la théorie de 'accessibilité.

(pour revue : Perlot and Alt, 2008).

Lors de ma these, j'ai uniquement travaillé sur la région régulatrice la plus en 3’
du locus: la 3'RR (3’ Regulatory Region). C'est pourquoi ce chapitre traitera
succinctement de l'accessibilité du locus puis des différents éléments cis-régulateurs
présents de 5" en 3’ du locus avant de détailler plus précisément les connaissances

actuelles sur la 3’'RR.

1. ACCESSIBILITE DU LOCUS

Comme décrits dans le chapitre 1, les réarrangements V(D)] se produisent
uniquement dans les LB, alors que les enzymes Rag sont exprimées dans les CLP, les LT
et LB immatures. Afin d’expliquer la spécificité cellulaire et la régulation spatio-
temporelle des réarrangements géniques aux loci d’Ig, Alt et Yancopoulos ont proposé le
modele de I'accessibilité. La découverte, au stade pro-B, de transcrits non codants dans
les segments Vy non réarrangés (ie. transcrits germinaux) est a l'origine de cette
théorie. Ces transcrits créeraient, a un moment donné, une « fenétre d’accessibilité » aux

régions du locus devant étre réarrangées (Yancopoulos and Alt, 1985).

Par la suite, de nombreuses études ont corroboré cette théorie en démontrant
que de nombreux mécanismes épigénétiques gouvernent l'accessibilité des genes d’Ig :
la relocalisation nucléaire, le remodelage chromatinien, le changement de configuration
tridimensionnelle du locus et la transcription non-codante (pour revue : Jaeger et al,

2013).
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Figure 20 : Représentation simplifiée de la localisation nucléaire des alléles IgH au cours de
I'ontogénie B.

Les alleles IgH sont représentés par les étoiles rouges. Leur localisation nucléaire est corrélée a 1'état
de réarrangement des génes du locus IgH: au stade pro-B précoce, les réarrangements D-J; sont
bialléliques donc les alléles sont positionnés dans I'euchromatine, au niveau central; au stade pro-B
tardif, le phénomene d’exclusion allélique n’autorise les réarrangements V- DJ; que sur un seul alléle,
I'autre migrant dans I’hétérochromatine; les deux alleles sont a nouveau positionnés dans
I'euchromatine du stade B immature jusqu’a 1,5 jours aprés activation.
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1.1.Le positionnement nucléaire et I'organisation spatiale des loci
1.1.1. Lalocalisation nucléaire des alleles

Le noyau des cellules eucaryotes contient des régions transcriptionnellement
actives et inactives. Par conséquent le positionnement nucléaire d'un géne peut
influencer son expression : la localisation au niveau de 'euchromatine, située au centre
du noyau, est corrélée a une forte expression génique, tandis que le positionnement des
genes dans les régions hétérochromatiniennes, situées en périphérie et au niveau
péricentromérique, contribue a leur «silencing » (pour revue: Kosak and Groudine,

2004).

Des expériences de fluorescence par hybridation in situ (FISH pour Fluorescent In
Situ Hybridization) ont montré qu’avant de subir des réarrangements, le locus IgH se
déplace de sa position initiale a la périphérie nucléaire, vers un compartiment plus
central (Kosak et al, 2002 ; Fuxa et al, 2004). Ces observations sont corrélées au fait que
la périphérie nucléaire a un effet répressif sur la transcription, rendant le locus IgH

inaccessible aux facteurs de recombinaison (Reddy et al, 2008) (Figure 20).

Ainsi, au stade pro-B, les deux alleles sont situés dans un compartiment central,
autorisant les réarrangements D-Jy de maniere bi-allélique. Les segments Vy distaux
restent liés a la périphérie alors que les segments les plus proximaux sont dirigés vers le
centre du noyau. Cette orientation facilite les réarrangements des segments proximaux
(i.e. D-Ju) puisqu’ils sont dans une région favorisant l'accés aux recombinases. Par la
suite, les alleles sont situés de facon asymétrique, avec l'allele subissant les
réarrangements V-DJy dans un compartiment central et I'autre allele en périphérie. Cette
localisation, maintenue lors des réarrangements de chaines légéres, est corrélée au
phénomene d’exclusion allélique. Au stade B immature, les deux alléles sont a nouveau

positionnés de maniére équivalente, au niveau central (Skok et al, 2001).

Au sein des cellules B matures, les deux alleles doivent de nouveau étre
accessibles aux réarrangements secondaires. En effet, les processus de SHM et CSR sont
bi-alléliques. Ainsi, des études in vitro ont démontré que les deux alleles IgH sont
maintenus dans I'euchromatine au moins 1,5 jours apres activation du LB. En revanche,
apres 4 jours de stimulation un des alleles est recruté au niveau de I’hétérochromatine

(Skok et al, 2001).
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Figure 21 : Représentation schématique de la contraction du locus IgH lors des réarrangements
VD]

Aprés les réarrangements D-]; le locus IgH est décontracté. Lors des réarrangements Vy-DJy il se
contracte a nouveau pour permettre les interactions longues distances avec les segments V,; distaux.
Cette contraction conduit a une modification de la structure tridimensionnelle du locus et a
I'apparition de boucles d’ADN rapprochant physiquement les segments devant étre réarrangés et
éloignant les autres.

(D’aprés Medvedovicetal, 2011)
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1.1.2. La structure tridimensionnelle du locus

A cette modification de localisation des loci d’lg, s’ajoute une modification de la
structure tridimensionnelle du locus (Fuxa et al, 2004 ; Roldan et al, 2005). En effet, de
nombreuses études des noyaux en interphase par FISH et des interactions entre régions
d’ADN par 3C (Chromosome Conformation Capture) ont mis en évidence des
modifications de topologie du locus IgH au cours de 'ontogénie B. Lorsque le locus se
« contracte », les régions d’ADN a recombiner se retrouvent dans une méme boucle ou
elles sont physiquement plus proches. A 'inverse, les régions qui ne doivent pas étre
réarrangées se trouvent dans des boucles différentes, physiquement éloignées des
précédentes (Guo et al, 2011b). Ce mécanisme favorise les interactions longues
distances et donc les réarrangements géniques entre des régions trés éloignées (Figure

21).

Ainsi, dans les progéniteurs lymphoides, les deux alleles du locus IgH sont dans
une conformation basale dite « décontractée ». Lors des réarrangements D-Jy, le locus se
contracte et forme des boucles au niveau des segments proximaux. Lors des
réarrangements Vu-DJu le locus se contracte a nouveau, juxtaposant I'ensemble des
segments Vg au segment D]y et favorisant ainsi les interactions longue distance
(Jhunjhunwala et al, 2008 ; Medvedovic et al, 2013). La signalisation par le pré-BCR
permet de revenir a un état décontracté. Cela empéche de futurs réarrangements et
participe donc a l'exclusion allélique (Roldan et al, 2005). Suite a une stimulation
cytokinique, le locus se contracte a nouveau permettant ainsi le rapprochement entre Sp

et la région S acceptrice concernée (Wuerffel et al,, 2007).

1.2.Les modifications de la chromatine et le recrutement des recombinases

L'unité fondamentale de la chromatine est le nucléosome. Il se compose d'environ
165 pb d'ADN enroulées autour d'un octamere protéique, lui-méme composé de deux
copies de chaque histone : H2A, H2B, H3 et H4. Les extrémités amino-terminales des
histones émergent du nucléosome, les rendant accessibles a des modifications post-
traductionnelles telles que l'acétylation, la méthylation, l'ubiquitinylation ou la
phosphorylation. On parle alors de « code des histones » (pour revue : Felsenfeld and

Groudine, 2003) (Figure 22A).
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Figure 22 : Le code des histones.

A: L'unité de base de la chromatine est le nucléosome. Il correspond a deux enroulements d’ADN
autour d'un octamere d’histone.

B: La partie N-terminale de 'histone H3 est représentée en bleu, celle de 'H4 en orange. Les
acétylations sont représentées par des trapézes verts et les différentes méthylations sont indiquées par
des cercles jaunes. Seules les principales marques d’histones sont indiquées.

H3ac, H4ac, H3K4me2 et H3K4me3 définissent I’euchromatine, caractérisée comme ouverte, accessible
et donc riche en génes actifs.

H3K9me2, H3K9me3 et 'hypoacétylation des histones définissent 'hétérochromatine, caractérisée

comme fermée, inaccessible et donc riche en genes inactifs.
(D’aprés Dunleavy et al., 2005)
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1.2.1. Les différents états de la chromatine

Ces modifications d’histones constituent un niveau de régulation génique
puisqu’elles sont a l'origine d'un remodelage chromatinien (i.e. modification de I'état de
compaction de ’ADN). Ainsi, I'’euchromatine, qui correspond a I'état le moins condensé,
est dite ouverte et accessible aux protéines agissant sur '’ADN (ie. polymérases,
enzymes diverses et facteurs de transcription): elle est donc riche en geénes
transcriptionnellement actifs. Elle est caractérisée par 'acétylation des histones H3 et
H4 (H3ac et H4ac) et par la di- ou tri-méthylation de la lysine 4 de l'histone H3
(H3K4me2 et H3K4me3). A l'inverse, ’hétérochromatine qui correspond a I'état le plus
condensé, est dite fermée et inaccessible : elle est donc riche en génes non transcrits.
Elle est caractérisée par une hypoacétylation, ainsi que par la méthylation de la lysine 9
de I'histone H3 (H3K9me) et la tri-méthylation de la lysine 27 de cette méme histone
(H3K27me3) (pour revues:Jenuwein and Allis, 2001 ; Dunleavy et al, 2005) (Figure
22B).

1.2.2. Les modifications de la chromatine au cours de la lymphopoiése B

Les évenements géniques se produisant au locus IgH sont corrélés a des
changements dynamiques et ordonnés de la chromatine. Dans des cellules n’appartenant
pas au lignage B, le locus IgH est inaccessible. Par défaut, il présente des marques
hétérochromatiniennes typiques : hypoacétylation et H3K9me2. Ce statut répressif est
levé progressivement au cours du développement B, permettant I'accessibilité

progressive des différentes régions a recombiner.

Ainsi, dans des précurseurs B non réarrangés, les segments Dy localisés en 5’ et
en 3’ (DFL16.1 et DQ52) et les segments |y présentent des marques caractéristiques
d’'une chromatine ouverte. Par contre, les segments DSP intermédiaires sont associés a
des nucléosomes présentant des marques hétérochromatiniennes (Chakraborty et al,
2007). En accord avec cette observation, il a été montré que les segments DFL16.1 et
DQ52 sont préférentiellement utilisés lors des réarrangements (Tsukada et al, 1990). Il
a également été démontré que la protéine RAG2 posséde un domaine PHD (Plant Homeo
Domain) qui a la propriété de se fixer de maniere spécifique sur les motifs H3K4me2/3,

signes d’une chromatine accessible (Liu et al, 2007b). Du fait de cette affinité, la
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protéine Rag2 n’est pas spécifique des loci d’Ig. Cependant, la spécificité du complexe
endonucléasique est obtenue grace a Ragl, dont la fixation est restreinte aux seuls RSS

destinées a recombiner (Ji et al,, 2010).

Une fois les recombinaisons D]y effectuées, les segments Vy proximaux
acquierent a leur tour un statut actif. Cependant, sous le controle de I'IL-7 et de Pax5, la
régulation de la recombinaison est différente entre les segments Vy proximaux et
distaux. Alors que les segments distaux présentent les marques d’'une chromatine active,
la triméthylation de la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27me3) est une modification
inhibitrice présente uniquement au niveau des Vy proximaux. Cela permettraient une

utilisation homogeéne de tous les segments Vy (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 dans les segments Vy deviennent
hypoacétylées, rendant ainsi ces régions moins accessibles aux recombinaisons

(Chowdhury and Sen, 2003).

Apres stimulation cytokinique, seules les régions V et S respectivement visées par
la SHM et la CSR présentent les marques H3K4me3 (ie. caractéristiques de
I'euchromatine) et H3K9me3 (i.e. caractéristiques de ’hétérochromatine) (Kuang et al,
2009 ; Stanlie et al, 2010). Ainsi, comme pour le recrutement de Rag2, celui d’AID est
dépendant des marques chromatiniennes. En effet, Jeevan-Raj et collaborateurs ont mis
en évidence I'importance de la marque H3K9me3 dans le recrutement d’AID au niveau
de la région Sp. Cette marque, décrite comme répressive, permet en realité le
recrutement d'AID via une interaction avec les protéines HP1 (Heterochromatin Protein
1) et KAP1 (KRAB domain Associated Protein 1) (Jeevan-Raj et al, 2011). De plus, une
étude récente a démontré que Spt6 régule la marque de chromatine active H3K4me3,

indispensable au recrutement d’AID (Begum et al., 2012).
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Figure 23 : Localisation des différents transcrits se succédant au locus IgH au cours du
développement B.

Les transcrits sens sont indiqués par les fléches dirigées vers la droite alors que les anti-sens sont
représentés par des fléches dirigées vers la gauche.

La premiére ligne correspond au locus IgH en configuration germinale. Les transcrits germinaux sens
et anti-sens dans les régions Vy, D et J,; précédent les réarrangements VD], rendant ces régions
accesibile aux recombinases Rag.

La deuxieme ligne correspond au locus IgH réarrangé V,;DJ,.. La cellule exprime un ARNm p permettant
le ciblage d’AID dans la région variable et donc les HMS. Les transcrits germinaux sens et anti-sens
sont initiés dans les régions Su et S acceptrices pour favoriser le ciblage d’AID et donc la cassure.

La troisieme ligne correspond au locus IgH réarrangé a y1. La cellule exprime un ARNm y1 permettant
la synthése d’'une IgG1. La présence de transcrits hybrides Ip-Cx est un stigmate du processus de CSR.



Contexte bibliographique - Ch. 2 - La régulation des évenements géniques au locus IgH - Accessibilité

1.3.La transcription et le recrutement des recombinases

La transcription germinale correspond a la production de transcrits non codants
dans les segments devant étre réarrangés. La cinétique d’apparition de ces transcrits
germinaux est corrélée a l'accessibilité aux recombinases des segments correspondants
(Yancopoulos and Alt, 1985) (Figure 23). Les promoteurs a I'origine de la transcription
au locus IgH (germinale ou non) seront présentés plus en détail dans la partie suivante

(cf Chapitre 2, 2. Les éléments cis-régulateurs).

1.3.1. Lors de la lymphopoiése B précoce

D’une facon générale, les premiers transcrits non-codants détectés au locus IgH
apparaissent avant les réarrangements D-Jy et permettraient d’augmenter I'accessibilité
de cette région au complexe Rag. Simultanément, 'apparition de transcrits anti-sens
(orientation inversée par rapport aux genes constants) est observée dans les régions D
et Ju (Bolland et al, 2007; Chakraborty et al, 2007 ; Perlot et al, 2008). Suite aux
recombinaisons D-Jy, les segments réarrangés D]y seraient également transcrits a partir
d’'un promoteur situé en 5 du segment D (Reth and Alt, 1984; Alessandrini and

Desiderio, 1991).

Dans le méme temps, des transcrits germinaux sens et anti-sens sont initiés dans
la région V. La fenétre d’expression de ces transcrits étant précisément corrélée avec
I'initiation des recombinaisons Vyx-DJy, cette transcription germinale est supposée ouvrir
la chromatine au niveau de la région Vy, favorisant ainsi les interactions a distance au
sein du locus IgH et l'accessibilité des segments Vy a la machinerie de recombinaison.
Cette transcription germinale Vy est inhibée suite a un réarrangement Vu-DJu productif

(pour revue: Stubbington and Corcoran, 2013).

1.3.2. Lors de la lymphopoiése B tardive

Les mécanismes de diversification secondaire du répertoire sont également
dépendants de la transcription. En effet, différentes études ont montré que le processus
de SHM est couplé a la transcription des genes d’Ig. Ainsi, lorsqu’un promoteur de région

variable k est dupliqué en amont de I'’exon Ck, seuls ce dernier et la région variable
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(mais pas la région les séparant) deviennent hypermutés a la méme fréquence. Ces
résultats ont pour la premiére fois suggérés que le site d’initiation de la transcription
marque la limite 5’ des mutations (Peters and Storb, 1996). Ces observations ont été
confirmées dans un transgene IgH ou le déplacement du promoteur de 750 pb est
associé a un changement correspondant du spectre de mutations (Tumas-Brundage and
Manser, 1997). De fagon intéressante, la fréquence des mutations est aussi corrélée a
l'intensité de la transcription (Fukita et al, 1998 ; Bachl et al, 2001 ; Ramiro et al, 2003).
Dans ce sens, des travaux réalisés au laboratoire ont démontré que le blocage de la
transcription d’un allele réarrangé s’accompagne d’'une chute dramatique du taux de
SHM sur cet allele (Delpy et al, 2004). Il a également été démontré que les régions
variables soumises a la SHM présentent de courtes séquences d’ADN sous forme de
ssDNA sur les deux brins. La formation de ces structures, nécessaire a l'accessibilité
d’AID, dépenderait de la transcritpion alors que leur stabilisation nécessiterait la

présence de complexes protéiques liés a 'ADN (Ronai et al, 2007).

Concernant la CSR, plusieurs études ont clairement démontré que la transcription
des régions S est un prérequis obligatoire a ce phénomene (Stavnezer et al, 1988;
Lutzker and Alt, 1988). Etant donné la répétitivité des régions S et leur caractere riche
en dG sur le brin non matrice (ou codant), leur transcription germinale conduirait a la
génération de structures secondaires telles que les R-loops (i.e. hybrides ARN/ADN), les
G-quartets (i.e. structures secondaires a quatre brins) ou les stem loops (i.e. structures en
« épingle a cheveux ») (pour revue: Chaudhuri and Alt, 2004). Ces structures, dont
seules les R-loops ont été détectées in vivo au niveau des régions S, constitueraient un
meilleur substrat pour AID (Yu et al, 2003). En effet, comme expliqué dans le chapitre
précédent, AID n’exerce son activité enzymatique que sur les ssDNA générés au cours de
la transcription des régions ciblées (Fukita et al, 1998; Petersen-Mahrt et al, 2002 ;
Chaudhuri et al, 2003). Notons que contrairement aux régions variables nécessitant des
complexes protéiques liés a ’ADN pour stabiliser les ssDNA, les R-loops formées dans les
régions S sont suffisantes pour maintenir 'ADN sous forme de ssDNA (Ronai et al,
2007). Cette dichotomie en SHM et CSR repose sur la différence nucléotidique des
régions cibles. Au-dela de la transcription germinale sens, Perlot et collaborateurs ont
mis en évidence l'existence de transcrits anti-sens apres induction de la CSR. Cette

transcription est décelée au niveau de la région donneuse Sy ainsi que dans les régions
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Figure 24 : Modéle hypothétique du recrutement d’AID au niveau des “bulles de transcription”.

Dans les LB activés, PKA active AID par phosphorylation de sa serine 38 (P-S38). Cela facilite
I'intéraction avec CTNNLB1, une protéine intéragissant avec le complexe de transcription, ainsi qu’avec
RPA, une protéine liée aux ssDNA du brin codant. Par interaction avec la RNA Pol II en cours
d’élongation, Spt5 permet également le recrutement d’AID sur les ssDNA exposés. Le complexe
exosome est recruté a l'extrémité 3’ de I’ARN naissant. De par son activité 3’-5’ exonucléasique, il

dégrade I’ARN, exposant ainsi des ssDNA auxquels RPA et AID peuvent a nouveau se fixer.
(D’aprés Pavri and Nussenzweig, 2011)
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acceptrices Sy1 et Sy2b. Cependant, le role de cette transcription anti-sens, dont I'origine

précise reste inconnue, est encore énigmatique (Perlot et al, 2008).

D’'un point de vue mécanistique, I'accessibilité et le recrutement d’AID sont
complexes et séquentiels (pour revues: Maul and Gearhart, 2010; Pavri and
Nussenzweig, 2011). AID est activée suite a la phosphorylation de sa Sérine 38 par la
PKA (Basu et al, 2005) et peut ensuite interagir avec deux cofacteurs clairement
identifiés : CTNNBL1 et RPA (Replication Protein A). AID se lierait alors a son cofacteur
CTNNBL1, protéine interagissant physiquement avec le complexe de transcritption
(Conticello et al, 2008 ; Willmann et al, 2012). Des études récentes ont également
démontré qu’une fois activée, AID cible des régions ou la RNA Pol Il (RNA polymerase 11
pour ARN polymérase II) est en état de « pause » et donc en cours d’élongation (Kodgire
et al, 2013). Cela créerait une « bulle de transcription » dans laquelle ’ADN, exposé sous
forme simple brin, est accessible a AID via Spt5 (Suppressor of Ty5 homolog) (Pavri et al,
2010). Dans cette configuration, I'activité d’AID serait faible. La fixation de la protéine
RPA aux ssDNA du brin codant permettrait de stabiliser et recruter d’avantage AID
(Chaudhuri et al, 2004). Une étude récente montre également que la fixation spécifique
de RPA aux loci d’Ig est corrélée a la phosphorylation d’AID par PKA. RPA fonctionnerait
alors comme un amplificateur de I'activité d’AID dans ces régions (Yamane et al, 2011).
Par ailleurs, des protéines adaptatrices de la famille 14-3-3, fixées sur les motifs

« AGCT » présents dans les régions S, recrutent AID et PKA (Xu et al, 2010).

AID cible a la fois le brin matrice et le brin non matrice des genes transcrits in
vivo. Pour autant, les données que nous venons d’exposer ne permettent pas d’expliquer
comment AID accede au brin matrice. Une étude récente suggere que Spt5 permette
également le recrutement de 'exosome (i.e. complexe macromoléculaire impliqué dans
le traitement des ARN via son activité 3’-5’ exonucléasique) a 'extrémité 3’ des ARN
naissants. Ce complexe dégraderait alors I'’ARN naissant, exposant d’avantage le brin non
codant sous forme de ssDNA. Cela permettrait a nouveau la fixation de RPA et le ciblage
d’AID. Notons qu’au cours d'une élongation « normale », I'extrémité 3’ de ’ARN naissant
est hybridée avec '’ADN matrice et masquée par la RNA Pol II. Dans les régions ciblées
par AID, le recrutement de I'’exosome est possible car la RNA Pol II, qui est en état de
« pause », est sujette a une « marche arriéere », découvrant ainsi 'extrémité 3’ de I’ARN

naissant (Basu et al, 2011) (Figure 24).
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Au-dela de l'accessibilité de ses régions cibles suite a la transcription, le
mécanisme permettant le ciblage d’AID précisément aux loci d’Ilg reste encore a
déterminer (pour revues: Odegard and Schatz, 2006 ; Maul and Gearhart, 2010). Il
semblerait que les enhancers présentent des motifs capables de recruter AID aux loci
d’lg; cependant, ceci reste une hypothese et aucun enhancer n’a encore été démontré
comme capable de recruter AID. En plus des genes d’Ig, AID peut cibler par erreur des
genes non-Ig tout au long du génome (Liu et al, 2008). Cela suggere que les enhancers
des loci d’'Ig ne sont pas seuls responsables du recrutement d’AID. Il semblerait alors
qu’au moins en partie, I'organisation nucléaire soit impliquée dans ce ciblage (Wang et

al, 2009).
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Figure 25 : Localisation des différents éléments cis-régulateurs présents au locus IgH.

La ligne du haut représente le locus IgH en configuration germinale. Les éléments cis-régualteurs sont
représentés en rouge. Les régions composées de plusieurs domaines sont représentées par des ronds
alors que les promoteurs sont représentés par des fleches.

La ligne inférieure correspond a un grossissement de chaque région régulatrice. Les ronds noirs
représentent les sites hs, les carrés représentent les régions d’attachement a la matrice (MAR) et les
fleches blanches représentent les séquences répétées inversées.

pVH : promoteur des régions varible; Ep : enhancer intronique Ep et les MAR associées; pl : promoteurs I; 3'RR : région
régulatrice située en 3’ du locus; hs : sites hypersensibles a la DNase L.
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Figure 26 : Représentation schématique des deux types d’isolateurs existant chez les vertébrés.
La premiere ligne représente les isolateurs empéchant 'activité d’'un enhancer et donc I'activation du

promoteur en aval. La deuxiéme ligne représente les isolateurs servant de barriere pour empécher la
propagation de ’hétérochromatine.
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2. ELEMENTS CIS-REGULATEURS

La régulation de 'expression des génes d’Ig ainsi que le contréle de I'accessibilité
du locus font intervenir des séquences nucléotidiques cis-régulatrices et des protéines se

fixant a ces séquences (i.e. éléments trans : facteurs de transcription...).

Plusieurs types d’éléments cis-régulateurs ont été identifiés au locus IgH: (1) des
régions isolatrices situées a chaque extrémité du locus et entre les segments Vy et D ; (2)
des promoteurs localisés en 5’ des segments Vy, D et de certains segments Cy,
responsables de la transcription appropriée et efficace des genes correspondants ; (3)
des activateurs transcriptionnels (enhancers), dont I'un situé dans l'intron entre Jus et
Cu, est associé a des régions d’attachement a la matrice (MAR : Matrix Association
Region) et I'autre plus vaste est situé en 3’ des génes Cu (pour revue : Perlot and Alt,

2008) (Figure 25).

2.1.Les régions isolatrices

Les régions isolatrices (ou isolateurs) sont des séquences d’ADN créant des
frontieres dans la chromatine. Il existe deux types d’isolateurs : ceux qui séparent les
activateurs transcriptionnels et les promoteurs afin d’empécher leur éventuelle
interaction, et ceux qui créent une « barriere » empéchant la propagation de
I'hétérochromatine (Figure 26). De fagon plus précise, les isolateurs présentent
généralement un motif CCCTC. Les protéines CTCF (CCCTC binding-factor) sont des
protéines nucléaires en doigt de zinc ubiquitaires. Leur role d’isolateur passe par leur
capacité a intéragir entre elles ou avec d’autres protéines, telles que la cohésine. Ceci
conduit a la contraction du locus et a la formation des boucles d’ADN nécessaires aux
intéractions longues distances (pour revue : Gaszner and Felsenfeld, 2006) (cf chapitre

2, 1.1.2 La structure tridimensionnelle du locus).

De nombreux sites de liaison pour CTCF (ou CBE pour CTCF binding-element) sont
présents sur le locus IgH. Au cours du développement B, le recrutement différentiel de la
cohésine au niveau des CBE est impliqué dans la régulation de I'expression génique
(Degner et al, 2009; Guo et al, 2011a). Ainsi, les trois régions détaillées ci-apres

contiennent des CBE et sont principalement connues pour leurs roles dans I'accessibilité
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et/ou lisolation chromatinienne (Garrett et al, 2005; Pawlitzky et al, 2006;

Featherstone et al, 2010).

2.1.1. Larégion 5’

La région située en 5’ du locus IgH contient quatre sites hypersensibles a la
DNase It (5" hs1, 2, hs3a et hs3b) localisés environ 30 kb en amont du segment Vy le plus
distal (Vu]J558.55). Suite au traitement a la DNase I, hs1 est détecté uniquement au stade
pro-B (ie. durant les réarrangements VD]) tandis que les sites hs2 et hs3 sont présents
tout au long du développement B, ainsi que dans les LT. Des sites de liaison de plusieurs
facteurs de transcription essentiels au développement B et aux recombinaisons du locus
IgH ont été retrouvés dans la séquence de cette région. Notamment, I'élément 5’hs1 fixe
les facteurs de transcription PU.1, Pax5 et E2A spécifiquement au stade pro B et 5’hs2

présente des CBE (Pawlitzky et al.,, 2006).

Cependant, le remplacement individuel d’hs1 par le géne de résistance a la
néomycine sous le controle du promoteur pgk (cassette pgk-neoR), sa délétion propre?
ainsi que la délétion combinée des quatre éléments (hs1, hs2, hs3a et hs3b) n’ont mis en
évidence aucun défaut du développement B, ni des mécanismes de réarrangements VD]
et de CSR. La région 5’ ne présenterait donc aucune fonction cis-régulatrice sur le locus

IgH mais en définirait plutdt les limites chromatiniennes (Perlot et al, 2010).

2.1.2. Larégion intergénique Vy-D

Une grande région inter-génique sépare les segments Vy et D (Johnston et al,
2006). Elle s’étend sur plus de 90 kb entre le segment Vy fonctionnel le plus proximal et
le segment D le plus distal (DFL16.1) et contient six sites hypersensibles a la DNAse
[ (hs1 a hs6). Parmi ces sites, seuls les éléments hs4 et hs5 contiennent un CBE et des
sites de fixation pour différents facteurs de transcription essentiels au développement B

(i.e. Pax5, Stat3, PU.1) (Featherstone et al, 2010).

1 Seuls les génes actifs, les régions régulatrices et les sites de fixation a des facteurs de transcription sont
hypersensibles au traitement par la DNase I.

2 On emploie le terme de délétion propre lorsque I'on supprime la cassette pgk-neoR utilisée pour le
remplacement génique, afin de s’affranchir des potentiels effets qui lui sont dus.
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Dans un premier temps, le groupe de Corcoran a montré que les deux CBE ont
une fonction d’isolateur (en bloquant l'activité des enhancers) qui empéche la
transcription anti-sens provenant des segments D de s’étendre a la région Vy proximale.
Cette séparation des segments Vy et D en domaines chromatiniens distincts limite
'accessibilité et I'activation des genes Vy avant que la recombinaison DJy n’ait eu lieu.
Ces isolateurs participeraient donc a la régulation ordonnée des réarrangements VD]

(Featherstone et al., 2010).

Puis le groupe d’Alt a démontré que ces deux CBE ainsi que les potentiels
éléments cis adjacents forment une région de 4,1 kb nommée IGCR1 (Intergenic Control
Region 1). Grace a des modeéles murins de délétion et de mutations ciblées, ils ont pu
montrer qulGCR1 est nécessaire au contréle de la transcription germinale, assurant
ainsi la spécificité tissulaire et temporelle des recombinaisons V(D)] (Giallourakis et al,
2010). Une étude récente suggere qu'IGCR1, via la formation de boucles au niveau de ses

sites CBE, favoriserait le réarrangement des segments Vy distaux (Guo et al, 2011a).

2.1.3. Larégion 3’

Des techniques d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP pour Chromatine
Immunoprecipitation) et d’hypersensibilité a la DNase I réalisées sur des cellules B a
différents stades de développement et d’activation ont permis de mettre en évidence des
sites hypersensibles (hs) localisés a I'extrémité 3’ du locus IgH: 3’hs5, hs6 et hs7
(Garrett et al, 2005). Ces éléments, ainsi qu'une région située 7kb en aval de hs7, n’ont
pas de rdle en tant que cis-activateurs transcriptionnels du locus IgH. Cependant,

I'analyse de cette région a mis en évidence plusieurs CBE, lui suggérant une fonction

isolatrice (pour revue : Birshtein, 2012).

Les animaux déficients pour ces éléments présentent une discrete diminution de
la contraction du locus IgH entrainant un biais de réarrangement VyD]Jy avec une
utilisation accrue des segments Vy proximaux (i.e. famille VH7183), de DQ52 et de Ju3.
De plus, suite a une stimulation, les cellules B issues de ces animaux présentent une
légére augmentation de la transcription des génes situés en 3’ évoquant un role
d’isolateur transcriptionnel vis-a-vis des genes situés en aval (Volpi et al, 2012). Cette

région est alors qualifiée de frontiere 3’ du locus IgH.
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2.2.Les promoteurs

Il existe plusieurs sortes de promoteurs au sein du locus IgH : les promoteurs de
régions Vu (pVH), le promoteur-activateur DQ52 (PDQ52) et les promoteurs des régions

constantes (pl) (Figure 23).

2.2.1. Les promoteurs Vy

Chaque segment Vy possede son propre promoteur. Leur activité est comprise
dans une région d’environ 250 pb en amont du site d’initiation de la transcription. La
plupart des pVH contiennent une TATA box et un élément initiateur (InR : Initiator
element) (Buchanan et al, 1997). lls possedent également une séquence octamérique
trés conservée en amont de la TATA box : ATGCAAAT (Parslow et al, 1984). Des études
de transfections stables (Dreyfus et al, 1987; Mason et al, 1985) et de transgénése chez
la souris (Jenuwein and Grosschedl, 1991) ont montré que la présence des séquences
octameriques est nécessaire a I'activité et a la spécificité cellulaire des promoteurs pVH.
Ces séquences sont reconnues par des facteurs de transcription de la famille POU : Oct-1
exprimé de facon ubiquitaire, et Oct-2 spécifique a la lignée B. Ces deux protéines
activent efficacement la transcription a partir d'un promoteur d’lg (LeBowitz et al,
1988; Pfisterer et al, 1994; Pierani et al, 1990). En amont de I'octamere, les promoteurs
pVH contiennent une séquence heptamérique (CTCATGA) qui, en association avec
I'octamere, assure une activation spécifique et optimale du promoteur (Eaton and
Calame, 1987). D’autres éléments ont été localisés en amont de I'heptamere : une région
riche en pyrimidines de fonction inconnue et certains sites de liaison pour des facteurs

de transcription spécifiques du lignage lymphocytaire B (Johnston et al, 2006).

Ces promoteurs possedent un double role : (1) ils participent a I'accessibilité des
segments Vy en initiant les transcrits germinaux sens et anti-sens Vy avant les
réarrangements Vy-DJy (ces transcrits germinaux sont diminués apres un
réarrangement VyDJu fonctionnel); (2) ils transcrivent 'exon VyDJy précédemment
réarrangé afin d’assurer I'expression de la chaine lourde tout au long du développement

B (Yancopoulos and Alt, 1985).

Etude in vivo du role de la région régulatrice située en 3’ du locus de chaines lourdes d'immunoglobuline dans la lymphopoiese B - 46



Unité transcriptionnelle ---
5

Transcritpion germinale

Transcrit primaire |:|

Epissage

Transcrit germinal Ix _

Ix Cx

Figure 27 : Génération des transcrits germinaux Ix.

La premiére ligne représente 'unité de transcription, composée d’'un promoteur pl, d’'un exon I, d'une
région S et des exons codant Cx associés.

La deuxieme ligne représente le transcrit primaire obtenu apres transcritption de 'unitié a partir de
plL.

La troisieme ligne correspond au transcrit germinal obtenu apres épissage entre le site donneur de
I'exon I et le site accepteur du premier exon C.

x représente n'importe quel exon constant excepté &.
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2.2.2. Le promoteur-activateur DQ52

Chaque segment D contient un promoteur bidirectionnel qui est activé apres les
réarrangements D-Jy pour générer des transcrits sens et anti-sens (Alessandrini and
Desiderio, 1991 ; Chakraborty et al, 2007). DQ52 est le segment D le plus proximal par
rapport aux genes Ju. Il est préférentiellement utilisé lors des réarrangements D-Ju
(Tsukada et al, 1990). Cest également le seul segment D transcrit bien avant la
survenue des premiers réarrangements D-Jy, générant ainsi les transcrits germinaux
sens p0. Leur expression, qui serait un prérequis pour 'accessibilité des recombinases
aux régions D-Jy, est également un indicateur précoce de 'engagement dans la lignée B

(Thompson et al, 1995).

La région en 5’ de DQ52 présenterait a la fois les caractéristiques d’'un promoteur
et d’'un activateur transcriptionnel, d’'ou son appellation PDQ52 (Kottmann et al, 1994).
Néanmoins, sa délétion chez la souris ne présente pas d’impact majeur sur les
recombinaisons D-Ju, mise a part un léger biais dans I'utilisation des segments D et Ju
distaux. Ces effets minimes sur les réarrangements D]y seraient corrélés a la persistance
de transcrits u0-like suggérant que I'activité hétérogéne de PDQ52 n’est pas totalement
abolie, probablement suite a 'activité d'un élément cis-régulateur redondant (Nitschke

etal, 2001 ; Afshar et al, 2006).

2.2.3. Les promoteurs I

Les pl (Intervening) sont présents en amont de chaque région S associée aux
genes constants du locus IgH, a I'exception de C§ (pour revue : Chaudhuri et al, 2007).
Les transcrits initiés aux pl contiennent I'exon I (situé en aval du pl) épissé sur le

premier exon constant qui lui est associé (Figure 27).

Ces transcrits germinaux [x-Cx ne codent aucune protéine mais sont nécessaire a
'accessibilité des régions S. En effet, suite aux stimulations induisant la CSR mais avant
la formation des GC, les promoteurs I initient la transcription germinale vers les futurs
isotypes (Xu and Stavnezer, 1992), rendant ces régions accessibles a AID (Nambu et al,
2003). Plusieurs études ont ainsi clairement démontré que la transcription des régions S
est un prérequis obligatoire a la CSR. En effet, la délétion ciblée d'un exon I et/ou d’un pl

(autre qu’ly) induit un blocage de la transcription germinale de la région S associée et
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abolie la CSR vers l'isotype concerné. Par exemple, la délétion de la région située en 5’ de
Syl (incluant le promoteur Iyl) ou le remplacement de Iy2b par neoR conduit a
'abolition de la CSR vers IgG1 ou IgG2b respectivement (Jung et al, 1993 ; Zhang et al,
1993). Au sein de ces pl, le seul élément structural important semble étre leur site
d’épissage. En effet, le remplacement d’'un pl avec un promoteur hétérologue, s’il induit
la génération de transcrit germinaux épissé, est suffisant pour induire la CSR vers
I'isotype correspondant. A l'inverse, la délétion du site d’épissage en amont d’'une région
Sy inhibe la CSR vers l'isotype correspondant (Lorenz et al, 1995 ; Hein et al, 1998).
Notons que Perlot et collaborateurs ont également mis en évidence la présence de
transcrits anti-sens dans les régions S. Cependant, le site d’initiation de ces transcrits
ainsi que leur role précis restent encore méconnus (Perlot et al, 2008) (cf Chapitre 2, 1.3
La transcription et l'accessibilité aux recombinases). Apres avoir effectué la CSR, la
cellule initie la transcription a partir du promoteur Iy, produisant un transcrit hybride
[u-Cx. Ainsi, I'étude des transcrits germinaux Ix-Cx est un moyen fréquemment utilisé
pour cribler les cellules entreprenant la CSR. A l'inverse, bien que leur fonction reste
inconnue, la détection des transcrits hybrides est une preuve que la cellule a

correctement effectué la CSR (pour revue : Stavnezer, 2000).

L’activation in vitro de cellules B (préalablement isolées a partir de rate de
souris) 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.
Ainsi, 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 IgG2b et IgG3. L'ajout d’interleukine 4 (IL4) au LPS active la transcription des
promoteurs Iy1 et Ig, induisant la CSR vers IgG1 et IgE. L’ajout d’interféron y (IFNy) ou de
Transforming Growth Factor f (TGFP) entralne respectivement la transcription
germinale aux promoteurs Iy2a ou la et la CSR vers IgG2a ou IgA (pour revue:

Stavnezer, 2000).
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2.3.Les activateurs transcriptionnels

Deux activateurs transcriptionnels sont présents au locus IgH : en 5’ I'activateur
intronique Ep qui entouré de deux régions d’attachement a la matrice nucléaire (MAR :
Matrix Attachement Region) et en 3’, la région régulatrice 3’'RR qui a fait I'objet des

études effectuées au cours de ma theése.

2.3.1. L’activateur intronique Ep et les régions d’attachement a la matrice

L’activateur intronique Ep fut le premier enhancer découvert au locus IgH
(Banerji et al. 1983; Gillies et al. 1983). Sa localisation, dans l'intron entre le dernier
segment Ju (Jus) et le géne constant Cp, lui permet d’étre préservé de tous les
événements de recombinaisons se produisant au locus IgH. Cet activateur intronique est
organisé sous forme d'un élément central de 220 pb (core Eu ou cEn) entouré de deux

MAR.

2.3.1.1. LecoreEpn

Le cEp comporte de nombreux sites de fixation pour des protéines activatrices ou
inhibitrices de transcription. De 5’ en 3’ se situent un site C/EBP (Ccaat-Enhancer-
Binding Proteins), pE1, pE5, pE2, pA, pE3, pE4 et une séquence octamérique. Cette
derniere permet la fixation de facteurs de transcription B spécifiques Oct-1 et Oct-2
(pour revue: Ernst and Smale, 1995). La spécificité cellulaire d’Ep serait due aux
éléments pE4 et uES. En effet, au sein des lignées non lymphoides, la protéine ZEB se fixe
a ces deux motifs et entraine la répression de I'activateur, alors qu’au sein des lignées
lymphoides, des protéines de la famille E2A se fixent sur Ep pour stimuler son activité
(Genetta et al, 1994). De plus, 'activité d’Ep semble spécifique du stade pro-B. Dans ce
contexte, l'insertion d’Ep a la place de sa contrepartie au locus k (Eik) conduit a des
réarrangements VkJk prématurés au stade pro-B (alors que ces réarrangements se
produisent normalement au stade pré-B) (Inlay et al, 2006). Ep serait donc impliqué
dans le maintien de réarrangements V(D)] séquentiels (locus IgH avant IgL) en

influencant I'accessibilité aux recombinases.
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Dans ce sens, la délétion d’Epn dans des lignées cellulaires (Chen et al, 1993 ;
Serwe and Sablitzky, 1993) ou dans des souris knock-out (KO) (Afshar et al, 2006 ;
Perlot et al, 2005; Marquet et al, en préparation) conduit a une diminution des
réarrangements D-Jy. Cette réduction limite les substrats nécessaires aux
réarrangements suivants, entralnant des réarrangements Vy -D]Ju fortement affectés. Cet
effet est notamment di a I'action de cEp sur les transcrits germinaux p0 ainsi que sur la
transcription anti-sens des régions D et Ju précédant les réarrangements D-Jy (Bolland et
al, 2007). La diminution de ces nombreux transcrits régulateurs coincide également
avec une réduction de la densité de la RNA Pol II dans les régions concernées
(Chakraborty et al, 2009). A l'inverse, les transcrits germinaux sens et anti-sens
observés dans les régions Vu ne sont pas affectés par les diverses délétions d’Ep (Perlot
et al, 2005; Afshar et al, 2006). L’activité résiduelle des événements de recombinaison
dans ces modeles de délétion suggere I'implication d’autre(s) élément(s) redondants ou
complémentaires a Eu. Parmi les candidats potentiels, le promoteur activateur PDQ52
est exclu car la délétion conjointe d’Ep et de PDQ52 sur le méme allele n’aggrave pas le
défaut provoqué par la simple délétion d’Ep (Afshar et al, 2006). 1l a également été
proposé que I'élément Ep controle le phénomene d’exclusion allélique au locus IgH. En
effet, des animaux présentant un allele IgH préalablement réarrangé mais dépourvu de
la région Ep ne réprime plus les réarrangements ni I'expression du second alléle aux
stades précoces, ce qui a pour conséquence l'apparition de cellules B exprimant deux

chaines lourdes différentes (Li and Eckhardt, 2009).

Ces effets de la délétion d’Ep sur les réarrangements D-Jy peuvent étre corrélées a
son role dans I'épigénétique. Ainsi, une étude récente montre qu’'au stade pro-B, Eu est
nécessaire a la localisation des alléles dans I'euchromatine (Guo et al, 2011b). En outre,
des études de marques chromatiniennes menées dans des précurseurs B dépourvus de
cEp révelent qu'il contribue efficacement a ’apparition de marques de chromatine active
(H3K9ac et H3K4me3) suivies de la transcription germinale associée (Chakraborty et al,
2009). De par ses interactions avec d’autres éléments cis-régulateurs, cEp serait aussi
impliqué dans la contraction du locus au cours de I'ontogénie B. Son interaction avec
PDQ52 au stade pro-B séquestrerait les segments Jy dans une boucle d’ADN afin d’éviter
leur réarrangement précoce. Les auteurs suggerent que cette conformation permet le
recrutement des Rag et donc l'initiation des réarrangements VD]. Par la suite, son

interaction avec IGCR1 emprisonne la majorité des segments D dans une boucle,

Etude in vivo du réle de la région régulatrice située en 3’ du locus de chaines lourdes d'immunoglobuline dans la lymphopoiese B - 50






Contexte bibliographique - Ch. 2 - La régulation des évenements géniques au locus IgH - Eléments cis-régulateurs

favorisant l'initiation des réarrangements par les Rag recrutées dans la boucle
précédente. Outre ses interactions avec PDQ52 et IGCR1, Ep interagit aussi a distance
avec deux autres sites : I'un situé dans les segments Vy distaux (i.e. famille Vy]558) et
'autre dans les segments Vy proximaux (ie. famille V47183). Ces interactions seraient
en partie responsables du rapprochement physique entre les segments Vy et la région

DJu préalablement réarrangée (Guo et al, 2011b).

Le role de cEn dans les réarrangements VD] conduit a un blocage partiel du
développement B précoce dans les modeles de KO, induisant une diminution de 50% des
cellules B matures en périphérie. De facon générale, apres délétion d’Ey, la transcription
au sein du locus IgH est diminuée. Plus particulierement, comme Ep sert de promoteur
germinal Iy, sa délétion conduit a une réduction des transcrits germinaux Iu et par
conséquent occasionne un léger défaut de CSR (Perlot et al. 2005; Afshar et al. 2006;
Chakraborty et al. 2009 ; Li et al, 2010). Enfin, le réle d’Ep sur la SHM reste sujet a
controverse. Dans des hybridomes, la délétion de toute la région Ep ne semble pas
affecter la SHM alors que les délétions individuelles de cEp et des MAR entrainent une
diminution des SHM (Ronai et al, 2005). De méme, 'association d’'une région variable
réarrangée a la délétion de la région Ep modifie légerement la fréquence des SHM (Li et
al, 2010). A l'inverse, les LB du GC d’animaux KO pour cEp ne présentent aucune

altération des SHM (Perlot et al. 2005).

2.3.1.2. Lesrégions d’attachement a la matrice

Il existe deux types de MAR: les MAR constitutives qui sont continuellement
attachées a la matrice nucléaire; et les MAR facultatives qui sont fixées de facon
réversible a la matrice nucléaire mais lient des facteurs nucléaires tissus-spécifiques,
rendant les régions associées transcriptionnellement actives. Les MAR entourant le cEp
sont facultatives. Il semblerait que la spécificité tissulaire de cEpn dépende des facteurs
capables de se lier aux MAR adjacentes. Ainsi, dans des cellules non-B, des régulateurs
négatifs se lieraient aux MAR tandis que dans des cellules B, on retrouverait des facteurs
activateurs. Dans ce sens, les MAR contribueraient a I'accessibilité d’Ep via la fixation du

facteur de transcription BRIGHT (B-cell Regulator of IgH Transcription) (Lin et al.,, 2007).
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Le role exact de ces MAR reste encore faiblement étudié. En effet, seul un modele
de délétion des MAR entourant cEp existe dans des animaux chimériques. L'étude de ces
souris a démontré que les MAR ne sont pas nécessaires a l'efficacité des recombinaisons

VD], ni au développement B précoce (Sakai et al. 1999).

2.3.2. Larégion régulatrice située en 3’ du locus

La région présentée dans cette partie a fait I'objet des études menées lors de mes
trois années de these. Je détaillerai donc plus précisément toutes les recherches
réalisées sur cette région, de sa découverte aux données les plus récentes (pour revues :

Khamlichi et al,, 2000 ; Vincent-Fabert et al,, 2010b ; Pinaud et al, 2011).

2.3.2.1. Ladécouverte des enhancers 3’

Suite a la découverte de l'activateur intronique Ep, la présence d’activateurs
transcriptionnels supplémentaires dans le locus IgH a été suspectée par I'existence de
lignées cellulaires capables d’exprimer leurs genes IgH en I'absence d’Ep (Aguilera et al,
1985 ; Klein et al, 1984 ; Wabl and Burrows, 1984 ; Zaller and Eckhardt, 1985). De plus,
I'analyse d’hybridomes a démontré que l'oncogéne c-myc peut étre activé apres
translocation au locus IgH, méme si cette derniere induit la délétion d’Ep (Neuberger
and Calabi, 1983). Quelques années plus tard, 'analyse d'une lignée cellulaire présentant
une délétion d’environ 4 kb immédiatement en 3° de Ca a mis en évidence une
diminution de la transcription du locus IgH (Gregor and Morrison, 1986). Cette étude
suggere que d’autre(s) élément(s) activateur(s) existe(nt) au locus IgH et cible la région
en aval de Ca comme une candidate potentielle pour contenir ces éléments cis-
activateurs, d’autant qu’elle n’est jamais affectée par les divers réarrangements se

produisant au locus IgH.

La découverte d’'un élément régulateur en aval des genes constants au locus Igk a
confirmé I'hypothése précédente (Meyer and Neuberger, 1989). La recherche
d’enhancers supplémentaires a Ep a alors débuté chez le rat et a conduit a la découverte
d’'un élément B-spécifique, situé 25 kb en aval de Ca (Pettersson et al, 1990). Son

équivalent murin, noté 3’aE, a par la suite été découvert 16 kb en aval du premier exon
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La 3'RR est constituée de 4 éléments notés de 5’ en 3’: hs3a, hs1,2, hs3b et hs4.
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Ca (Dariavach et al, 1991; Lieberson et al, 1991). L’analyse de sites hypersensibles a la
DNase I a permis de mettre en évidence deux éléments au sein de cet enhancer 3’aE,
appelés hs1 et hs2 (Giannini et al, 1993). Cependant, la complexité de '’expression des
genes d’Ig laissait sous-entendre que ces éléments ne peuvent pas a eux seuls réguler
I'expression du locus IgH. Des expériences de genes rapporteurs ont ainsi identifié un
second enhancer, appelé Ca3’E et situé a seulement 2 kb du géne Ca murin (Matthias
and Baltimore, 1993). Enfin, grace a la technique d’hypersensibilité a la DNase I, deux
autres sites ont été découverts : hs3 et 3’'a-hs4 qui sont respectivement a 29 kb et 33 kb

en aval de Ca (Madisen and Groudine, 1994; Michaelson et al, 1995).

En résumé, quatre sites hs, répartis sur plus de 30 kb, ont ainsi pu étre
découverts en 3’ du locus IgH murin. Selon la nomenclature proposée par Saleque en
1997, ces éléments sont dorénavant regroupés sous le terme d’enhancers 3’ et sont notés
de 5 en 3’ : hs3a (anciennement Ca3’E), hsl,2, (anciennement 3’aE), hs3b

(anciennement hs3) et hs4 (anciennement 3’a-hs4) (Saleque et al, 1997).

2.3.2.2. Lastructure unique de la région régulatrice 3’

Une analyse par séquencage de cette région a montré que les trois premiers
éléments (hs3a, hs1,2, hs3b) forment une structure unique dite quasi-palindromique ou
la distribution des éléments semble jouer un réle fonctionnel. Cette structure, dont hs1,2
occupe le centre, s’étend sur plus de 25 kb. De part et d’autre, hs1,2 est entouré de 10 a
12 kb de séquences répétées inversées (IR1 a IR3 pour Inverted Repeat) dont certaines
sont en tandem (TR pour Tandem Repeat). Les extrémités de ce quasi-palindrome sont
formées par les éléments hs3a et hs3b qui présentent 97% de similitudes mais sont en
orientations inverses (Chauveau and Cogné, 1996; Saleque et al, 1997). L’élément hs4 se
trouve en dehors de cette structure et constitue le dernier élément avec une activité

enhancer (Figure 28).

Ces quatre éléments sont suivis par la région 3’ constituée des sites hs5, hs6 et
hs7 possédant une activité isolatrice grace a la présence de nombreux CBE (Garrett et al,
2005) (c¢f Chap 2, 2.1.3 La région 3’). Puisque I'insertion d'une cassette neo® entre hs4 et
hs5 n’a pas de conséquence sur la transcription du locus IgH, il est admis que la région 3’

constitue la limite du locus IgH sans aucune activité transcriptionnelle sur celui-ci
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(Manis et al, 2003). Notons que suivant la littérature, les éléments de la région 3’

peuvent étre associés aux enhancers 3’.

De fagon inattendue, une étude récente réalisée au laboratoire a révélé que les
enhancers 3’ sont flanqués de séquences répétitives ressemblant a celles des régions S et
nommeées LS (Like-Switch). Ces régions ainsi que les enhancers peuvent étre transcrits et
mutés par AID apres activation des LB. La triade « transcription, structure répétitive et
ciblage d’AID » (i.e. pré-requis de l'accessibilité des régions S au mécanisme de CSR)
étant réunie, il a pu étre mis en évidence 'existence de recombinaisons entre Su et les
sites LS. Ce processus appelé LSR (Locus Suicide Recombination) aboutit a la délétion de
I'ensemble des génes constants et de ce fait a 'inactivation du locus IgH (Péron et al,
2012). A I'heure actuelle, I'importance physiologique et la régulation de ce mécanisme

sont en cours d’étude.

2.3.2.3. Larégion régulatrice 3’ au cours de I'évolution

L’apparition des enhancers au locus IgH fait 'objet de plusieurs hypotheses. Qu'’ils
prennent leur origine dans des duplications ou des transpositions, les enhancers
conservés au cours de I’évolution sont situés dans des régions qui les préservent de tous
les événements de recombinaison se produisant au locus IgH. La 3'RR semble étre
apparue suite a un phénomene séculaire de duplication de la région contenant les exons
Cu. La duplication et la conservation d'un enhancer ancestralement situé en aval de Cp

aurait donné naissance a la 3’'RR actuelle (Magor et al,, 1999).

Une étude récente a comparé l'organisation de cette région régulatrice dans le
génome des vertébrés. Il en ressort que la structure palindromique est trés conservée
alors que la séquence des régions répétées inversées fluctue au cours de I'évolution. Il
semblerait donc que la structure palindromique, plus que la séquence des régions

répétées inversees, confere a cette région sa fonctionnalité (D’Addabbo et al, 2011).

Ainsi, une région régulatrice 3’ est également retrouvée chez I’'Homme ou elle suit
la particularité du locus IgH. En effet, chez 'Homme, les genes constants sont dupliqués
en deux blocs séparés d’environ 35 kb. En aval de chaque gene Ca, une région

régulatrice a été identifiée. Constituées de seulement trois éléments (hs3a, hs1,2 et hs4),
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ces régions présentent toutefois la méme structure palindromique avec hs1,2 flanqué de
régions répétées inversées. A la vue du développement B, les enhancers humains
présentent le méme profil d’activation que leurs homologues murins, faisant encore une
fois de la souris un modele d’étude pertinent (Chen and Birshtein, 1997 ; Mills et al,

1997 ; Pinaud et al.,, 1997).

2.3.2.4. La cinétique d’activation des enhancers 3’ au cours de
I'ontogénie B

L’étude de l'activité des enhancers 3’ a principalement été réalisée par des

expériences de génes rapporteurs suivies de transfections transitoires dans des lignées

cellulaires représentant différents stades du développement B ou avec des animaux

transgéniques.

La transfection transitoire d’hs1,2 dans une lignée de plasmocytome prouve que
cet élément est un activateur transcriptionnel agissant durant les stades tardifs de
I'ontogénie B mais a un taux plus faible qu'Ep (environ 25% de l'activité d’Ep)
(Dariavach et al, 1991; Lieberson et al, 1991). Cependant, les résultats obtenus dans des
lignées B matures sont contradictoires (Dariavach et al, 1991). Des souris transgéniques
avec un gene rapporteur sous le contrdle d’hs1,2 présentent une expression importante
du transgene, seulement dans les cellules B activées, confirmant le role de cet élément
durant les stades tardifs de la lymphopoiese B. Toutefois, la spécificité B de cet élément
isolé n’est pas complete puisqu’'une expression a également été détectée dans d’autres
tissus tels que le thymus, le cceur ou le rein (Arulampalam et al, 1994 ; Andersson et al.,

1999).

De méme, la transfection transitoire d’'un géne rapporteur sous le contrdle d’hs3a
montre que l'activité de cet élément est détectée aux stades B mature et plasmocytaire,
a un taux allant de 5% a 15% de l'activité d’Ep (Matthias and Baltimore, 1993). Des
résultats similaires ont été obtenus avec hs3b (Madisen and Groudine, 1994). Ces
résultats démontrent que les enhancers qui constituent le palindrome sont actifs aux
stades tardifs de la différenciation B, leur suggérant un rdle dans le contrdle des

mécanismes de diversification secondaire du répertoire antigénique.
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Figure 29 : Activité et synergie des enhancers du locus IgH au cours de I'ontogénie B.

L’activateur intronique Ep est actif pendant tout le développement B mais son activité est maximale
aux stades B précoces. Séparément, les enhancers 3’ ont une activité plus faible qu'Ep. Hs4 est le seul
enhancer 3’ a étre actif tout au long du développement B. Le palindrome est quant a lui actif
uniquement aux stades B tardifs de la maturation.

L’intensité de coloration des croix représente la synergie d’activité entre les enhancers du locus IgH.
Aux stades précoces, Ep et hs4 ne synergisent pas alors qu’aux stades tardifs Eu et les enhancers 3’ ont
un effet synergique avec une activité maximale au stade plasmocytaire.
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Bien qu’ayant une activité faible comparée a celled’Ey, 'élément hs4 semble étre
actif tout au long du développement B, du stade pro-B jusqu’au stade plasmocytaire

(Madisen and Groudine, 1994 ; Michaelson et al, 1995) (Figure 29).

Les profils d’activité des enhancers 3’ sont corrélés aux profils de méthylation et
d’acétylation de cette région d’ADN. En effet, cette région subit des changements
épigénétiques progressifs afin de moduler son accessibilité et donc son activité au cours

de I'ontogénie B (Giannini et al, 1993).

L’étude par ChIP des profils d’acétylation des histones H3 et H4 (H3ac et H4ac)
ainsi que la diméthylation de I'histone H3 (H3K4me2 et H3K4me3) mettent en évidence
une activation séquentielle de la 3'RR. Ainsi, hs4 arbore les marques d’'une chromatine
active (i.e. déméthylation H3K9, méthylation H3K4, acétylation H3ac et H4ac) tout au
long du développement B, dés le stade pro-B alors que les éléments constituant le
palindrome acquierent des marques identiques dans les LB matures et les plasmocytes

(Garrett et al, 2005 ; Giambra et al, 2008).

2.3.2.5. Synergies entre les enhancers du locus IgH

Séparément, les éléments localisés en 3’ du locus IgH possedent une activité
transcriptionnelle faible. Cependant, des expériences de genes rapporteurs placés sous

le contrdle des diverses combinaisons d’enhancers ont révélé des effets synergiques?.

Les premiéres données expérimentales suggérant une synergie entre les
différents activateurs du locus IgH proviennent de I'analyse de cellules plasmocytaires
transfectées avec un vecteur contenant un gene p réarrangé placé sous le contréle d’'un
promoteur pVy en présence d’Ep. Lorsque hs1,2 est ajouté a cette construction, la
transcription est augmentée d'un facteur deux (Dariavach et al, 1991). En utilisant la
méme approche, 'équipe de Mocikat a montré que la transcritpion est augmentée
uniquement lorsque hs1,2 est placé en aval de I'exon constant. De plus, I'allongement de
la distance séparant Ep de hs1,2 renforce I'activation de la transcription (Mocikat et al,

1993; Mocikat et al, 1995). Ainsi, hs1,2 semble interagir avec Ep de facon dépendante de

1 On parle de synergie lorsque 'effet de la combinaison de plusieurs éléments est égal ou supérieur aux
effets additionnés de chacun d'eux pris isolément.
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la position et de la distance. Pourtant, l'utilisation d’'un gene rapporteur luciférase placé
sous le contrdle du promoteur de la thymidine kinase, n’a pas mis en évidence de
coopération entre Ep et hs1,2, quel que soit le stade de développement B (Fulton and

van Ness, 1994).

Suite a I'identification de hs3b et hs4, Madisen et Groudine ont étudié I'effet d’'une
combinaison des quatre éléments hs sur la transcription du géne humain de ’hormone
de croissance placé sous le contréle soit d’'un promoteur c-myc humain, soit d'un
promoteur de chaine légere. Dans une lignée pré-B, ni hs1,2, ni hs3 ne stimulent la
transcription, la présence d’hs4 étant obligatoire pour activer le promoteur. De méme,
dans une lignée de plasmocytome, les deux promoteurs sont activés de facon modérée
quand hs1,2, hs3b et hs4 sont utilisés séparément. En revanche, une activation
synergique de la transcription est observée en présence d'une combinaison des
différents activateurs 3’, 'activation maximale étant obtenue avec la combinaison hs1,2-
hs3b-hs4 (Madisen and Groudine, 1994). Dans cette configuration, les enhancers sont
actifs a des stades ou ils sont individuellement inactifs (Ong et al, 1998). Lorsque
'association des quatre éléments mime la structure quasi-palindromique endogene, leur
activité est augmentée dans des lignées B matures. De plus, au stade pré-B, I'activité
d’hs4 est amplifiée par I'addition d’éléments considérés comme inactif a ce stade (i.e.

hs3a, hs1,2 et hs3b) (Chauveau et al, 1998).

Deux groupes se sont intéressés a la coopération entre Ep et les éléments 3’. La
combinaison d’Ep avec n’importe lequel des enhancers 3’ ne modifie pas son activité
transcriptionnelle. En revanche, une forte augmentation est obtenue en combinant Ep et
les quatre éléments 3’ dans leur configuration semi-palindromique (Chauveau et al,

1998; Ong et al,, 1998).

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

1998) (Figure 29).
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2.3.2.6. Les enhancers 3’ : une région de controéle du locus ?

Les caractéristiques synergiques, tissus et stades-spécifiques des enhancers 3’
laissent a penser qu’ils forment une région de contréle du locus (LCR pour Locus Control
Region). En effet, une LCR est une région d’ADN capable de diriger I'expression des
genes qui lui sont associés de facon tissus-spécifique, proportionnellement au nombre
de copies et indépendamment du site d’intégration. Généralement, une LCR est
composée d’activateurs transcriptionnels colocalisés a des sites hs (pour revue : Li et al,

2002).

En 1994, Madisen et Groudine transfectent une lignée murine de plasmocytome
avec un transgene liant 'oncogene c-myc a trois enhancers 3’ (hs1,2, hs3b et hs4). Ces
éléments activent c¢-myc indépendamment du site d’intégration mais
proportionnellement au nombre de copies (Madisen and Groudine, 1994). Ils définissent

dés lors cette région comme une LCR, la renommant 3’'LCR.

Par la suite, plusieurs études ont développé des modeles murins dans lesquels
I'expression d’'un transgene est régulée par les quatre enhancers 3’ sous la forme mini-
locusl. L’étude de ces animaux a confirmé que les enhancers 3’ assurent une expression
du transgéne restreinte a la lignée lymphocytaire B et indépendamment du site
d’intégration. Cependant, le niveau d’expression du transgene ne semble pas étre corrélé
au nombre de copies intégrées, contestant la qualification de LCR (Chauveau et al,
1999 ; Guglielmi et al, 2003a). D’apres les auteurs, la combinaison minimale d’éléments
utilisés dans la construction mini-locus ainsi que l'absence d’isolateurs seraient a
'origine des phénotypes observés (Guglielmi et al, 2003b et 2003c). Afin de s’affranchir
de cette ambiguité quant a un potentiel role de LCR, le nom actuel de cette région
est devenu région régulatrice située en 3’ du locus IgH (3'RR pour IgH 3’ Regulatory

Region).

1 Une construction mini-locus consiste a associer les éléments d’un locus dans leur ordre naturel, sans
tenir compte des distances les séparant. Dans ce cas, les auteurs ont associé les quatre core enhancers sur
6 kb, sans le respect de la configuration palindromique due aux séquences répétées inversées encadrant
hs1,2.
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2.3.2.7. Les facteurs trans contrdolant la 3’'RR

Cette activation séquentielle de la 3'RR au cours de I'ontogénie B laisse supposer
que des facteurs de transcription agissent en trans afin de moduler son activité. De
nombreuses études se sont attachées a déterminer les sites de fixation présents dans la
séquence de la 3’RR. De par sa taille et la complexité de sa structure, la 3'RR peut lier
une multitude de facteurs, qu’ils soient spécifiques du lignage lymphocytaire B ou
ubiquitaires. Nous présenterons ici les principaux sites retrouvés dans la 3'RR et le role

majeur des facteurs trans s’y fixant.

Trois sites octameres imparfaits mais capables de lier Oct-1 et Oct-2 ont été
identifiés dans hs3a et hs3b (Matthias and Baltimore, 1993). Cependant, aucune
coopération entre ces deux facteurs n’a pu étre mise en évidence. Les éléments hs3
possédent également des sites de fixation pour les protéines Maf (sites MARE pour MAf
Recognition Element). Le role physiologique de ces protéines dans les LB est mal connu.
Cependant, leur liaison aux éléments hs3 dans les cellules B indifférenciées entraine leur
répression, empéchant ainsi une transcription prématurée de la chaine lourde d’Ig
(Madisen and Groudine, 1994 ; Muto et al,, 1998). De multiples sites pE2 et pE5 (famille
E-box) sont retrouvés dans hs3a et hs3b (Matthias and Baltimore, 1993). Ils lieraient les
facteurs E12 et E47 dont la régulation est due aux dominants négatifs de la famille Id.
Id1 et Id2 sont responsables de I'inhibition d’expression des genes d’Ig dans les lignées
non-B et Id3 réprime leur expression aux stades B précoces, permettant donc une
régulation tissulaire et temporelle des enhancers 3’ (Meyer et al, 1995). Une étude a
démontré qu’apres activation par des molécules induisant la CSR, le facteur de
transcription Ying Yang 1 (YY1) se lie et active les éléments hs3 afin de recruter les
enzymes responsables du remodelage chromatinien. Sachant que YY1 peut également se
fixer a certains promoteurs, il pourrait étre impliqué dans des interactions longue
distance entre la 3’RR et les promoteurs I, leur suggérant un réle dans la CSR (Gordon et

al, 2003).

L’élément hs1,2 est 'enhancer 3’ le plus étudié. De nombreux sites de liaisons a
des facteurs de transcription ont ainsi été découverts au sein de sa séquence. Comme
dans les éléments hs3, un site pE5 capable de fixer les produits du gene E2A a été
identifié. Aux stades B précoces et B matures n’ayant pas rencontrés l'antigene (ie.

resting), Id3 régule négativement le site LE5 et par conséquent I'activité d’hs1,2 dans ces
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cellules (Meyer et al, 1995). Une séquence octamérique est également présente dans
hs1,2. Au stade plasmocytaire, la fixation simultanée d’Oct-2 et OCA-B permet
'activation d’hs1,2, cette derniere étant augmentée apres stimulation au LPS (Tang and
Sharp, 1999). De méme, un site de fixation pour NF-«kB (site kB) a été identifié dans
hs1,2. Il est impliqué dans des complexes répresseurs aux stades précoces mais stimule
hs1,2 des l'activation des LB. Ces données suggérent un réle d’hsl,2 dans les
mécanismes de diversification secondaire (Michaelson et al, 1996). Au sein de I'élément
hs1,2, deux sites liant le facteur BSAP ont été identifiés (Neurath et al, 1995). Aux stades
B matures, BSAP se fixe sur ses sites cibles ou il s’associe physiquement avec les facteurs
Oct et NFkB pour permettre une répression concertée de hs1,2 (Singh and Birshtein,
1996). Suite a la sous-expression de Pax5 au stade plasmocytaire, ces interactions sont
perdues, autorisant alors les facteurs Oct et NFkB a favoriser I'activité transcriptionnelle
de hs1,2 (Neurath et al, 1994, 1995; Singh and Birshtein, 1996). De méme, PU.1 et
d’autres facteurs appartenant a la famille ETS, se lient a hs1,2 aux stades plasmocytaires

afin d’augmenter la transcription de la chaine lourde recombinée (Neurath et al, 1995).

En accord avec son activité des les stades précoces de la lymphopoieése B,
I’élément hs4 est régulé différemment des autres enhancers 3’, tout en fixant les mémes
facteurs. Le site kB joue un réle dans I'activation de hs4, du stade pré-B jusqu’au stade
plasmocytaire. Oct-1 régule positivement hs4 dans les pré-B et les B matures alors que
BSAP interagit avec des complexes inhibiteurs. A I'inverse, BSAP activerait hs4 a partir
des stades LB activés, lui conférant un double roéle variant avec le stade de
développement B (Wakatsuki et al, 1994 ; Michaelson et al,, 1996). De plus, comme pour
hs1,2, Oct-2 et OCA-B collaborent dans les LB activés pour favoriser l'activité d’hs4
(Tang and Sharp, 1999).

In vitro, il a également été montré que I'activité transcriptionnelle de la 3’'RR peut

étre modulée par des agents chimiques (Sulentic et al, 2004).

Etude in vivo du réle de la région régulatrice située en 3’ du locus de chaines lourdes d'immunoglobuline dans la lymphopoiese B - 60






Contexte bibliographique - Ch. 2 - La régulation des évenements géniques au locus IgH - Eléments cis-régulateurs

2.3.2.8. Le role de la 3’'RR lors de l'ontogénie B et des évenements
géniques au locus IgH

L’implication de la 3’RR lors des évenements géniques se produisant au locus IgH

a été longuement étudiée via différents modeles. Pour cela, des délétions d’une partie de

cette région, qu’elles soient spontanées ou ciblées, ont été analysées dans des lignées

cellulaires et dans le génome murin.

La premiere délétion de la 3'RR observée dans une lignée est a l'origine de sa
découverte. Cette lignée B mature productrice d’IgA présente une large délétion
spontanée en aval de Ca ainsi qu'une diminution par sept de la transcription IgH (Gregor
and Morrison, 1986). Des délétions plus limitées des enhancers de la 3'RR endogéne
dans des lignées conduisent seulement a des effets mineurs. Ainsi, la délétion naturelle
du couple hs3a/hs1,2 dans une lignée pré-B n’affecte pas I'expression du locus IgH. Sa
fusion avec un myélome, introduisant la mutation au stade plasmocytaire, n’a toujours
aucun effet sur I'expression de la chaine lourde, ni sur la CSR spontanée vers IgG1
(Saleque et al,, 1999). Ces résultats montrent qu’hs3a et hs1,2 sont dispensables pour la
CSR et pour I'expression du locus IgH aux stades précoces et tardifs suggérant qu'hs3b et

hs4 sont suffisants pour réguler ces activités.

Par transgénese, le remplacement d’hs1,2 par une cassette neoR et sa transfection
dans une lignée cellulaire B mature affecte 'expression du locus IgH (Lieberson et al,
1995). Cependant, ce phénotype serait dii a « I'effet neo »! et non a la délétion d’hs1,2.
De méme, une construction mini-locus comprenant I'unité transcriptionnelle y2b suivie
des quatre enhancers 3’ a été transfectée dans plusieurs lignées cellulaires apres
délétions ciblées de différentes paires d’enhancers. Ces expériences ont démontré un
role du couple hs3b/hs4 dans l'expression du locus IgH aux stades tardifs du
développement B (Shi and Eckhardt, 2001). Ces résultats, suggérant un role des
enhancers lors des stades matures de l'ontogénie B lorsqu’ils sont combinés, sont

corrélés a leur activité synergique aux stades tardifs.

Afin de valider les données obtenues in vitro, I'utilisation de chromosomes

artificiels et/ou de grands transgenes fournit d’'intéressantes données chez la souris.

LI est maintenant largement admis que l'insertion du gene neo® dans un locus perturbe les interactions
entre les éléments cis-régulateurs, engendrant un phénotype qui n’est pas lié a la délétion d’origine.
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Deux études soulignent un role important du couple hs3b/hs4 dans les phénomeénes de
diversification secondaire. Différents transgeénes contenant plg, Se et Ce avec ou sans les
paires hs1,2/hs3a ou hs3b/hs4 montrent une surexpression des transgenes en présence
des enhancers. Néanmoins, seul le transgene contenant le couple hs3b/hs4 est muté au
niveau de Se dans des LB activés (Laurencikiene et al, 2007). Ces mutations, stigmates
du ciblage d’AID précédant la CSR, sont la preuve qu’hs3b et hs4 permettent le
recrutement de la machinerie de recombinaison. Dans des souris chimériques portant
des transgenes IgH avec différentes combinaisons des enhancers 3’, 'laugmentation de la
SHM, corrélée a une transcription accrue, est fournie par le binome hs3b/hs4 (Terauchi
et al, 2001). A l'inverse, un modele animal porteur d'un transgene composé d'un
segment VD] réarrangé associé aux activateurs transcriptionnels Ep et hs1,2 suggere que
ces deux éléments ne sont pas suffisants pour induire la SHM (Tumas-Brundage et al,
1997). Dunnick et collaborateurs ont établi des souris transgéniques avec un BAC
(Bacterial Artificial Chromosome pour chromosome artificiel bactérien) contenant un
exon VD] réarrangé et tous les genes Cy, sans la région 3’RR située en aval. Ces souris
présentent une diminution de la SHM des exons VD] réarrangés et un défaut des
transcrits germinaux et de la CSR associée (Dunnick et al, 2005, 2009). Avec des BAC
contenant différentes combinaisons des quatre enhancers, ce groupe a également
précisé que l'augmentation de la CSR est proportionnelle au nombre d’enhancers
présents, confirmant leur activité synergique. De plus, il semblerait que les core
enhancers plutét que les 24 Kb de régions IR les séparant soient indispensables a la CSR

(Dunnick et al, 2011).

Enfin, I'étude de la lymphopoiése B chez des souris portant des délétions de la
3’RR endogene fournit une image plus complete du réle de cette région in vivo (Figure
30). Ainsi, le remplacement d’hs3a par une cassette neo® diminue I'expression du locus
IgH ainsi que la CSR vers tous les isotypes alors que sa délétion propre n’induit pas de
phénotype (Manis et al, 1998). De méme, le remplacement d’hs1,2 par une cassette neo®
diminue I'expression du locus IgH ainsi que la CSR vers tous les isotypes excepté IgG1.
Cette baisse de la CSR est corrélée a une diminution de la transcription germinale des
genes constants concernés (Cogné et al, 1994). Encore une fois, la délétion propre de cet

élément n’entraine aucun phénotype, suggérant que les phénotypes observés dans ces
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souris refletent «l'effet neo» (Manis et al, 1998). La délétion d’hs3b n’entraine
également aucun effet sur le développement B in vivo (Bébin et al, 2010). Seule la
délétion d’hs4 entraine un léger phénotype, a savoir une diminution d’expression de la
chalne lourde membranaire dans les cellules B matures au repos (Vincent-Fabert et al,
2009). Tous ces modeles de délétions individuelles des quatre enhancers de la 3'RR ont
démontré une redondance fonctionnelle de ces éléments dans le controle de I'ontogénie

B in vivo.

De facon similaire a la suppression d’hs4, le modéle murin de délétion conjointe
des éléments distaux hs3b et hs4 présente une diminution de I'expression de la chaine
lourde. De plus, cette délétion du couple hs3b/hs4 perturbe la transcription germinale
corrélée a une réduction de la CSR et de la sécrétion d’Ig vers tous les isotypes exceptés
IgM et IgG1 (Pinaud et al, 2001). Pour autant, les recombinaisons V(D)] et la SHM ne

sont pas affectées par la délétion de ces deux éléments (Morvan et al,, 2003).

L’obtention au laboratoire d'une lignée murine délétée pour la totalité de la 3’'RR
(ie. plus de 30Kb allant d’hs3a jusqu’'a hs4 inclus) a clarifié son réle dans la
lymphopoiese B in vivo (Vincent-Fabert et al, 2010a). Bien que ces animaux, appelés
dans ce manuscrit souris 3’'RR-déficientes, présentent une maturation des LB normale
jusqu'au stade plasmocytaire, la délétion de la 3'RR abolit la CSR vers tous les génes Cy
ainsi que la sécrétion vers tous les isotypes. Comparés aux animaux controdles, les
transcrits germinaux Ix-Cx, pré-requis pour la CSR, sont diminués par cinq a vingt-cinq
suivant les isotypes. A I'inverse, les transcrits hybrides Iu-Cx sont au moins diminués par
cent (Vincent-Fabert et al, 2010a). Ainsi, la 3'RR semble agir comme une unité
fonctionnelle contrélant la transcription et les événements géniques se produisant apres

la rencontre avec I’Ag exogene, lors des stades tardifs du développement B.

La dichotomie observée entre transcrits germinaux et hybrides dans les souris
3’RR-déficientes suggere que cette région contrdle la CSR non seulement en stimulant la
transcription germinale des génes Cy mais aussi en régulant d’autres mécanismes tels
que la formation de boucles d’ADN promouvant le rapprochement des séquences a
recombiner. Dans ce sens, la technique de 3C a mis en évidence la formation de boucles
rapprochant Ep de la 3’RR afin de former un complexe Ep-3’RR. Dans les LB matures non
activés, Ep et la 3’RR interagissent et séquestrent tous les génes Cu. Selon les cytokines

utilisées, 'activation cellulaire B conduit au recrutement des promoteurs germinaux et
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des régions S correspondantes au niveau de ce complexe Ep-3’RR. Ces interactions,
stabilisées par AID, favorisent la formation de synapses S-S en rapprochant Sp des
régions S normalement situées en aval (Wuerffel et al, 2007). Ainsi, les éléments 3’
agiraient grace a la formation de boucles permettant une interaction physique directe
entre un activateur et un promoteur rendu accessible apres stimulation. Sachant que la
délétion de cEp affecte faiblement la CSR et la formation du complexe Ep-3’RR, d’autres
éléments doivent interagir avec la 3'RR pour favoriser la formation des synapses S-S
(Wuertffel et al, 2007). Une étude a démontré qu’apres une stimulation LPS plus IL-4, la
protéine PTIP (i.e. protéine appartenant au complexe KMT2C/D capable de méthyler
H3K4) stabilise la fixation de Pax5 sur la 3'RR et promeut la formation de boucles
chromatiniennes vers plyl, probablement suite a des interactions avec des protéines

liées au plI (Schwab et al, 2011).

Notons que son activité transcriptionnelle confere a la 3’'RR un role dans la
lymphomogenese B associée a des translocations d’oncogenes au locus IgH (pour revue :
Vincent-Fabert et al, 2010b). Ce role de la 3’RR dans le développement B pathologique

sera brievement présenté en Annexes.

En résumé, l'expression de I'l[gM n’est que faiblement touchée par des délétions
limitées a un des éléments constituant le palindrome, confirmant les redondances
fonctionnelles entre ces éléments (Cogné et al, 1994 ; Manis et al, 1998 ; Bébin et al,
2010). Seuls les modeles incluant la délétion de I’élément hs4 (i.e. souris KO pour hs4 ou
KO pour hs3b/hs4) diminuent I'expression de I'[gM membranaire, et par conséquent du
BCR, dans les LB matures au repos (Pinaud et al, 2001; Vincent-Fabert et al, 2009). Il
semble toutefois que ce phénotype soit spécifique du statut quiescent de ces cellules
puisqu’une fois activés, les LB déficients pour hs4 retrouvent une expression normale de
la chaine lourde (Vincent-Fabert et al, 2009). A I'heure actuelle, le principal réle de la
3’RR démontré in vivo se limite a la régulation de la CSR et de la transcription associée
(Pinaud et al,, 2001; Vincent-Fabert et al, 2010a). Un potentiel réle de la 3'RR dans les
stades précoces du développement B et notamment dans les recombinaisons VD] reste
encore a démontrer. De méme, dans un contexte endogene, le réle de la 3’'RR dans le

controle de la SHM n’a pas encore été clairement étudié.
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Problématique & Objectifs

Durant le développement B, le locus IgH subit trois événements majeurs de
réarrangements géniques. Lors de la phase précoce de 'ontogénie B, indépendamment
de la rencontre avec I’Ag, les recombinaisons V(D)] donnent la diversité au répertoire
antigénique. Lors de la phase tardive de la lymphopoiése B, suite a la rencontre avec 'Ag
exogene, les SHM permettent la maturation d’affinité des anticorps. Enfin, la CSR

autorise la cellule B a acquérir de nouvelles fonctions effectrices.

Tous ces événements géniques sont finement régulés et sont notamment sous le
contréle d’éléments cis-régulateurs intervenant dans l'accessibilit¢é du locus aux
différentes recombinases. Dans la partie 3’ du locus IgH, I’élément régulateur principal
est la 3'RR qui s’étend sur environ 30 kb. Elle est constituée de quatre activateurs
transcriptionnels formant une structure quasi-palindromique. La délétion individuelle
de ces éléments a révélé des roles redondants. Ainsi, pour clarifier le réle de la 3’'RR dans
le développement B, le laboratoire a créé un modele murin délété pour les 30 kb de cette
région: ce sont les souris 3’'RR-déficientes (Vincent-Fabert et al, 2010a). Dans
I'ensemble, ces souris présentent un développement B normal mais montrent une
abolition de la CSR vers tous les génes constants et un déficit de sécrétion de tous les

isotypes d’Ig.

L’objectif de ma thése a été de continuer 1'étude des souris 3’RR-déficientes afin
de compléter les connaissances actuelles sur le role de la 3'RR lors du développement B

normal (Figure 31).

Ainsi, I'étude des réarrangements VD] dans ces animaux nous a permis de
clarifier le role de la 3’RR lors de ce processus et donc de déterminer son implication

dans les stades précoces de 'ontogénie B (Article 1).

Les souris 3’RR-déficientes présentent un défaut majeur de CSR, processus initié
par la méme enzyme que la SHM. Ainsi, 'étude des SHM dans les souris 3’'RR-déficientes
nous a permis de parachever les données actuelles sur le réle de la 3’'RR au cours des

stades tardifs de la lymphopoiése B (Article 2).
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Figure 31 : Représentation schématique des objectifs de ma these

Lors de ma these, j'ai étudié des souris présentant une délétion de la 3’RR afin d’analyser les trois

évenements géniques se produisant au locus IgH et de déterminer I'implication de la 3'RR dans le
controle de chacun de ces mécanismes.



Problématique & Objectifs

Par la suite, nous avons approfondi I’étude du réle de la 3’'RR dans la CSR. Grace a
notre modéle murin, nous avons pu mettre en évidence et caractériser un phénomene

rare et encore méconnu : la CSR vers § (Manuscrit 3).

Les trois publications issues de ces travaux seront présentées dans la partie

Résultats.

Les recombinaisons géniques se produisant au locus IgH peuvent étre la cause de
translocations d’oncogénes. Ces derniers sont alors sous le controle des éléments cis-
régulateurs du locus IgH, notamment la 3’'RR. Cela conduit a leur surexpression, a

'origine du développement de lymphomes.

Au cours de ma these, j’ai également contribué a I'étude du réle de la 3’'RR dans la
lymphomogeneése B. Pour cela, j'ai poursuivi I'analyse de modéles murins exprimant des
lymphomes. Cette partie de mon travail de theése a donné lieu a trois publications que j’ai

co-signé et qui seront présentées en Annexes.
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Résultats -Liste des articles et manuscrits

Article 1. Enhancers located in heavy chain regulatory region (hs3a, hs1,2, hs3b,
and hs4) are dispensable for diversity of VDJ recombination.

Pauline Rouaud, Christelle Vincent-Fabert, Remi Fiancette, Michel Cogné, Eric Pinaud &

Yves Denizot.

The Journal of Biological Chemistry, 2012, volume 287, numéro 11, pages 8356-8360.

Article 2. The IgH 3’ regulatory region controls somatic hypermutation in
germinal center B cells.

Pauline Rouaud, Christelle Vincent-Fabert, Alexis Saintamand, Rémi Fiancette, Marie

Marquet, Isabelle Robert, Bernardo Reina-San-Martin, Eric Pinaud, Michel Cogné & Yves

Denizot.

The Journal of Experimental Medicine, 2013, volume 210, numéro 8, pages 1501-1507.

Manuscrit 3. AID-induced Cp-C8 class switch recombination occurs independently

of the IgH 3’ regulatory region.

Pauline Rouaud*, Alexis Saintamand*, Faten Saad, Claire Carrion, Sandrine Lecardeur,
Michel Cogné & Yves Denizot.
*Contribution équivalente

En révision a The Journal of Experimental Medicine.
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Ces résultats ont également fait 'objet d’'une présentation affichée:

P. Rouaud, C. Vincent-Fabert, R. Fiancette, M. Cogné, E. Pinaud, and Y. Denizot. The immunoglobulin heavy-
chain locus 3’regulatory region (hs3a, hs1,2, hs3b, hs4) is dispensable for VD] assembly. British Society of
Immunology. 5-7 décembre 2011, Liverpool, UK.

De nombreuses études ont démontré que les éléments régulateurs localisés en 5’
du locus IgH contrdlent les réarrangements V(D)] (Nitschke et al, 2001 ; Featherstone et
al, 2010 ; Giallourakis et al, 2010 ; Guo et al, 2011a; Sakai et al, 1999). L’activateur
intronique Ep a d’ailleurs été décrit comme I'élément majeur contrélant ces
recombinaisons (Perlot et al, 2005). Bien que des interactions chromosomiques entre
Ep et la 3’RR aient été mises en évidence des dans des cellules pro-B (Guo et al, 2011a et
2011b), le role de la 3’'RR dans les réarrangements V(D)] n’a jamais été élucidé. Nous

avons étudié ce processus dans les souris 3’'RR-déficientes.

La technique de recombinaison homologue utilisée pour obtenir les souris 3'RR-
déficientes a nécessité une étape de transfection dans des cellules ES de la souche 129,
entrainant 'apparition d’un allele IgH d’allotype a. L’analyse par cytométrie en flux des
cellules CD25* de moélle osseuse de souris hétérozygotes a43RR/pwt n’a révélé aucune
différence dans l'utilisation des deux alleles. Ainsi, 'allele a délété pour la 3’RR subit les
mécanismes de réarrangements V(D)] a un taux similaire a l'allele b sauvage, laissant
supposer que la délétion de la 3’'RR n’a pas de role crucial dans le déroulement de ce

processus.

Cependant, la 3’RR pourrait influencer la diversité des réarrangements V(D)], soit
en modifiant le choix des segments Vu, D et Ju utilisés pour former le CDR3, soit en

altérant le taux des insertions de type N et P autour de la jonction (i.e. témoignage de
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'activité de la TdT lors des mécanismes de réparation mis en ceuvre pour associer les

trois segments).

Ainsi, nous avons analysé l'usage des segments Vy et Ju par PCR multiplex. Pour
cela, 92 PCR (technique couplant 23 amorces dans les segments Vy les plus représentés
et les 4 segments Jy) ont été réalisées a partir de '’ADNg de cellules CD25* afin de
s’affranchir des biais de répertoire générés par la sélection antigénique. Les résultats
obtenus n’ont mis en évidence aucune différence dans la diversité des segments utilisés
lors des réarrangements V(D)] entre des animaux Wt et les souris 3’'RR-déficientes. La

3’RR ne contrdle donc pas la diversité des segments Vy et Ju utilisés.

L’amplification, le clonage et le séquengage des jonctions D dans des cellules pré-
B CD25* (ie. avant sélection antigénique) et dans des splénocytes CD43- (ie. apres
sélection antigénique) n’ont révélé aucune différence ni dans l'usage des segments D, ni

dans le pourcentage de séquences N et P au niveau de la jonction.

En dépit de ses interactions avec Ep aux stades précoces du développement B,
nous avons montré que la 3'RR est dispensable pour le processus de réarrangements

V(D)].
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Ces résultats ont également fait 'objet de deux présentations orales:

P. Rouaud, C. Vincent-Fabert, R. Fiancette, M. Marquet, E. Pinaud, M. Cogné, and Y. Denizot. The
immunoglobulin heavy chain 3’ regulatory region is a key control element of heavy chain somatic

hypermutation in mice. European Congress of Immunology. 5-8 septembre 2012, Glasgow, UK.

P. Rouaud, C. Vincent-Fabert, A. Saintamand, R. Fiancette, M. Marquet, I. Robert, B. Reina-San-Martin, M.
Cogné, E. Pinaud and Y. Denizot. The immunoglobulin heavy chain 3’ regulatory region controls somatic
hypermutation in germinal center B-cells. 4th workshop Axe 2 Cancérop6le GSO. 18-19 avril 2013,

Toulouse, France.

Les éléments régulateurs localisés en 5° du locus IgH contrélent les
réarrangements V(D)] (Nitschke et al, 2001 ; Perlot et al, 2005 ; Featherstone et al,
2010 ; Giallourakis et al, 2010 ; Guo et al, 2011a; Sakai et al, 1999) alors que la 3'RR est
impliquée dans la CSR (Pinaud et al, 2001 ; Vincent-Fabert et al, 2010a). Bien que la CSR
et la SHM soient des mécanismes AID-dépendants survenant dans les centres
germinatifs, le role de la 3'RR dans la SHM est encore incertain. La délétion génomique
des deux derniers éléments constituant la 3’RR (souris hs3b/hs4-déficientes) n’affecte
pas ce processus (Morvan et al, 2003). A l'inverse, des expériences de transgéneses
montrent que hs3b et hs4 permettent la SHM de régions préalablement transcrites
(Tumas-Brundage et al, 1997 ; Terauchi et al, 2001). L’utilisation de transgenes BAC
présentant ou non la totalité de la 3’'RR démontrent I'importance de cette région dans la
SHM du segment V(D)] déja réarrangé (Dunnick et al, 2009). Afin de clarifier le réle de

la 3'RR dans la SHM, nous avons analysé ce phénomene dans les souris 3’RR-déficientes.

Pour cela, nous avons trié les cellules activées des GC (B220+PNAhighFas+) a partir
de plaques de Peyer de souris 3’RR-déficientes et Wt. Ces animaux ont été

préalablement immunisés par voie orale avec des globules rouges de mouton a 10%
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pendant quinze jours et par voie intra-péritonéale avec du LPS a 10 pg de LPS pendant
trois jours. En accord avec un développement B normal, I'analyse par cytométrie en flux
a révélé des taux similaires de cellules B220+PNAbhighFas+ entre les souris 3’'RR-

déficientes et les Wt.

Nous avons alors amplifié, cloné et séquencé les régions V(D)] réarrangées aux
loci IgH et Igk. L’analyse de la SHM dans la région variable du locus IgH chez les souris
3’RR-déficientes montre une diminution de 90% du nombre de séquences mutées ainsi

qu’une réduction de 98% du nombre de mutations par séquences.

Pour vérifier que cette diminution du taux de mutations dans les souris 3'RR-
déficientes n’est pas due a un défaut global de mutations dans ces animaux, nous avons
analysé la SHM dans la région variable du locus Igk (ie. chaine légére des Ig). La
comparaison avec des animaux Wt ne révele aucune différence que ce soit dans le
pourcentage de séquences mutées (91% chez les Wt versus 87% dans les animaux 3'RR-

déficients) ou dans le nombre de mutations par séquence.

Su est également une région connue pour subir la SHM avec une fréquence élévée
en 5’ puis une diminution vers son extrémité 3’. Pour contrdler si la délétion de la 3'RR
affecte ce profil de mutations, nous avons analysé la SHM en 5’ de Sp dans les souris
3’RR-déficientes. En accord avec les résultats obtenus dans la région variable du locus
IgH, nous avons mis en évidence, chez ces souris, une diminution drastique du taux de

SHM comparé aux Wt.

Ainsi, nos résultats montrent que, comme pour la CSR, la 3'RR est le principal
élément contrélant la SHM. Ces données renforcent le concept selon lequel, par
opposition a I'activateur intronique Ey, 1a 3'RR régit 'activité du locus aux stades tardifs

du développement B.

La SHM est corrélée a la transcription (Fukita et al, 1998). Afin de déterminer le
meécanisme par lequel la 3'RR contrdle la SHM, nous avons analysé la transcription dans
les cellules subissant la SHM. Comme attendu, la transcription primaire aux locus Igk
n’est pas affectée par la délétion de la 3'RR. De facon surprenante, la transcription n’est

que faiblement diminuée au locus IgH (réduction d'un facteur deux). Pour confirmer nos
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résultats, nous avons analysé la transcription dans des cellules B220*PNAbish de rate
provenant d’animaux 3’RR-déficients. De méme que dans les plaques de Peyer, la
transcription primaire est légerement diminuée au locus IgH alors qu’elle n’est pas
affectée au locus Igk. La mise en évidence d’un recrutement de la RNA Pol II, au locus IgH
des souris 3’'RR-déficientes, confirme la présence d’'une transcription active. Néanmoins,
la faible diminution de la transcription observée dans les souris 3’'RR-déficientes ne peut

expliquer a elle seule la disparition de la SHM dans ces animaux.

La 3’RR étant une cible d’AID (Péron et al, 2012), nous avons émis ’hypothese
d’'une interaction entre la 3'RR et AID, permettant son recrutement au locus IgH. Dans
nos animaux 3’'RR-déficients, AID ne pourrait plus étre recrutée et ne pourrait donc plus
jouer son role, notamment lors de la SHM. Pour vérifier cette hypotheése, nous avons
analysé le recrutement d’AID par ChIP. Seul un bruit de fond d’immunoprécipitation
d’AID, comparable a celui observé dans des animaux AID-déficients, est détecté au locus
IgH des souris 3’RR-déficientes, suggérant donc que le recrutement d’AID au locus IgH se

produit de fagon 3’RR-dépendante.

En conclusion, notre étude montre que :
- La 3’RR est essentielle au processus de SHM ;
- AID estrecrutée au locus IgH par un mécanisme dépendant de la 3'RR ;
- Contrairement aux dogmes établis, la SHM ne suit pas la transcription de fagon

linéaire et proportionnelle.
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La CSR consiste en la substitution du gene constant Cu par un des génes constants
Y, € ou a situé en aval afin de générer des Ig respectivement d’isotypes IgG, E ou A, ayant
des propriétés effectrices qui leur sont propres. Ce mécanisme se produit grace a la
présence, en amont de chaque géne constant excepté §, de régions répétitives appelées
régions S. En raison de I'absence de région S, I'obtention d'une Ig d’isotype IgD se fait par
épissage alternatif d’'un long ARN pré-messager contenant les exons p et §, autorisant la
co-expression IgM/IgD. Cependant, il y a plusieurs années, 'étude d’'un myélome a IgD a
révélé la délétion du géne Cu (Arpin et al, 1998). De méme, une étude récente réalisée
chez 'Homme a montré que quelques rares cellules B étaient capables de recombiner a
IgD apres une délétion du géne Cp médiée par AID (Chen et al, 2009 ; Chen and Cerutti,
2010). Les cellules IgM-IgD* résultantes sont principalement retrouvées dans les
amygdales et les muqueuses nasales. Chez des souris Wt, la présence de cellules B
IgMlow[gDhigh du c6té anti-mésentérique de l'intestin (Hamada et al, 2002), pourrait

représenter la contrepartie murine des cellules IgM-IgD* humaines.

Ainsi, nous avons voulu confirmer 'existence d’'une CSR vers 6 chez la souris. De
plus, 1a 3’'RR étant le principal élément de régulation de la CSR vers vy, € ou o (Vincent-

Fabert et al, 2010a), nous avons voulu étudier son implication dans celle vers 8.

Pour commencer notre étude, nous avons cherché a caractériser la CSR vers IgD
dans les ganglions mésentériques (MLN pour Mesenteric Lymph Nodes) de souris Wt.
Apres avoir confirmé la présence d'une région S-like en amont de CS appelée o;
(Preud’homme et al, 2000), nous avons détecté des jonctions Spu-cs par une technique

d’amplification par PCR nichée suivie d’'une hybridation. L’amplification, le clonage et le
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séquencage de ces jonctions Sp-os nous a permis d’analyser le type de jonction
(jonctions directes, micro-homologies, insertions et recombinaison inter-allélique, i.e.
mécanisme de réparation mis en ceuvre) et les mutations autour de la jonction (ie.
stigmates AID). Leur comparaison avec des jonctions obtenues apres CSR vers y1 et y3,
nous a révélé que la CSR vers & présente des caractéristiques différentes des CSR dites
« classiques ». En effet, bien que la localisation des cassures dans les régions S soit
comparable, les jonctions Sp-6s sont majoritairement de type micro-homologies >5pb,
insertions et recombinaisons inter-alléliques alors que les jonctions « classiques » sont
principalement directes ou de faible micro-homologie. De plus, la fréquence de
mutations dans Sp et la région S acceptrice est diminuée lors de la CSR vers §,
impliquant un ciblage moins important d’AID lors de cette CSR. Néanmoins et de fagon
similaire a 'homme, I'impossibilité a détecter ces jonctions dans des animaux AID-

déficients nous indique que cette recombinaison est bien dépendante d’AID.

La CSR vers & semblant différente des CSR « classiques », nous avons voulu
déterminer si elle est également dépendante de la 3’RR. L’analyse par hybridation et
séquencage nous a permis de mettre en évidence des jonctions Sp-cs dans les souris
3’RR-déficientes. Ces jonctions sont plus abondamment représentées que dans des
souris Wt (tout en présentant les mémes caractéristiques) et sont donc clairement 3'RR-
indépendantes. De plus, la technique de LM-PCR (Ligation-Mediated PCR) a mis en
évidence une augmentation des cassures dans o6 chez les animaux 3’'RR-déficients. De
facon surprenante, le profil de mutations des jonctions Sp-c;s est identique entre les
souris Wt et 3’RR-déficientes. Cependant, ces cellules présentent un répertoire B naif,
que ce soit au locus IgH ou, plus surprenant, au locus contréle Igk. Cette absence de SHM
laisse supposer que ces cellules subissent la CSR apres une activation T-indépendante
(Bergqvist et al, 2010). En accord avec leur répertoire naif, seulement 10 % de ces
cellules sont PNAhighFas* et B220*GL7* confirmant une activation T-indépendante
(Bergqvist et al, 2010). La caractérisation phénotypique des cellules IgM-IgD+ par
cytométrie en flux et immunohistochimie a également révélé que, comme chez ’homme,

ces cellules sont CD5+, Cd11b-, CD138- (Chen et al, 2009).
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Nos résultats montrent que malgré I'absence d’'une région Sé classique, la CSR
vers § existe dans des souris Wt mais présente des caractéristiques différentes des CSR
vers y, € ou a: (1) elle se produit de fagon 3’'RR-indépendante ; (2) la diminution des
mutations dans ces jonctions suggére un ciblage moins important d’AID; (3)
contrairement aux jonctions Sp-Sy, € ou a réparées par la voie du C-NHE], les jonctions
Su-os présentent des caractéristiques typiques de la voie de réparation de I’A-E] (Yan et
al, 2007) ; (4) Les cellules IgD*/IgM- et les jonctions Su-cs résultantes sont uniquement

détectées dans les MLN ou 'activation semble étre T-indépendante.
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Discussion & Perspectives — La 3'RR : unerégion tres étudiée

1. La 3’RR: une région tres étudiée

Au moyen d’un modéle murin déja présent au laboratoire, mes travaux de these
se sont concentrés sur la 3’'RR. Les fonctions de cette région a la structure complexe

restent encore incertaines.

1.1.De sa découverte a son analyse in vitro et in vivo

Depuis la découverte en 1991 du premier élément la constituant (Dariavach et al,

1991; Lieberson et al,, 1991), 1a 3'RR a fait I'objet de nombreuses études.

La cinétique d’activité et la synergie des différents éléments la composant ont
d’abord été analysées par des systemes de genes rapporteurs (Dariavach et al, 1991 ;
Matthias and Baltimore, 1993 ; Madisen and Groudine, 1994 ; Michaelson et al, 1995 ;
Chauveau et al, 1998). 1l est ressorti de ces études une activité synergique des éléments

constituant la 3’'RR lors des stades tardifs de 'ontogénie B.

Par la suite, le role de la 3’RR dans le développement B et dans les événements
géniques le ponctuant a été analysé au moyen de lignées présentant des délétions
spontanées ou ciblées d’'une partie de la 3’'RR (Gregor and Morrison, 1986 ; Lieberson et
al, 1995 ; Saleque et al, 1999 ; Shi and Eckhardt, 2001). Ces études ont confirmé un role

des enhancers lors des stades tardifs de I'ontogénie B.

Enfin, l'utilisation de grands transgenes et/ou de BAC chez la souris a confirmé le
role de la 3’RR lors des mécanismes de diversification secondaire (i.e. SHM et CSR) in
vivo (Tumas-Brundage et al, 1997 ; Terauchi et al, 2001 ; Laurencikiene et al, 2007 ;

Dunnick et al, 2005, 2009, 2011).

1.2.De la transgénese a la délétion endogéne

Cependant, toutes ces études ne fournissent qu'une vision restreinte du role de la
3’RR dans la lymphopoiese B. En effet, ces études ont été réalisées in vitro ou in vivo au
moyen de transgenes, sans jamais représenter le contexte endogene. Il est maintenant

admis que le meilleur moyen de déterminer le réle d’'une région régulatrice dans le
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Figure 32 : Représentation schématique de la technique de recombinaison homologue utilisée
pour générer les souris 3’'RR-déficientes.

La premiere ligne représente la 3'RR au locus IgH dans sa configuration sauvage

La deuxiéme représente le vecteur de recombinaison avec les deux bras encadrant la région a déléter
ainsi que la cassette neo® flanquée de sites LoxP.

La troisieme ligne représente le locus IgH apreés recombinaison : la 3'RR a été remplacée par la cassette
neo®.

La quatriéme ligne représente le locus IgH recombiné aprés délétion du géne neoR par la recombinase
Cre: la délétion est « propre ».
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développement cellulaire consiste a réaliser le KO de cette région pour regarder, in vivo,

son impact chez la souris.

L'invalidation se fait alors par la technique de recombinaison homologue (Figure
32). Les premieres étapes consistent en la création d'un vecteur de clonage
comprenant : (1) deux « bras » correspondant aux régions d’ADN en amont et en aval de
celle a éliminer ; (2) différentes cassettes de sélection permettant de cribler les cellules
ES recombinantes. Notamment, la cassette neo® qui est flanquée de sites LoxP est placée
entre les bras 5’ et 3’ afin de remplacer la région d'intérét suite a la recombinaison
homologue. Apres transfection, les cellules ES recombinantes sur un allele sont injectées
dans des blastocystes, eux-mémes réimplantés dans des souris pseudo-gestantes en vue
de I'obtention de chimeéres. Une lignée homozygote pour la délétion est ensuite dérivée
de ces chimeres. Les animaux possedent alors le gene neoR a la place de la région a
étudier. Afin de s’affranchir de « 'effet neo » et de réaliser une délétion propre, les souris
neo®’neoR sont croisées avec des souris transgéniques exprimant la recombinase Cre : on

obtient des souris A/A (Cohen-Tannoudji and Babinet, 1998).

La grande majorité des KO de la 3’'RR ont été réalisés au laboratoire et ont mis en
évidence une redondance fonctionnelles des enhancers constituant la 3'RR (Cogné et al,
1994 ; Manis et al, 1998 ; Vincent-Fabert et al, 2009 ; Bébin et al, 2010). Seule la
délétion conjointe d’hs3b et d’hs4 conduit a une diminution de la transcription
germinale corrélée a une réduction de la CSR et de la sécrétion d’Ig vers tous les
isotypes, exceptés IgM et IgGl (Pinaud et al, 2001), sans toutefois affecter les
réarrangements VD], ni la SHM (Morvan et al, 2003). Pour confirmer les différents
phénotypes observés in vivo et potentiellement atténués par des redondances
fonctionnelles entre les enhancers 3’, le laboratoire a créé une lignée murine présentant
une délétion génomique de la totalité de la 3'RR, depuis hs3a jusqu’a hs4 : ce sont les
souris 3'RR-déficientes (Vincent-Fabert et al, 2010a). Ces animaux présentent un défaut
majeur de CSR et de sécrétion d’Ig vers tous les isotypes (Vincent-Fabert et al, 2010a),

confirmant le réle de la 3'RR lors des stades tardifs du développement B.
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1.3.Intéréts et limites de notre modele murin 3’RR-déficient

Contrairement aux souris transgéniques présentant un BAC du locus IgH sans la
3’RR (Dunnick et al, 2005, 2009), les souris 3’'RR-déficentes permettent des analyses du
développement B dans un contexte endogene. Ainsi, ces animaux ont fait I'objet d’études
encore jamais réalisées telles que le role de la 3’'RR lors des réarrangements VD]
(Article 1) et lors de la formation des boucles d’ADN concomitantes a ces
réarrangements (Medvedovic et al, 2013). Notre modeéle nous a également permis de
réconcilier les données actuelles sur le role de la 3’'RR dans la SHM (Tumas-Brundage et
al, 1997 ; Terauchi et al, 2001 ; Morvan et al, 2003 ; Dunnick et al, 2009) tout en
apportant une avancée dans la compréhension d'un phénomeéne tres étudié: le
recrutement d’AID au locus IgH (Article 2). De plus, notre modele s’est révélé un tres
bon outil dans la mise en évidence et surtout la caractérisation d’'un mécanisme encore

méconnu : la CSR vers § (Manuscrit 3).

Nous pouvons toutefois nous demander si les phénotypes observables dans les
souris 3'RR-déficientes sont la conséquence de la délétion de la 3'RR en tant que telle ou
de la délétion de 30 Kb dans le génome de I'animal. Dans I'hypotheése ou la délétion de
30 Kb induirait un phénotype, nous pouvons supposer que celui-ci serait détectable des
les stades précoces du développement B. Or, les souris 3’'RR-déficientes présentent un
développement B médullaire normal. Comparativement aux modeles murins de BAC ou
de délétion conjointe hs3b/hs4, le phénotype observé chez les souris 3’'RR-déficientes
est aggravé, suggérant que ces observations sont une conséquence de l'absence de la

3’RR.

1.4. Toujours plus de modeles murins pour étudier la 3'RR

A T'heure actuelle et malgré les nombreux modeles d’étude disponibles, il est
encore difficile d’aborder la fonction précise de chaque élément 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. Dans ce sens, le role de la

structure quasi-palindromique dans [l'activit¢é de la 3’RR reste une question
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particulierement pertinente qu’il convient de continuer a étudier. En effet, sachant que
la structure quasi-palindromique de la 3'RR est tres conservée au cours de I'évolution
(D’Addabbo et al, 2011) et que les KO individuels des enhancers n’engendrent pas de
phénotype, nous pouvons nous demander si ceux observés lors de délétions multiples

proviennent des enhancers eux-mémes ou de la structure si particuliere de cette région.

Pour répondre a cette problématique, le laboratoire a généré une lignée murine
présentant une délétion des trois éléments qui constituent le palindrome (i.e. hs3a a
hs3b) (expériences en cours de réalisation par I'’équipe du Dr Pinaud). L’analyse de ces
souris et leur comparaison avec les animaux déficients pour hs4 (Vincent-Fabert et al,
2009) pourra apporter un début de réponse concernant |'expression de I'l[gM aux stades
matures. De méme, afin de déterminer plus précisément les enhancers responsables de
la production d’'IgM et d’IgG1 (i.e. isotypes persistant dans le double KO hs3b/hs4 mais
pas dans le KO total de la 3’RR), nous générons actuellement des animaux déficients

pour le couple hs3a/hs1,2 (Figure 33A).

Cependant, ces approches restent encore trop « radicales », laissant ouverte la
question du rdle de la structure quasi-palindromique, en dehors des éléments core
enhancers. En effet, est-ce que les régions IR présentes a l'intérieur de ce palindrome
sont importantes ? Pour répondre a cette question, un projet est en cours dans lequel les
régions IR entre hs3a et hs1,2 sont éliminées et ou hs3a et hs1,2 sont ré-introduits, avec
hs3a dans le méme sens que hs3b. Ainsi, la structure quasi-palindromique est perturbée,
tout en gardant les enhancers. La comparaison de ces animaux avec les animaux KO
hs3a/hs1,2 nous renseignera plus précisément sur le role des IR et de la structure quasi-

palindromique (Figure 33A).
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2. Lerole dela 3'RR lors des stades précoces de I'ontogénie B

La premiere partie de mon travail de thése a consisté a étudier les
réarrangements VD] dans les souris 3’'RR-déficientes afin de clarifier le role de cette
région dans la création et la diversité du répertoire antigénique, et donc de déterminer

son implication dans les stades précoces de 'ontogénie B (Article 1).

2.1.La 3'RR et le développement B médullaire

L’analyse des LB issus de la moelle osseuse d’animaux hétérozygotes a montré
une utilisation équivalente des deux allotypes a®3RR et bWt De plus, dans des animaux
homozygotes, la chalne lourde est transcrite de facon similaire aux animaux Wt dans les
cellules pro-B et pré-B (données non publiées). Ces résultats confirment le
développement B médullaire normal décrit par Vincent-Fabert et collaborateurs dans

ces animaux (Vincent-Fabert et al, 2010).

2.2.La 3'RR et les réarrangements VD]

Le développement B précoce normal observé en l'absence de la 3’RR semble
indiquer que l'allele muté subit les réarrangements VD] a un taux similaire a l'allele
sauvage. Cette hypothese a été confirmée par I'étude des réarrangements VD] dans des
cellules pro-B d’animaux 3’RR-déficients comparés aux Wt. Au-dela de la diversité
combinatoire (ie. choix des segments Vy, D et |y utilisés), la diversité jonctionnelle
générée lors du raccord des trois segments Vy, D et Jy n’est pas altérée par la délétion de
la 3’RR. La 3’'RR est donc dispensable a la création et a la diversité du répertoire

antigénique.

Nos résultats confirment ceux obtenus avec les KO d’hs4 seul ou du couple
hs3b/hs4 (Morvan et al, 2003 ; Vincent-Fabert et al, 2009). Alors que ces modeles
pourraient refléter la redondance fonctionnelle entre les enhancers, 1'absence de
phénotype aux stades précoces dans notre modele de délétion totale confirme que la
3’RR dans sa totalité n’est pas impliquée dans le controle du développement B

médullaire, invalidant alors ’hypothése d’un role précoce d’hs4.
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Figure 34 : Compaction du locus IgH au cours des réarrangements VD]J.

A-C : Le premier degré 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 role possible d’YY1 dans I'établissement des interactions.

A et B : Ces deux domaines sont constitués de plusieurs boucles dont la formation est indépendante
d’Ep. IIs impliquent I'interaction des segments V; distaux et proximaux entre eux.

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

D : Le deuxiéme degré de compaction de la chromatine implique l'interaction de Ep avec des sites
spécifiques de la région Vy,.

(D’aprés Guo etal, 2011)
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2.3.Une coopération Ep-3'RR ?

Nos résultats contrastent avec ceux obtenus chez les souris Ep-déficientes (Perlot
et al, 2005) et suggerent que parmi les éléments cis-régulateurs du locus IgH, seuls ceux
situés en 5’ seraient impliqués dans les stades précoces du développement B.
Cependant, l'activité résiduelle des événements de recombinaison dans les animaux
déficients pour Ep suggere l'implication d’autre(s) élément(s). Parmi les candidats
potentiels, PDQ52 est exclu car sa délétion conjointe avec Ep n’aggrave pas le phénotype

engendré par la simple délétion d’Ep (Afshar et al, 2006).

Suite a plusieurs études, la 3'RR semblait étre un bon candidat pour une
éventuelle coopération avec Eu lors des réarrangements VD]. En effet, par analogie au
locus IgH, la délétion de I'’enhancer intronique Eik réduit les réarrangements Vk-Jk (Xu
et al, 1996), alors que sa délétion conjointe avec les enhancers 3’ Igk bloque
complétement les recombinaisons Vk-Jk (Inlay et al, 2002). De plus, une interaction
physique entre Ep et la 3’RR a été démontrée par la technique de 3C lors des
réarrangements VD] (Guo et al, 2011a). En effet, les travaux du groupe de Sen ont
démontré deux degrés de compaction chromosomique lors des réarrangements VD] : le
premier correspond a trois structures 3D créées suite a la formation de boucles d’ADN
(Figure 34A, B et C) ; le second correspond au rapprochement spatial de ces différentes
structures (Figure 34D). La formation des deux premieres structures 3D est
indépendante d’Ep. A I'inverse, la troisieme structure formée de trois boucles d’ADN est
la conséquence d’interactions entre Ep et PDQ52, entre Ep et IGCR1 et enfin entre Ep et
la 3’RR. Cette strucuture créerait un domaine D-Jy-Ep-Cu favorisant l'exécution des
réarrangements D-Jy au stade pré-proB. Par des expériences de ChIP, Guo et
collaborateurs proposent que les interactions avec Eu fassent intervenir le facteur de
transcription YY1, dont la délétion avait déja démontré une implication dans la
contraction du locus IgH (Liu et al, 2007a). Au stade pro-B, ces interactions dépendantes
d’Ep et impliquant YY1 seraient en partie responsables du rapprochement physique

entre les segments Vy et la région D-Ju (Guo et al, 2011a).

Nos résultats démontrant que la 3'RR est dispensable aux réarrangements VD]
remettent en cause cette interaction Ep-3’RR. A moins que I’absence d’interaction Ep-
3’RR dans notre modéle murin ne soit compensée par l'interaction d’Ep avec les CBE

situés dans la région 3’ (i.e. région isolatrice située en 3’ de la 3’'RR) (Guo et al, 2011a) ?
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Pour clarifier définitivement cette éventuelle coopération Ep-3’RR, nous générons
actuellement des souris KO pour Ep et la 3’'RR. A l'instar du modele murin ciblant le
locus Igk (Inlay et al, 2002), nous tentons d’obtenir des animaux déficients pour les

deux enhancers sur le méme allele (Figure 33B).
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3. Lerodle dela 3’'RRlors des stades tardifs de 'ontogénie B

La deuxieme partie de mon travail de these a consisté a étudier le rdle de la 3’'RR
lors des stades tardifs du développement B, en étudiant les processus de SHM et de CSR

dans les souris 3’'RR-déficientes (Article 2 et Manuscrit 3).

3.1.La 3’'RR et le développement B en périphérie

La maturation et le devenir des LB dépendent des signaux de survie fournis par le
pré-BCR et le BCR (i.e. point de contrdle 1 et 2 de 'ontogénie B). Bien que présentant un
développement B précoce normal, les souris 3’'RR-déficientes diminuent la transcription
globale au locus IgH (et par conséquent I'expression du BCR) dans les LB matures
(Vincent-Fabert et al, 2010a). Ces résultats sont cohérents avec une étude ayant mis en
évidence une interaction pVu-3’RR non dépendante d’Ep et corrélée a la transcription de

la chaine lourde aux stades tardifs (Ju et al,, 2007).

Contrairement aux résultats obtenus avec des LB immatures issus de la moelle
osseuse, certains résultats préliminaires obtenus dans des animaux hétérozygotes
af3RR/pWt. montrent une surexpression de l'allele b dans les LB de la rate (Rouaud,
Saintamand et al, en préparation). Cette dichotomie entre développement B précoce et
tardif dans les animaux 3’RR-déficients suggere un blocage de la maturation B en
périphérie. Pour déterminer I'impact de cette réduction de transcription et d’expression
du locus IgH dans le devenir des LB 3’RR-déficients, nous allons analyser précisément
les différentes populations matures de la rate ainsi que la qualité de la signalisation

fournie par le BCR apres activation de ces cellules.

Cette diminution de l'expression de la chaine lourde en périphérie (et par
conséquent du BCR) ameéne également a réfléchir au devenir de la chalne légere et des
autres constituants du BCR (i.e. molécules CD79a/CD79b) dans ces cellules. Comme
attendu, la transcription puis l'expression de la chaine légere et des protéines
CD79a/CD79b dans les LB périphériques issus d’animaux 3’RR-déficientes sont
normales (données non publiées). Que deviennent ces protéines toujours traduites dans

les LB périphériques des souris 3’'RR-déficientes ?
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Dans les modeles KO pour les chaines légeres (Zou et al, 2003), la rétention de la
chaine lourde dans le réticulum endoplasmique (RE) passe par la fixation des protéines
chaperonnes (e.g. BIP pour Binding Immunoglobulin Protein) sur I'exon constant Cu1. En
'absence de ce domaine, les chaines lourdes seules sont exprimées a la surface cellulaire
et sécrétées sous forme libre dans la circulation (Lee et al, 1999 ; Zou et al,, 2007). Ces
chaines libres peuvent, dans certains cas, conduire a I'’émergence de pathologies telles
que le dépot de chaines lourdes (HCDD pour Heavy Chain Deposition Disease). La
présence de chalnes légéres non associées a des chaines lourdes, si elles ne sont pas
retenues dans le RE, pourrait également conduire a leur sécrétion et potentiellement a
I'émergence de maladie de dépot (LCDD pour Light Chain Deposition Disease) (pour
revue : Ronco et al, 2006). Dans ce sens, nous avons recherché la présence de chaines
légeéres dans le sérum et I'urine des souris 3’RR-déficientes afin de déterminer si elles
sont sécrétées en absence de chaines lourdes. Comparativement aux animaux Wt, nous
n’avons pas détecté de chalnes légeres libres que ce soit dans le sérum ou dans l'urine
des souris 3’RR-déficientes (données non publiées). Ces résultats suggerent que les
chalnes légeres traduites sont directement prises en charge par la machinerie intra-

cellulaire sans étre sécrétées par la cellule.

Par analogie aux modeles murins KO pour les chaines légeres (Zou et al, 2003) ou
pour Iga et IgB (Pelanda et al, 2002), deux hypotheses sont alors possibles. Faute
d’association avec une chalne lourde, les protéines chaperonnes responsables de
'association du BCR pourraient favoriser la rétention des protéines néo-synthétisées
(i.e. chaine légere, CD79a et CD79b) dans le RE (Lee et al, 1999). La détection par Q-PCR
des marqueurs de stress du RE permettrait de tester cette premiere théorie. Les chaines
légéres non associées a une chaine lourde pourraient également étre retenues par BIP
puis transférées vers le protéasome ou elles seraient dégradées (Lee et al, 1999).
L’analyse par Western Blot de LB périphériques préalablement incubés avec du Velcad®

(i.e. inhibiteur du protéasome) permettrait de tester cette deuxiéme hypothese.
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3.2.La 3’'RR et la SHM

La diminution d’expression de la chaine lourde au stade B mature n’est retrouvée
que dans la rate des animaux 3’'RR-déficients. L’'organisation du GC et le taux de cellules
B activées (B220+PNAhighFas*) dans les ganglions et les plaques de Peyer sont
comparables aux animaux Wt. Nous avons donc pu analyser les SHM dans notre modele
murin et mettre en évidence un role prépondérant de la 3’'RR dans ce processus (Article
2). En effet, la délétion de la 3'RR entralne une absence de mutations dans la région Vy
des cellules B issues du GC (B220+PNAPrighFas+). Cette absence de SHM suggére qu’aucun
autre élément additionnel ne coopére avec la 3’'RR pour contréler les SHM. Ces résultats
renforcent donc le concept selon lequel la 3’RR, dans sa totalité, régule I'activité du locus

IgH lors des stades tardifs du développement B.

Plus étonnamment, les cellules ne subissant plus la SHM continuent a transcrire
la chaine lourde a un taux de 50%, remettant en cause le dogme transcription/SHM
(Fukita et al, 1998). Nos données peuvent étre corrélées avec des études récentes
réalisées au locus de la chaine 1égere d’Ig chez le poulet. Leurs résultats montrent que
I'élément 3’ cis-régulateur DIVAC (i.e. DiVersification ACtivator) est indispensable a la
SHM bien qu’il agisse sans augmenter la transcription (Kothapalli et al, 2008,

Blagodatski et al, 2009 ; Kohler et al, 2012).

3.3.Une avancée dans le recrutement d’AID au locus IgH ?

AID est la protéine clé de la SHM et de la CSR, deux processus régulés par la 3'RR.
De plus, il a récemment été démontré au laboratoire que la 3'RR est transcrite et ciblée
par AID (Péron et al, 2012). Afin d’expliquer cette dissociation transcription/SHM, nous
avons émis l'hypothése qu’'une coopération entre la 3’'RR et AID permettrait le
recrutement de cette derniere au locus IgH. Suite a une collaboration avec I'équipe de
Bernardo Reina San-Martin (IGBMC, CNRS UMR 7104 - Inserm U 964, Strasbourg), nous
avons mis en évidence une telle coopération au moyen de ChIP (Article 2). Comme
conclu en 2011 par I'équipe de Fugman a propos du locus IgL. de poulet, nous pouvons
dissocier l'activité mutationnelle et transcriptionnelle de la 3’'RR (Kothapalli et al,

2011).
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Cette découverte est tres intéressante puisque le mécanisme moléculaire précis
permettant le ciblage et le recrutement d’AID aux loci d'Ig est encore inconnu et fait
'objet de nombreuses recherches dans le domaine de 'immunogénétique (pour revue :

Larijani and Martin, 2012).

Nous savons que la transcription est essentielle pour fournir un substrat a AID
(Petersen-Mahrt et al,, 2002 ; Chaudhuri et al,, 2003). Cependant, tous les ssDNA ne sont
pas hypermutés. Alors comment expliquer qu’AID cible préférentiellement les génes
d’Ig? 1l est clair que certaines caractéristiques des loci d’Ig semblent faire d’eux un
meilleur substrat pour AID, et bien que la mise en évidence d’une collaboration 3’RR-AID
au locus IgH soit une avancée concernant ce ciblage précis d’AID, certaines questions
subsistent. Est-ce que la 3'RR recrute AID au locus IgH de maniére directe, a travers des
interactions physiques ? D’autres partenaires sont-ils impliqués ? Si oui, quels seraient
ces partenaires ? Est-ce que la 3'RR recrute AID au locus IgH de maniere indirecte, en
influencant I'état de compaction de la chromatine et ainsi I'accessibilité des régions
cibles a AID ? Dans ce sens, nous analysons par ChIP les marques de chromatine au
niveau des régions VD] et S. Nous entreprenons également de quantifier, au moyen d’une
conversion au bisulfite, le taux de ssDNA dans les souris 3’RR-déficientes. Si ce taux est
diminué par rapport aux animaux W¢, cela suggerera que la 3'RR régule au moins en
partie I'accessibilité de la chromatine a AID. Dans le cas contraire, le role de la 3’'RR dans
le recrutement d’AID serait plus direct et nécessiterait la recherche de partenaires

supplémentaires.

Jusque-1a, le recrutement d’AID et de ses partenaires au locus IgH était
principalement étudié lors de la CSR, mécanisme reproductible in vitro. L’absence de
lignée cellulaire faisant de la SHM ainsi que 'absence d’'un motif unique dans les régions
variables comparées aux régions S, rendent I’étude du recrutement d’AID lors de la SHM
tres complexe. Des mutations dans la partie N-terminale d’AID conduisent a une CSR
normale mais a un défaut de SHM (Shinkura et al, 2004), alors que des délétions dans
son domaine C-terminal engendrent un phénotype inverse (Barreto et al, 2003). Ces
données suggerent que les partenaires d’AID varient en fonction de I'activité de celle-ci.
Cette hypothese est d’autant plus plausible qu’il a été démontré une stabilisation
différente des ssDNA lors de la SHM et de la CSR. Du fait de leur richesse en dgG, les

régions S transcrites conduisent a la formation de R-loops, stabilisant '’ADN sous forme
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de ssDNA (i.e. substrat d’AID). A I'inverse, la transcritption des régions variables conduit
uniquement a I'exposition de '’ADN sous forme de ssDNA. Leur stabilisation nécessite le
recrutement de protéines liées a 'ADN (Ronai et al, 2007). De méme, alors que
I'implication de Spt5 et du RNA exosome dans le recrutement d’AID au niveau des bulles
de transcription ont été clairement démontrées lors de la CSR (Pavri et al, 2010 ; Basu et
al, 2011), I'utilisation d’un transgene a suggéré que le motif CAGGTG (i.e. site de liaison
aux produits du géne E2A) est essentiel pour le ciblage d’AID lors de la SHM (Michael et
al, 2003). Sachant que la 3'RR posséde des sites de liaison aux produits du gene E2A
(Matthias and Baltimore, 1993 ; Meyer et al, 1995), elle pourrait étre I'intermédiaire
entre ce motif et le recrutement d’AID via sa partie N-terminale (Shinkura et al, 2004),

au locus IgH lors de la SHM.

Par ailleurs, toutes les études réalisées jusqu’a présent sur la 3’'RR laissaient
supposer que son role repose entierement sur le contrdle de la transcription (pour
revue : Pinaud et al, 2011). Nos résultats concernant une collaboration AID-3’RR ainsi
que les études indiquant que la 3’'RR est impliquée dans la formation de boucles d’ADN
(Wuerffel et al, 2007 ; Guo et al, 2011 ; Medvedovic et al, 2013) mettent en exergue une

nouvelle facette de la fagcon dont la 3'RR régule I'expression du locus IgH.

3.4.La 3’'RR et la CSR

Par la suite, nous avons approfondi I'étude du role de la 3’'RR dans la CSR. Ce
mécanisme, qui permet a la cellule d’acquérir de nouvelles fonctions effectrices, se
produit grace a la présence de régions répétitives appelées régions S et localisées en
amont de chaque geéne constant excepté 6 (pour revues: Chaudhuri and Alt, 2004 ;
Chaudhuri et al, 2007). En 'absence de région Sé classique, I'obtention d’une IgD se fait
par épissage alternatif du grand transcrit primaire contenant les exons p et §, autorisant
la co-expression IgM/IgD (Moore et al, 1981). L’absence de région S6 classique et la co-
expression de I'IgD avec I'IgM, font de cette classe isotypique un mystere pour les
immunologistes. D'un point de vue phylogénique, I'lgD est aussi ancestrale que I'IgM
mais son évolution est plus labile, entrainant des duplications ou des délétions de

certains de ses domaines au cours de I’évolution (Ohta and Flajnik, 2006).
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Il y a plusieurs années, I'analyse de plusieurs lignées d’hybridomes ont mis en
évidence un événement de recombinaison vers C9, induisant la délétion de Cp (Owens et
al, 1991). Par la suite, 'étude d’'un myélome a IgD a également révélé la délétion du gene
Cu (Arpin et al, 1998). Récemment, une étude réalisée chez 'Homme a montré que
quelques rares cellules B étaient capables de recombiner a IgD apres une délétion du
gene Cp médiée par AID (Chen et al, 2009 ; Chen and Cerutti, 2010). Les cellules IgM-
IgD* résultantes sont principalement retrouvées dans les amygdales et les muqueuses
nasales. La présence, chez des souris Wt, de cellules B IgMlowigDhigh du coté anti-
mésentérique de l'intestin (Hamada et al, 2002), pourrait représenter la contrepartie
murine des cellules IgM-IgD* humaines. Ainsi, nous avons voulu confirmer I'existence
d’'une CSR vers & chez la souris. De plus, la 3'RR étant le principal élément de régulation
de la CSR vers v, € ou a (Vincent-Fabert et al, 2010a), nous avons voulu étudier son

implication dans celle vers § (Manuscrit 3).

Bien que faible, nous avons confirmé I’existence d’'une CSR vers §, dans les MLN
de souris Wt. Ce mécanisme se produit entre Sy et une région Sé-like précédemment
nommeée 06 (Preud’homme et al, 2000). Alors que les régions S classiques sont des
répétitions en tandem de séquences riches en dG, la région o6 présente de courtes
séquences riches en dG, répétées sur seulement 0,5 Kb. Or, les régions S, de par leur
caractere répétitif, contribuent a I'efficacité de la CSR. Alors comment expliquer que la
CSR vers ¢ ait lieu malgré I'absence d'une région S classique ? Plusieurs modeles de
délétion, d’'inversion ou de remplacement de différentes régions S ont montré qu’elles
contribuent a l'efficacité de la CSR, sans pour autant étre indispensables a ce mécanisme
(Luby et al, 2001 ; Khamlichi et al, 2004, Shinkura et al, 2003 ; Zarrin et al, 2008). La
région o6 serait donc suffisante pour permettre une CSR vers 8. La corrélation directe
entre fréquence de CSR et longueur de la région S souligne I'importance de la taille de la
région S dans l'efficacité de la CSR (Zarrin et al, 2005). Nous pouvons donc supposer que
le taux tres faible de CSR vers & chez la souris est corrélé a la petite taille de la région o6

(ie. 0,5 Kb).

Comme chez 'homme, la CSR vers 6 est dépendante d’AID (Chen et al, 2009 ).
Sachant que la transcription des régions cibles est un prérequis au mécanisme de CSR, ce
ciblage d’AID dans Sp et 06 suggere que la région est préalablement transcrite. Le seul

transcrit connu dans cette région correspond au long ARN pré-messager comprenant les
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régions Sp et 08. Il serait intéressant de rechercher, au moyen de RACE 5’ et de systéme
de gene rapporteur, un promoteur homologue aux promoteurs I en amont de o8.
Néanmoins, la fréquence de mutations dans Sp et la région S acceptrice est diminuée lors
de la CSR vers 6 comparé aux CSR vers y, suggérant un ciblage moins important d’AID
lors de cette CSR. En accord avec la faible fréquence de cette CSR, ces résultats suggerent
que la région cible n’est pas assez transcrite pour former des R-loops stables (i.e.
hybrides ADN/ARN) capables de rendre la région accessible au ciblage d’AID (Yu et al,
2003).

Les jonctions Su-Co issues de cette CSR présentent les stigmates de la voie de
réparation de I’A-E]. Cette voie de réparation encore peu connue utilise des
microhomologies de séquences entre les régions S a recombiner (Yan et al, 2007). Elle
peut se substituer au NHE] quand celui-ci est absent afin de maintenir la CSR a des taux
pouvant aller jusqu’a 50% comparé a des animaux sauvages (Boboila et al, 2010). Bien
que des stigmates d'une réparation par la voie de I’A-E] soient également retrouvés dans
les hybridomes IgD* (Owens et al, 1991), la raison pour laquelle la CSR vers 6 utilise

cette voie de réparation reste encore inconnue.

Etonnamment, cette CSR est indépendante de la 3'RR puisque sa fréquence est
plus élevée dans les animaux 3’RR-déficients que dans les Wt. Cela pourrait s’expliquer
par un mécanisme de compensation mis en place par le systéeme immunitaire pour
pallier a I'absence des autres isotypes (Vincent-Fabert et al, 2010a). En effet, les patients
atteints de syndromes hyper-IgM présentent un fort taux de CSR vers §, suite a un tel
mécanisme (Chen and Cerutti, 2010). De plus, la protéine 53BP1, un senseur de la voie
DDR, pourrait étre impliquée dans ce mécanisme. En effet, sa délétion entraine une
augmentation des jonctions intra-régions S (Reina-San-Martin et al, 2007). Cela
s’explique par la capacité de 53BP1 a inhiber les réarrangements courte distance se
produisant par recombinaison homologue dans les régions S, au profit des
réarrangements longue distance médiés par le NHE] (Bothmer et al, 2010). Nous
pouvons alors émettre 'hypotheése que 53BP1 interagit normalement avec la 3'RR lors
de la reconnaissance des DSB pour faciliter les recombinaisons longue distance. Dans
notre modele, 'absence de la 3’'RR ne permettrait plus le recrutement de 53BP1 au locus

IgH, entralnant deux effets intrinsequement liés : (1) une absence des recombinaisons
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longue distance (i.e. recombinaison entre Su et Sy, Se ou Sa) et (2) une augmentation des

réarrangements courte distance (i.e. recombinaison entre Sy et 69).

Lors de la CSR vers §, 'absence de la 3'RR n’affecte ni la localisation des points de
cassures dans Sp et 09, ni le taux de mutations dans ces régions (i.e. stigmates AID), ni le
type de jonctions obtenues (i.e. stigmates du mécanisme de réparation mis en ceuvre).
Ce taux identique de mutations entre les animaux Wt et 3’RR-déficients semble en
contradiction avec I’Article 2 dans lequel nous avons démontré qu’en plus de son réle
dans la CSR, la 3'RR est un élément central dans le recrutement d’AID au locus IgH, lors
du processus de SHM des régions variables et de Sp. Cette observation, en accord avec la
localisation ganglionnaire de cette CSR, plaide en faveur d'une régulation spécifique

autorisant le recrutement d’AID au locus IgH d’'une maniere 3’RR-indépendante.

En résumé, nous avons démontré que contrairement aux CSR « classiques », celle
vers § présente des caractéristiques qui lui sont propres: (1) elle est détectée
uniquement dans les MLN; (2) elle est réparée par la voie de I'A-EJ et (3) elle est
augmentée dans les animaux 3’RR-déficients. Toutes ces différences avec les CSR
« classiques » confortent I'idée selon laquelle la CSR vers & est soumise a une régulation
particuliere, permettant le recrutement d’AID de fagon 3’RR-indépendante et en réponse

a des stimuli encore indéterminés.

Jusqu'a maintenant, les connaissances sur la CSR vers 6 chez la souris
provenaient uniquement d’études réalisées sur des myélomes ou des hybridomes
(Preud’homme et al, 2000; Owens et al, 1991). Les souris 3’'RR-déficientes constituent
donc le premier modele murin permettant d’étudier ce phénomene dans des cellules B
primaires. Il sera alors intéressant de caractériser les cellules IgM-IgD+ issues de cette
CSR particuliere. Nous savons déja qu’elles présentent un répertoire B naif et
n’expriment pas les marqueurs de surface caractérisant les LB activés. Cela suggere que
ces cellules ont effectué leur CSR avant la formation du GC (Bergqvist et al, 2010). Les
MLN seraient alors un site priviligié contenant tous les facteurs nécessaires a cette CSR
impliquée dans la protection contre les Ag T-indépendants. Nous pouvons supposer que
cette CSR se produit naturellement avant la formation du GC dans les animaux Wt mais
qu'un mécanisme de compensation la « démasque » dans les souris 3’'RR-déficientes

(Bergqvist et al, 2010).
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Figure 35 : Représentation schématique des conclusions générales de ma these.

Lors de ma these, j’ai démontré que la 3'RR n’a pas de role dans la diversité des réarrangements VD]
alors qu’elle est impliquée dans le recrutement d’AID, I’enzyme initiant les mécanismes de SHM et de
CSR. Cela renforce le concept selon lequel la 3’'RR controle I'activité du locus IgH durant les stades

tardifs de 'ontogénie B. A I'inverse, la 3'RR n’est pas impliquée dans un phénomene encore méconnu
la CSR vers §, suggérant une origine ancestrale de ce mécanisme.
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4. Conclusions générales

En conclusion, cette these aura permis de continuer I'étude des souris 3’'RR-
déficientes afin de compléter les connaissances actuelles sur le role de la 3'RR lors du

développement B normal (Figure 35).

Nous avons ainsi montré qu’au travers d'une coopération avec AID, la 3'RR est
I’élément principal contrélant la SHM et les CSR « classiques » mais sans role dans la
diversité des réarrangements VD]. Ces résultats renforcent le concept selon lequel la

3’RR régule I'activité du locus IgH durant des stades tardifs du développement B.

Parallelement, nous avons mis en exergue un mécanisme rare et encore
méconnu : la CSR vers 6. Contrairement aux CSR « classiques », ce mécanisme n’est pas
régulé par la 3'RR. Notre modele murin nous a alors offert I'opportunité de réaliser une

caractérisation moléculaire et mécanistique de ce nouveau « switch ».
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Outre les travaux menés sur le role de la 3’'RR dans les mécanismes de
diversification des anticorps, j'ai également contribué a I'étude du rdle de cette région

régulatrice dans un contexte B pathologique.

J'ai participé a I'étude des souris c-myc-3’'RR/p53+/- (Article 1) et c-myc-
3’RR/CDK4R24C (Article 2) dont la majeure partie des expérimentations a été réalisée
par les Dr Rémi Fiancette et Christelle Vincent-Fabert, dans le cadre de leur these de
sciences. J’ai également effectué les expérimentations permettant I’analyse comparative

des transcriptomes de ces deux modeles murins (Article 3).

Cette partie est uniquement présentée en annexe puisqu’elle n’a pas fait I'objet
principal de mes recherches de these. Afin de replacer le contexte, je présenterai
succinctement les lymphomes B impliquant 'oncogéne c-myc, le suppresseur de tumeur
p53 et la protéine CDK4, suivis des résultats obtenus au cours de ma these ainsi que des

perspectives qu'ils offrent en terme de thérapie.
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somatiques et a droite la recombinaison de classe.

Les sites de cassure et de translocations sont indiqués par les fleches rouges.

Les genes transloqués et les lymlphomes émergeant sont indiqués dans les carrés violets.
(D’apres Kuppers, 2005.)
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Lorsque le développement normal d’'un lymphocyte (B ou T) est perturbé, des
lymphomes ou leucémies peuvent apparaitre. D’apres I'Organisation Mondiale de la
Santé, quatre-vingt-cinq pourcents des lymphomes sont d’origine B et il en existe 15
types. A chaque stade de développement d'une cellule B peut émerger un clone malin
conduisant a 'apparition de lymphomes (pour revues: Lenz and Staudt, 2010 ; Vincent-

Fabert et al, 2010b).

1. TRANSLOCATIONS ET EMMERGENCE DE LYMPHOMES
1.1.Les zones de translocation

Lors de la lymphopoiese B, les loci IgH et IgL subissent de nombreux
remaniements géniques. Ces processus créent une instabilité génomique a I'origine de
translocations chromosomiques pouvant amener certains oncogenes au sein des loci

d’lg.

Les trois grands évenements géniques survenant au locus IgH peuvent conduire a
trois zones de translocation (Figure 36):

- lors des recombinaisons V(D)], le point de cassure sera adjacent aux segments D
ou J. C’est le cas de la translocation de bcl-2 ou de la cycline D1 (CCND1) lors du
lymphome folliculaire et du lymphome du manteau respectivement;

- lors de la SHM, le point de cassure se situera dans le segment VD] réarrangé. C’est
le cas de la translocation de c-myc lors du lymphome de Burkitt;

- lors de la CSR, le point de cassure se trouvera dans les régions S. C’est le cas de la

translocation de c-maf, CCND1 ou CCND3 lors du myélome multiple.

1.2.Les enhancers et 'émergence de lymphomes

L’expression des oncogenes transloqués aux loci d’Ig passe alors sous le contrdle
des éléments cis-régulateurs de ces loci, favorisant leur surexpression et donc la

transformation tumorale (Kiippers, 2005).
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Dans ce sens, de nombreuses études, dont certaines ont été réalisées au
laboratoire, ont démontré que la translocation d’oncogenes au locus IgH place ces
derniers sous le contrdle transcriptionnel d’Ep et de la 3’RR. Dans des modeles
transgéniques, alors que les souris Ep-c-myc développent uniquement des lymphomes
immatures, les souris c-myc-3’'RR développent des proliférations des B du GC similaires
au lymphome de Burkitt humain (Truffinet et al, 2007 ; Gostissa et al, 2009). Ainsi, la
3’RR est impliquée dans les processus de lymphomogeneése lors des stades tardifs du
développement B. De plus, le role de la 3’'RR dans la transcription du locus IgH au stade
plasmocytaire (Vincent-Fabert et al, 2010a) suggére une implication de cette région
dans la dérégulation des oncogenes transloqués au locus IgH lors des myélomes. Au-dela
de l'oncogene c-myc, d’autres modeles associant des oncogénes a la 3’RR ont été
développés. De fagon similaire a ce qui a été décrit quand Ep est associé au transgene, les
souris CCND1-3’RR démontrent que dans les LB matures, la CCND1 a elle seule n’est pas
suffisante pour promouvoir la lymphomogeneése (Fiancette et al,, 2010).

Les causes de cassures dans les loci des oncogenes ne sont pas entierement
connues mais dépendraient de facteurs environnementaux et métaboliques. Deux
études se sont intéressées au role d’AID dans I'émergence de lymphomes. Il a d’abord
été montré que des translocations d’oncogénes au loci d’'Ig se produisent dans des
lignées plasmocytaires tumorales déficientes pour AID (Kovalchuk et al, 2007). Par la
suite, il a été démontré que, de par sa capacité a générer des DSB, AID contribue a la
lymphomogeneése dérivée des GC (Pasqualucci et al, 2008). Notre mise en évidence
d’'une coopération entre la 3'RR et AID (Article 2) pourrait alors participer a la
compréhension des mécanismes de translocations oncogéniques AID-3’RR-dependants

se produisant au locus IgH.

Dans la majorité des cas de lymphomes, la translocation d’oncogenes au loci d’'Ig
n'est pas le seul mécanisme impliqué. D’autres évenements oncogéniques tels que
I'infection par un virus transformant (e.g. Epstein-Barr Virus ou EBV), la mutation de
genes suppresseur de tumeur (e.g. p53) ou de protéines du cycle cellulaire (e.g. CDK4)

sont également impliqués.
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Figure 37 : Représentation schématique des protéines du cycle cellulaire.

Le rond gris représente les différentes phases du cycle cellulaire. Les carrés violet clairs représentent
les cylines et les foncés représentent les cdk qui leur sont associées. Les traits rouges représentent
'activité des inhibiteurs sur les différents complexes cyclines/CDK.
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2. PROLIFERATION TUMORALE
2.1.Les protéines du cycle cellulaire

La progression des cellules eucaryotes dans le cycle cellulaire est régulée par
'activité de complexes protéiques associant une kinase dépendant des cylines (CDK
pour cyclin-dependant kinase) et une cycline. Les cyclines sont des protéines liant les
CDK afin de les activer. Il existe quatre types de CDK (CDK 1, CDK2, CDK4 et CDK6) et
quatre types de cycline (cycline A, B, D et E). La succession des différents complexes
cycline-CDK permet la progression ordonnée et régulée du cycle cellulaire. Pour cela, la
formation des complexes est fortement régulée, notamment par les inhibiteurs de la
famille INK4 qui se fixent a CDK4 ou CDK6 pour empécher leur association avec la

cycline D (Figure 37).

Chez 'Homme, de nombreux cancers sont liés a des mutations au niveau des
kinases impliquées dans le cycle cellulaire, conduisant a leur dérégulation et a une
prolifération cellulaire incontrélée. Une étude portant sur des individus prédisposés aux
mélanomes a mis en évidence une mutation de CDK4 (Wolfel et al, 1995 ; Zuo et al,
1996). La substitution de I'arginine en position 24 en une cystéine (R24C) affecte le site
de liaison de CDK4 a son inhibiteur INK4. Ainsi, le mutant CDK4R24C échappe au controle
négatif d'INK4, le complexe cycline D/CDK4 est constitutivement actif et la prolifération
est continuellement activée. Un modele murin présentant la mutation CDK4R24C 3 été
creé afin d’étudier le role de CDK4 dans l'oncogenese. Bien que développant des
tumeurs, les souris CDK4R24C ne développent pas de lymphomes (Sotillo et al, 2001 ;
Rane et al, 2002). Comme CDK4 et c-myc sont des partenaires réciproques, nous nous

sommes intéressés au role de CDK4 dans la lymphomogenese B c-myc-induite.

2.2.L’oncogéne c-myc

Dans un contexte physiologique, c-myc est qualifié de proto-oncogéne car il joue
un roéle essentiel dans de nombreux mécanismes biologiques. Il code le facteur de
transcription c-Myc impliqué dans le cycle cellulaire, la différenciation, I'adhésion

cellulaire, le métabolisme et 'apoptose (Vita and Henriksson, 2006).
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Comme expliqué précédemment, de par leurs mécanismes de réarrangements
géniques, les loci codant les genes d’Ig sont sensibles aux translocations d’oncogénes
conduisant a I'émergence de lymphomes. Le lymphome de Burkitt chez 'Homme
consiste en une prolifération monoclonale maligne de cellules B matures. Il est toujours
associé a une translocation de I'oncogene c-myc, dans 80% des cas au locus IgH. A cause
de sa proximité avec les éléments cis-régulateurs du locus, le c-myc transloqué est

transcriptionnellement actif (pour revue: Janz, 2006).

2.3.Le suppresseur de tumeur p53

La protéine p53 est le produit d’'un géne suppresseur de tumeur, c’est a dire un
gene qui lorsqu’il n'est plus exprimé ou que son produit est inactivé, conduit au
développement d’'une tumeur. La protéine p53 est activée en réponse aux dommages a
I’ADN et a l'instabilité génomique et agit comme suppresseur de tumeur soit en
maintenant lintégrité cellulaire, soit en empéchant la propagation des cellules
cancéreuses. Pour cela, p53 peut réguler les mécanismes de transcription, provoquer
I'arrét du cycle cellulaire et la senescence ou induire I'apoptose. L'importance de p53
comme suppresseur de tumeur est mise en évidence par le fait que son gene est muté ou

délété dans la moitié des tumeurs humaines (pour revue: Zilfou and Lowe, 2009).

Physiologiquement, le locus IgH subit des remaniements géniques pouvant
mettre en danger l'intégrité du génome de la cellule B. p53 intervient a différents stades
du développement B afin d’éliminer les cellules présentant des translocations qui
activent des oncogénes (Robbiani et al, 2009). Ainsi, sa mutation, en association avec la

translocation d’oncogénes, conduit a I'émergence de lymphomes.
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Article 1. A p53 defect sensitizes various stages of B cell development to
lymphomagenesis in mice carrying an IgH 3’ regulatory region-driven c-myc
transgene.

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

The Journal of Immunology, 2011, volume 187, numéro 11, pages 5772-5782.

Article 2. A defect of the INK4-CDK4 checkpoint and myc collaborate in blastoid
mantle cell lymphoma-like lymphoma formation in mice.

Christelle Vincent-Fabert, Rémi Fiancette*, Pauline Rouaud*, Christel Baudet, Véronique

Truffinet, Virginie Magnone, Angélique Guillaudeau, Michel Cogné, Pierre Dubus & Yves
Denizot.
* Contribution équivalente

The American Journal of Pathology, 2012, volume 180, numéro 4, pages 1688-1701.

Article 3. Mantle cell lymphoma-like lymphomas in c-myc-3’'RR/p53+/- mice and
c-myc-3’'RR/CDK4R24C mice: differential oncogenic mechanisms but similar
cellular origin.

Pauline Rouaud, Remi Fiancette, Christelle Vincent-Fabert, Virginie Magnone, Michel

Cogné, Pierre Dubus & Yves Denizot.

Oncotarget, 2012, volume 3, numéro 5, pages 586-593.
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Ces résultats ont également fait 'objet d’'une présentation affichée:

P. Rouaud, R. Fiancette, C. Vincent-Fabert, M. Cogné, and Y. Denizot. A p53 defect sensitizes various stages
of B cell development to lymphomagenesis in mice carrying an IgH 3’ regulatory region-driven c-myc

transgene. Welcome Trust Center: Mouse models disease. 1-3 février 2012, Hinxton, Cambridge, UK.

De précédents travaux réalisés au laboratoire ont permis de réaliser un modele
murin mimant la translocation chromosomique a I'origine du lymphome de Burkitt (BL).
Pour cela, une stratégie “mini-locus” a été utilisée afin de lier 'oncogéne c-myc ala 3'RR:

c’est le modele c-myc-3’RR (Truffinet et al,, 2007).

Par la suite, nous avons voulu créer un modele murin capable de reproduire les
différents types de lymphomes susceptibles d’émerger lorsque c-myc est surexprimé.
Pour cela, nous avons introduit le transgéne précédemment utilisé pour modéliser les
lymphomes de Burkitt dans un fond génétique déficient pour p53. Notre intérét s’est
porté sur la protéine p53, suppresseur de tumeur, car le gene p53 est connu pour étre
muté ou délété dans environ 50% des cas de tumeurs humaines (Goh et al,, 2011). Ainsi,
nous avons croisé les souris c-myc-3'RR (Truffinet et al, 2007) avec des souris p53-/-
(Lowe et al, 1993) fournies par le laboratoire du Pr. Jean-Pierre de Villartay (U768

Hopital Necker - Enfants malades, Paris).

Les animaux doubles transgéniques c-myc-3’'RR/p53+/- développent rapidement
des lymphomes qui se manifestent par une hypertrophie de la rate et des ganglions
lymphatiques. La mortalité est accrue et précoce comparée aux souris c-myc-3’RR. Les
tumeurs sont des néoplasies B monoclonales et nous avons pu mettre en évidence
quatre types de lymphomes, phénotypiquement différents:

des lymphomes de Burkitt classiques (non activés) : IgM* IgD* CD43- Cd138- CD5-
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des lymphomes de Burkitt actives : IgM* [gD* CD43* Cd138- CD5-

des lymphomes de type manteau : [gM* IgD+ CD43* Cd138- CD5*

des lymphomes affectant les plasmablastes : IgM- IgD- CD43+ Cd138* CD5-

L’analyse protéique des différents types de lymphomes a révélé I'existence de
complexes CDK6-cycline D, démontrant que CDK6 est impliquée dans la prolifération et
I'émergence des lymphomes chez les animaux c-myc-3’'RR/p53+/-. L’analyse du
transcriptome a mis en évidence une signature génétique spécifique a chaque type de

lymphome.

Le modele c-myc-3’'RR/p53+/- montre donc que la dérégulation de c-myc médiée
par la 3'RR permet I'émergence de lymphomes variés dans des cellules ayant
préalablement un défaut de p53. En effet, la perte de fonction de p53 crée un
environnement permissif au développement tumoral en diminuant les mécanismes de
défense anti-tumorale intrinséques a la cellule. De plus, ces données confirment le role

cis-activateur de la 3'RR sur les oncogenes transloqués lors des lymphomes B matures.

En produisant différents types de lymphomes, les souris c-myc-3’'RR/p53+/-

constituent un outil intéressant pour tester d’éventuels traitements thérapeutiques.
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Article 2

A defect of the INK4-CDK4 checkpoint and Myc collaborate in blastoid mantle cell
lymphoma-like lymphoma formation in mice.

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

Denizot.
* Contribution équivalente

The American Journal of Pathology, 2012, volume 180, numéro 4, pages 1688-1701.

Dans le but de modéliser les lymphomes du manteau humain, nous avons
introduit le transgéne précédemment utilisé pour modéliser les lymphomes de Burkitt
dans un fond génétique ou CDK4 est constitutivement active. Notre intérét s’est porté
sur la protéine CDK4 car la principale caractéristique des lymphomes du manteau est la
surexpression de la CCND1 dont CDK4 est le partenaire catalytique. Pour cela, nous
avons utilisé les souris CDK4R24C. L’arginine en position 24 est remplacée par une
cystéine (R24C), ce qui abolit I'interaction entre CDK4 et son inhibiteur INK4, rendant
CDK4 constitutivement active et potentiellement oncogénique (Wolfel et al, 1995).
Ainsi, nous avons croisé les souris c-myc-3’RR (Truffinet et al, 2007) avec des souris

CDK4R24C fournies par le Pr. Pierre Dubus (Université de Bordeaux 2, EA 2406).

Les animaux doubles transgéniques c-myc-3'RR/CDK4R24C ont une durée de vie
comparable aux souris c-myc-3'RR mais ne développent pas de lymphomes de Burkitt.
Leurs tumeurs se manifestent par une hypertrophie de la rate et une hyperleucocytose.
Les cellules malignes expriment toutes le B220 et le CD19, marqueurs de la lignée B, et
sont également IgM*, IgD*, CD43*, et CD5* mais CD23-. Ce profil d’expression est typique
du lymphome du manteau humain (Parrens et al, 2006). L’analyse protéique a révélé
que la prolifération des cellules tumorales passe par la formation de complexes
cyclines D-CDK4 mais pas CDK6. L’analyse du transcriptome a mis en évidence une

signature génétique comparable aux lymphomes du manteau humains.
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Le modele c-myc-3’'RR/CDK4R24C montre donc que la surexpression B-spécifique
de c-myc dans un contexte ou CDK4 est constitutivement active permet de modéliser le
lymphome du manteau humain. En effet, la dérégulation de I'axe CDK4-INK4 crée un
environnement permissif au développement tumoral, uniquement dans un contexte de
surexpression de c-myc. Ces données confirment le role des inhibiteurs du cycle
cellulaire, en particulier INK4, dans la modulation de la lymphomogenese (Serrano et al,

1997).

En modélisant le lymphome du manteau humain, les souris c-myc-3’RR/CDK4R24C
constituent un outil intéressant pour tester CDK4 et/ou INK4 comme d’éventuelles

cibles thérapeutiques.
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Article 3

Mantle cell lymphoma-like lymphomas in c-myc-3’'RR/p53+/- mice and c-myc-
3’'RR/CDK4R24C mice: differential oncogenic mechanisms but similar cellular
origin.

Pauline Rouaud, Remi Fiancette, Christelle Vincent-Fabert, Virginie Magnone, Michel
Cogné, Pierre Dubus & Yves Denizot.

Oncotarget, 2012, volume 3, numéro 5, pages 586-593.

Les deux modeles murins précédemment présentés (c-myc-3’'RR/p53+/- et c-myc-
3’RR/CDK4R24C) peuvent conduire au développement de lymphomes ressemblant aux
lymphomes du manteau humains (Fiancette et al, 2011 ; Vincent-Fabert et al, 2012).
Dans les deux modéles, les tumeurs expriment les mémes marqueurs de différenciation
B: B220* CD19+ IgM* IgD* CD43* CD5* CD23-. Cependant, les tumeurs présentent une
cinétique d’apparition et une signature protéomique différente, liées a leur statut
mutationnel:

- apparition des tumeurs a 3 mois et implication de complexes cycline D/CDK6
chez les souris c-myc-3’RR/p53+/-

- apparition des tumeurs a 6 mois et implication de complexes cycline D/CDK4
chez les souris c-myc-3’RR/ CDK4R24C

Se pose alors la question des voies génétiques conduisant a I'émergence de
lymphomes phénotypiquement identiques dans ces deux modeles. Afin de déterminer
une origine biologique potentiellement commune a ces lymphomes, j'ai réalisé une

analyse transcriptomique comparative.

Les seules différences mises en évidence lors de cette analyse sont directement
liées aux mutations a l'origine des modeles murins. Par exemple, les génes impliqués
dans le diabete et 'obésité sont surexprimés dans les souris c-myc-3’'RR/CDK4R24C car
I'activation de CDK4 conduit a une hyperplasie des ilots de Langerhans (Rane et al,
1999). De méme, certains genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire sont
surexprimés dans les souris c-myc-3’'RR/p53+/-, expliquant que les lymphomes de ces

animaux soient plus agressifs que ceux des souris c-myc-3’'RR/CDK4R24C,
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Ainsi, il n’existe pas de profil différentiel d’expression de genes autres que ceux
liés au statut mutationnel des animaux, et donc pas de signature génétique spécifique a
chaque modeéle. De fagon similaire aux variant de lymphomes du manteau développés

chez 'Homme, ceux de nos deux modeles murins ont la méme origine cellulaire.

Cette analyse comparative du transcriptome nous permet donc de conclure que la
dérégulation de deux voies de signalisation différentes (voie p53 ou axe CDK4-INK4)
dans une méme cellule B, peut conduire a I'‘émergence de lymphomes

phénotypiquement identiques mais avec des stigmates oncogéniques différents.

L’analyse transcriptomique des tumeurs pourrait devenir un outil de routine
dans les laboratoires hospitaliers, afin de déterminer un traitement personnalisé et

adapté aux stigmates oncogéniques de chaque tumeur.
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La présence d’'une CDK4 constitutivement active suite a la mutation CDK4R24C
perturbe 'axe CDK4/INK4, de méme qu’'une surexpression de la cycline D1 ou une
délétion d’'INK4 sont des déreglements fréquemment associés a l’émergence de
lymphomes du manteau (Jares and Campo, 2008). CDK4R24C seule ne modifie pas
I’homéostasie B mais est capable de collaborer avec c-myc pour modifier un phénotype
Burkitt en un lymphome du manteau (Article 1). Ce changement de phénotype
s’explique par le fait que la modification de I'axe CDK4/INK4 induit des mutations
secondaires conférant un avantage oncogénique au c-myc déja surexprimé. Ainsi, la
coopération entre c-myc et une CDK4 constitutivement active nous a permis d’obtenir un
modele murin présentant les principales caractéristiques du lymphome du manteau
humain. Comparé aux modeles murins précédemment établis (Ford et al, 2007; Smith et
al, 2006), les dysfonctionnements induits dans notre modéle semblent plus proches des
mutations susceptibles d’apparaitre spontanément et de favoriser I'émergence d’un

lymphome du manteau. Ce modele constitue donc un outil précieux pour d’éventuelles

études pharmacologiques et thérapeutiques.

La déficience de p53 favorise l'instabilité génomique et I'acquisition de mutations
pouvant favoriser I'émergence de lymphomes (Goh et al, 2011). Le transfert du
transgene c-myc-3’'RR dans un fond génétique déficient pour p53 abolit les mécanismes
de lutte anti-tumorale mis en ceuvre par la cellule, et favorise donc I'apparition d'un
large spectre de lymphomes (Article 2). La variété des lymphomes obtenus prouve le
potentiel multi-oncogénique de c-myc. Parmi eux, nous retrouvons un lymphome

phénotypiquement proche du lymphome du manteau humain.

A partir des souris c-myc-3’RR connues pour développer un lymphome de Burkitt
(Truffinet et al, 2007), nous avons montré que la mutation activatrice de CDK4 et la
déficience de p53 sont capables de collaborer avec c-myc dans ma transformation

lymphocytaire B en diversifiant son potentiel oncogénique. Ces mutations agissent
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comme un second “coup oncogénique” ayant un impact sur la lymphomogeneése induite
par la seule surexpression de c-myc. Ces modeéles, de par leur origine expérimentale,

sont réalistes et cohérents avec les mécanismes naturels induisant la lymphomogenese.

De facon surprenante, ces deux modeles peuvent conduire a l'apparition de
lymphomes de type manteau. Dans les deux cas, les cellules tumorales présentent le
méme phénotype de surface mais apparaissent avec des cinétiques différentes et une
signature protéomique différente. L’analyse transcriptomique des tumeurs issues de ces
deux modeles murins ne met pas en évidence de différences autres que celles dues a leur
statut mutationnel (Article 3). Tout comme les variant du lymphome du manteau
humain, les lymphomes développés par nos modeles murins proviennent de la méme
entité cellulaire (Jares and Campo, 2008). Ainsi, la dérégulation de deux voies de
signalisation distinctes au sein d’'une méme cellule B peut conduire a I'émergence d’un
lymphome unique portant des stigmates oncogéniques différents. Ces stigmates
oncogéniques sont a l'origine de I'hétérogénéité proliférative des lymphomes et donc
des réponses divergentes aux traitements. L’analyse transcriptomique des tumeurs

pourrait étre un prérequis a des traitements personnalisés (Alinari et al., 2012).
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