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Réesumeé

Le processus aléatoire des recombinaisons VIBHUPHW GITREWHQLU XQ
G 1D QWL FR UnMundgBbulies (Ighautement diversifie. Erevanche, le caractére
LPSUpPFLY GHVY MRQFWLRQV 9 ' - FRQGXLWGHOIIDB\Ed HWELIR®V
tiersdescas $LQVL OD SOXSDUW GHV FHOOXO®GIHVGH K ppB U UHDQW HC
V(D)J nonproductifs au sein de leurégome Plusieursétudesincluant celles menées au
laboratoireont montré que ces alleles nproductifs sont transcrits mais subissemie
régulation postranscriptionnellémpliquant le mécanisme de dégradatios ABRNm appelé
NMD « NonsenseMediatedmRNA Decay». Cette surveillance ARNliminue ainsi le taux
GY$51P FRGIHW SRR UWQNqUEsG(RIUHYDQFKH OYLPSDFW GH Ofp
GHV WUDQ V Fooodikti's G VI QR QURGXFWLRQ GY,J DEHUUDQWHYV
/1 pd Xle ce processus appelé NASNOnsenseassociated Altered Splicing, et en
SDUWLFXOLHU GX SKpQRré&en@Hin@rand/ibétét/cat geHdgsqage alternatif
SHXW SHUPHWWUH OD préseivakidddé@gons ilethBsQ T X p HV

Les projets développés lors de cette theR&QW UpYpOp OD WR[LFLWp Gt
dépourvues de domaine variaP GDQV OHV SODVPRF\WHV HW PLV HQ pY
nouveau point de contréle au cours de la différenciation plasmocytaire. Ce phémnoméné
TIE-checkpoint (Truncatety Exclusion) condwanW | OfpOLPLQDWLRQ GHYV
exprimant des Ig tronquéesl VW OD FR QM MDEKKOFB 1GHIRQ ORUV GH OfpSL'
Ig Nnon-productifs. 3R XU pWXGLHU OHV pYgQHPWHWANWY GH VL WUORWVW¥ UL
GDQV OHV SODVPRF\WHYV LO IDXW SDU(-6hBoRpGiptTX QWL GHP L\
GIXQ PRGQgOH PXULQ SU m¥nd @l aX Qcud |¢HQusiRo@spu
analyseiinvivo OfpSLVVDJH DQWGEVYHBRE@HV SOWDQ V pradudtlild BB T,J QRQ
HITHW OfpOLPLQDWLRQ GH FHW H[RQ DrEOWQR @GJIHID CRARPDAN
non a la production de chaines tronqu€edte étuda été menée dans des cellules B primaires
et des plasmocyse Les résultats obtenus sé@vélé TXH OTK\SHUWUDQVF|gUiISWLRQ C
accompagne la différenciation plasmocytait@ YRULVH OfpSLVVDJH DOWHUQDYV
nonproductifs SDU XQ SKpQRPgQH GH VDXW GTH[RQ

Nous avons également études éventuelles connexions entre le mécanisme de NMD,
LPSOLTXp GDQV OD VXUY H L OQiidpEdP rGteiVREspAdnBg perinet@arf 8 3 5
GH UpJXOHU OYKRPpRVWDVLH SURWpPLTXH G QY RXNVDYRD\
identifié une boucle d régulation positive entre les processus de surveillance ARN (NMD) et
protéique (UPR, autophagie, protéasome). La mise en évidence de cette coopération dans les
plasmocytes constitue un exemple unique au vue de la littérature et, aurait pour efféede limi
OD VI\QWKgVH GT,J WURQTXpHVY WRXW HQ DXWRULVDQW OD

Enfin, nous avons étudié &) {OH GH OfpSLVVDJH &ébentsV(bpbpe®Ey FUL WYV
transcrits | «germinaux») au cours du processus de CSRIlass Switch Recombination



CetWH pWXGH D DSSRUWp GHV SUpFLVLRQV VXHVOHERIQUH GH
révéléque b reconnaissance de @tes GfpSLVVDJH PRGXOH OfLQWHQVLWp (
région« switch » S adjacenteet par conséquergon accessibilité a Al Activation-Induced

cytidine Deaminase lors de la CSR

Mots clefs : Immunoglobulines (lIg), Plasmocytes, NA®aonhsensessociated Altered
Splicing), Epissage alternati6 D X W GMMLI RNQnsense-Mediated mRNA Decay), UPR
(Unfolded Protein Response).



Abstract

The randomV(D)J recombinationprocesscontributes to thegeneratn of a vast
immunoglobulin (Igyepertoire. However, imprecise )J junctions lead to the appearaote
frameshiftmutatiors in two-third of the cases Hence,numerous Bineage cells retain nen
productively V(D)Jrearranged Iglleles in their genomé&everalstudies including ours have
shown that these neproductive alleles are transcribdait rapidly degraded byNMD «
NonsenséMediated mRNA Decay,thus decreasing the level of mRMN#Acoding truncated
Ilg. However, less iknown about the impact of alternativsplicing on nosproductive Ig
transcripts, andspecially exon skipping, with regard tdhe production of truncated lgith
internal deletions.

During my thesis, we have showhmat truncatedg chains lacking variabl@/) domain
exhibted toxic effectsn plasma cellgevealinga new « Truncatedg Exclusion »(TIE-)
checkpointduring plasma cell differentiationThe TIE-checkpoint eliminateplasna celt
expressingruncatedg, as a consequence ekon skipping during splicing afon-productive
,J WU D Howdvér M@ME checkpoingctivationlimits the analysis of NA% Nonsense
associated Altered Splicing of Ig transcriptsn plasma cellsUsing a mouse model harboring
an additional framesh#thducing V exon at the kg chain locus, weouldanalyzeNAS of non
productive Ig transcripts in primary B cells and plasma cells. This study revealed that
hypertranscription of Ig genemccompanyingplasma celldifferentiation favorsalternative
splicing of nonproductive Igtranscripts

We alsoinvestigatecpotentialconnections between the NMD mechanism, involved in
MRNA surveillance, anthe UPR (« Unfolded Protein Responsg pathwaythat regulate
protan homeostasis in plasma cellaterestingly, we identifieda positive regulatory loop
betweenRNA (NMD) and protein (UPR, autophagy, proteasome) surveillance procésses
view of the literaturethe occurrence afuchcooperatioris uniqueto plasma cellsandthis
should help tdimit the expressiorof truncated Ig while llowing massivdg synthesis.

Finally, westudiedother aspects of Ig RNA splicing, and investigated the rodplade
donor site omon-coding « germline » | transcriptsiringCSR(« Class Switch Recombination
»). Using dedicated mouse models, we fothmat the deletion of L splice donor site drastically
decreased CSR to IgG1. Overdflist studydemonstrated that threcognition ofl exon donor
splice site enhancesatrscription of« switch » regionsS, facilitating thér opening and the
subsequent ceuitment of AID« Activation-Induced cytidine Deaminaseduring CSR.

Keywords: Immunoglobulins (1g), Plasma CelNAS (Nonsens@ssociated Altered Splicing),
Alternative Splicing, Exon skipping, NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay), UPR
(Unfolded Protein Response).
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Abréviations

.. alpha
: beta
: gamma
/: delta
0: epsilon
s eta
. kappa
lambda
H:mu
53BP1: p53Binding Protein 1
7AAD : 7-Aminoactinomycin D
"V-NC : V domainless NLight Chain
A
Ac : Anticorps
ADNCc : ADN complémentaire
A-EJ : Alternative End Joining
Ag : Antigene
AID : Activation Induced cytidine Deaminase

AON : Antisense Oligonucleotides

APOBEC : APOlipoprotein B mRNA editing
Enzyme-Catalytic Component

ARNi : ARN interférent

ARN pol : ARN polymérase

AS: Alternative Splicing

ASC : Antibody Secreting Cells
ATF : Activating transcription factor

ATG : AuTophaGy-related

ATP : Adenosine tri-phosphate
B
BBP : Branchpoint Binding Protein
Bcl2 : B cell lymphoma 2
BCR : B Cell Receptor
BER : Base Excision Repair
BiP : Binding immunoglobulin Protein
BrdU : Bromodésoxyuridine
BSAP : B-cell specific activation protein
C
C : région constante

(C. : région constante de chaines légéres:/ C
région constante de chaines lourdes)

cAMP : Adénosine monophosphate cyclique
CBP : Cap-Binding Protein
CDR : Complementarity Determining Region

CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator

ChIP : Chromatin Immunoprecipitation
CHOP : C/EBP Homolgous Protein
CHX : cycloheximide

CLP : Précurseurs Communs Lymphoides

CMHII : Complexe MajeurGf+LVRWRPSDWLELOLV

C-NHEJ : Classical Non-Homologous End Joining

COPII : Coat Proteins type I
CSH : Cellules Souches Hématopoiétiques

CSR: Class Switch Recombination



CstF-64: Clivage Stimulating Factor 64
CTD : CarboxyTerminal Domain

CTNNLBL : catenin (cadheriassociated protein),
-like 1

D
D : segment de diversité

Da: Daltons
DAMP : Danger Associated Molecular Pattern

DBR1 : debranching RNA lariats 1
DCP2: Decapping mRNA 2
DECID : Decay Inducing complex
DMD : Dystrophie Musculaire de Duchenne
DR5 : Death Receptor 5
DRIiPs: Defective Ribosomal Products
DSB: double strand break
dss: donor splice site
DZ : Dark Zone

E
E2A: E box binding protein 2A
EBF: early B cell factor
EBV : Epstein-Barr Virus

EDEML1 : ER Degradation-Enhancing
Mannosidase-like protein 1

elF : elongation Initiation Factor
elF2 . : eukaryotic translation Initiation Factor. 2
EJC : Exon Junction Complex

ELL2 : Eleven-nineteen Lysine-rich Leukemia
protein 2

ERAD : ER Associated Degradation
eRF : elongation Release Factor

ESE : Exonic Splicing Enhancers

ESS: Exonic Splicing Silencers
E

FACT : FAcilitates Chromatin Transcription
complex

FDC : Follicular Dendritic Cell

FGFR3 : Fibroblast Growth Factor Receptor 3
FISH : Fluorescent in situ Hybridization
FO : Follicular B Cells
FR : Framework Regions

G
G : Guanine
GADD34 : Growth Arrest and DNA damage 34
GC : Germinal Center
GRP78: 78 kDa Glucose-Regulated Protein

H

H : Heavy
H2AX : Histone 2A family member X
HCDD : Heavy Chain Deposition Disease
Herp : Homocysteine-Inducible ER Protein
hMT : human Methallothionein

hnRNP : Heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins

HP1 : Heterochromatin Protein 1
HSCT : Hematopoietic Stem Cell Transplantation
Hsp 70: Heat shock proteir0
1
Ifr4 : Interferon Regulatory Factor-4
Ig : Immunoglobulines

IRE1 : Inositol-requiring enzyme 1

ISE : Intronic Splicing Enhancers



ISS: Intonic Splicing Silencers
iTIE : inducible Truncated Ig Exclusion
, % Inhibitor of kappa B
J
J : segment de jonction
K
KAP1 : KRAB domain Associated Protein 1
Kb : Kilobases
KO : Knock-out
L
L : Leader
L : Light

LAMP- 2A : Lysosome-associated membrane
protein2

LB : Lymphocytes B
LC3 : Light Chain 3
LCDD : Light Chain Deposition Disease

LHCDD : Light and Heavy Chain Deposition
Disease

LPS: Lipopolysaccharide
LT : Lymphocytes T
LT ru: Lymphocytes T Follicular Helper
LZ : Light Zone
M
Mb : Mégabases
MFI : Mean Fluorescence Intensity

MGUS : Monoclonal Gammopathy of
Undetermined Significance

MIDD : Monoclonal Immunoglobulin Deposition

Disease

MIF4G : middle of elF4G-like

MM : Myélome Multiple
MMR : MisMatch Repair
MSH : MutS Homologue
MZ : Marginal zone B cells

N
NAS : Nonsense-associated Altered Splicing
NCAM : Neural Cell Adhesion Molecule
ned : gene de résistance a la Néomycine
NF- B : Nuclear Factor kappa B
NK : Natural Killer
NLS : Nuclear Localization Sequence
NMD : non-sense mediated mRNA decay

NMUP : Nonsense-Mediated Upregulation of Pre-
mMRNA

P
PABPCL1: Poly (A)-Binding Protein Cytoplasmic 1

PABPNL1: Poly (A)-Binding Protein Nuclear 1
PALS : Periarterial Lymphatic Sheaths

PAMP : Pathogen Associated Molecular Pattern
PARP-1: Poly ADP-Rribose Polymerase |
Pax5: paired-box gene 5

PB : Plasmablasts

pb : paire de bases

PC : Plasma Cells

PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen
PCR : Polymerase Chain Reaction

PERK : PKR-like ER kinase

pGLT : primary Germline Transcript

PI : Proteasome Inhibitor

PIKK : phosphatidylinositol 3-kinase related
protein kinases



PKR : Protein Kinase R

PP2A: Phosphatase Protein 2A
PTBP2: PolypyrimidineTract Binding Protein 2
PTC : Premature Termination Codon

PTIP : PAX Interaction with Ttranscription
activation domain Protein

PUZL: purine box factor 1

pVH : promoteur des régions Variables des chaines
ORXUGHV GTLPPXQRJOREXOLQHYV

R
RAG : Recombination-Activating gene
RE : Reticulum Endoplasmique
RENT1 : Regulator of Nonsense Transcripts 1

RNP : Ribonucleoprotein

RNPS1: RNA-bindin Protein with Ser-rich domain

1

RR : Regulatory Region

RRM : RNA Recognition Motif

RS: Arginine (R)-Serine (S)

RSS: Recombination Signal Sequence

RT-PCR : Reverse TranscriptioaPCR
S

SCNML1 : Soduim channel Modifier 1

SF1: Splicing Factor 1

SHM : Somatic Hypermutation

Sl : Systéme Immunitaire

SMG : Suppressor of Morphological defects on
Genitalia

snRNP: small nuclear RiboNucleoProteins
SPT6: Suppressor of Ty 6

SR: Serin Arginin rich

ss: splice site
ssDNA: single strand DNA
I
T : Thymine
T1/T2/T3 : Transitional 1/2/3
TCR : T Cell Receptor
TdT : Terminal deoxynucleotidyl Transferase
TGF : Transforming Growth Factor
TLR : Toll Like Receptor
TNF : Tumor Necrosis Factor
TSS: Transcription Start Site
U
U : Uracile
U2AF : U2 Auxiliary Factor 2
UNG : Uracile N-Glycosylase
UPF1: Up-frameshift Protein 1
UPR : Unfolded Protein Response
UTR : UnTranslated Regions
i
V : Variable
VLR : Variable Lymphocyte Receptor
X
Xbpls: X-box binding protein 1 spliced

XRCCL1 : X-ray Repair Cross Complementing
Protein 1
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3RXU DVVXUHU OD GplHeQ valules dus@stemRé) ihinQriiteig $)
possedent la capacité de reconnaissance de sighaux de danger, poeeageamts pathogenes
(bactéries, vira ou parasites) oles cellules tumorales. La réponse immuaposedonc
HVVHQWLHOOHPHQW VXU OD WROpUDh@ER IGHDWDL B W LG § HD\WQ V
«nonsoi» &H V\VWgPH GH GplHQVH FRPSOH[H FRQX®HWXpNGER
moléculesVSpFLDOLVpHY VIDUWLFXOH DXWRXU @ hné2heX|[ W\SH
OTLPPXQLW p LESGEnPWdAYtes LTY(HT) et B (L(BWRQW OHV DFWHXUV GH
adaptative eexpriment des récepteuasitigéniques appelés TCRBolr «T-Cell Receptor»)
ou BCR pour «B-Cell Receptor»). Au cours de la réaction immunitaire, les lymphocytes
peuvent se différencier en cellules mémolrXL SHUPHWWURQW GH PLHX[ OXWV
ultérieure par un méme pathogéhes cellules de la lignée lymphocy&iB, objet de mon
wWuUuDYDLO VRQW j OfRULJLQH GH OD UpSEBOMVNHRKEPDD®RKHW
membranaire des immunoglobulines (lgppelée BCRpuis sécrétent des Ig solubles ou
DQWLFRUSY $F ORUVTXTHOOHV ¥ nBlEddlpdisdr) capab@ineHQ SO
OLHU VSpFLILTXHPHQW XQ $J GDQV OH EXW GH OH QHXWUD

Les génesdd ne sont pas fonctionnels dans leur configuration germinale et de
nombreux réarrangements ingédniques sont nécessaires pour permedétrproduction d
F K D v QgHanctimfirelles Les premiers réarrangements ont lieu au cours du développement
% SUpFRFH HW SHUPHWWHQW j FKDTXH (Juhh@CaX @186%2e GIH[S U
processus appelé recombinaisons V(D)J implique les enzymes(jpAG «Recombination
Activating Gene»)) HW SHUPHW GY{DVVHPEOHU OHV VHJPHQWYVY 9 '}
YDULDEOHYVY GH FKDVQHV OlRXddrecteke atEdloir® etl qmpiddis &§, J
UHFRPELQDLVRQV 9 ' - FRQWULEXH j OD Jp QpW DGLLYRHQ VAT X {
Néanmoins, cette imprécisigonctionnelleprovoquedesdécalages du cadre de lectdems
deux tiers des caHW O D S 8 abrW s pré&maturés (PTC poeuPremature
Termination Codom» VXU OHV WUBRXUEBUQLMPLVEGEHUJ OD V\QWsKgVH G
mécanismes de « surveillance des ARN », tels que la dégradation des ARMenagrar
NMD (pour «NonsenseMediated mRIA Decay») sont trés actifs dans la lignégBnguely
etal., 2012)

Mes travaux de thes {LQVFULYHQW GDQV FHWWH WKR@aPDWLTXI
UpJXODWLRQ GH QCalllddussiit developemertt lymphocytaire B tadlif cours
de maprehkqUH DQQpH GH WKgqVH M{DL SDUWLHIQSH j GHQ B 7BW X
SHUWXUEH OfpSLVVDJH GHV WUbBbQDKWL\BYdofiant AW S UR\
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OfpOLPLQDWLRQ GH OYH[RQ YDU isbrE@©f Annéxe 13 DU VgdX U G X F
LQWpUHVVDQWH OHV FKDVQHV G, JOWUHRI@QDAY HIW FERpG REK\W B B
V sont particulierement toxiques et provoquantstressdu réticulum endoplasmique (RE)
conduisant da mort des cellules plasmocytairéSrour et al., 2016)/ fTHQVHPEOH GH FlI
REVHUYDWLRQV D SHUPLVY GH SURSRVHU OfHofjt UaMAHQFH G
différentiation plasmocytairele TIE-checkpoint & Truncatedlg Exclusion»). Ce processus

de sélection négative permetta@ fpOLPLQHU O Higfe@ualx \eipRriant/ dey Ig
WURQTXpHYVY SHUPHWWUDLW GYfRSWLPLVHU POHHN HQPFSR @GVHH \
plasmocytes a longue durée de vie supportant une forte sécrétion d'lg. En recherche clinique,
FHY UpVXOWDWY RXYUHQW GH QRXYHOOHV SHEHOBEWWO¥HN
WUDQVFULWYV GT,J GDQV O smytythibds \(¢ahéeH QadedhutoRrnbe§ L HV S
DOOHUJLHV « 8Q GpS{W GH EUHYHW DWWPWHIIHIFWRR R YIDX'
VXU OYDGPLQLVWUDWLRQ G 1R poud&QixehRse ORgONuGediMdes) Q WLV H G
SRXU IRUFHU OYfpOLPLQDWLRQ GH OfH[RIQNHP BMyBIEh@BEX GHV W
Multiple (MM) (Delpy et al, 23/11/2015, brev&/02017/0893592 Le MM est un cancer
LQFXUDEOH GHV FHOOXOHV SODVPRF\WIH\UpHY GID U PR RUFLOF
dans la plupart des cas. Les traitements AON ciblent des séquences spécifiques sur les transcrits
FRGDQW SRXU 0O¢Y,J PRQRFORQDOH HW SHUPHVSWWHOQDN H5 §/gH0 |
UDWLRQQHO GH FHWWH DSSURFKH GH Vpres¥ibon@§ ehgiteés WKp UL
GT,J WURQTXpHV GpSRXUYXHV GH GRPDLQH VDXIOIrHMH HWQ
DXWRGHVWUXFWLRQ GHV SODVPRE\WWddRpoidtx) IRUoDQW OTDFW

Afin de poursuivre cette thématiqu® 1DL FR QV D Fr& pardXeQ@El nfa Ehelse X
PWXGLHU OfpSLVVDJH D OdhHtedgni Allcou divdanelofpenmertBitavdy G 1, J
/IHV UpVXOWDWY REWHQXV RQWglhbpl¥dE T X 6 HON KG\TS B U SVRD@X
non-productifs), qui accompagne adfUHQWLDWLRQ SODVPRF\WDLUH IDYH}
OHV WUDQV Fuydduetifs. &1 Jién @RR®les aspects valorisation et les applications
WKpPpUDSHXWLTXHV GX VDXW GTfH[RQ FLEODQWS ORMWRWRORB YV
SHUPHWWDQW O 1D GP L Q LinAiid @ iive) @ B Uiy dADX W BATH[ R Q
beaucoup plus fort dans les cellules plasmocytaires, comparativement aux cellules Bt (Ashi

al., soumis : Article L

En complément de ces étudeM DL REWHQX GLIIpUHQWY UpVXOWDW
rétrocontrble positif entre le mécanisme de NMD, contrélant la qualité des ARNm par

dégradation des transcrits non-productifs, et les mécanismes assurant le maintien de la
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protéostasie cellulairgéponse UPR pour Wnfolded Protein Response activation du
protéasomeautophagiedans les plasmocytes. Ces données révélant pour la premiere fois une
coopération entre la surveillance ARN et protéique sont présentés dans la section résultats
(Ashi et al., Manuscrit en préparatianArticle 2). En agissant a deux niveawsette
coopératiorpermettrait de limiter efficacemer® fDSSD U LW L R Gt/@fmalrapliddee Q T Xp HV
et, par conséquenQ T pOLPLQDWLRQ PDVVLYH GH &STERMPKBINYW HYV SDU

$X VHLQ GHV RUJDQHV O\PSKRWGHV VHFNFRQ@GDEBRKXY R DY
DPpOLRUHU OfDIILQLWpPp HW RX FKDQ%HG OWKNF S URS UR pMDpQYL |
GITK\SHUPXWDWLRQV VR Bdndtic Aypet Mutabient) eBde Xdsnr@utation de
classg(CSR pour «Class Switch Recombinatior). Contrairement aux réarrangements V(D)J
impliquant les enzymes RAG, cette seconde vague de remaniements géniques dépend de
OYDFWLYLWp GH O 1 AQAatiBrHn&uced SERididDeaminase») (Di Noia and
Neuberger, 2007; Stavnezer et al., 2088)cours de ma thése jne suis également intéressé
DX U{OH GH O1pSLVEDmathiraiwad sdusRIQp/deessM/@SR. Nous avons
DQDO\WVp ILQHPHQW OH U{OH GHV VLWHVL®FNQ QHXRIVQ X p
OfHQVHMEOHVEREWDWY PRQWUH TXH OD UHFRQQDKMNVDQFH G
1J DXJPHQWH O fDFF H W¢MEh»G AW © BHQO\P My HvehQégalement
mis en évidence que faésence de sidonneurG{pSLVVDJH DFWLYH OD WUDQVI
région S1, en agissant telle une boucle amplificatrice sur le promoteur | situé en évsbt.

et al, Manuscriten préparationsection résultatérticle 3).

La capacité particuliére des LB a faconner leur génome est génératrice de nombreuses
FDVVXUHV GH Of%$'l &HV PpFDQLVPHV GRHWHERRQWRQ® pM WL
GIfpYLWHU GHV HU WHXOWW O R OV VR TOVH CAOg énBelde QeHNesH W O L P

tumorales.
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CDRs1,2et3

Domaine
o [ variable (V)
Région
charniere /%¢
/\ ~S.
-5 — 5
-S— s
G2 |Ga2 .
Domaine
+ constant (C)
G3 G3

Figure 1 : Structure G  XiQrklunoglobuline, exemple G 1 XI@31

Le domaine variable (représenté gris et rouge)estcomposé des régions variables de chaines
lourdes et Iégéres, respectivement,Vet V. Chacune de ces régions contient trois régions
hypervariables (représentées rouge) nommées CDR 1 a @Complementarity Determining
Region"), séparant quatre régions moins variables appélRek a 4 ("Framework Region" ou

région de charpente).

Le domaine constant (représenté orange) est composé des régions constantes des chainets lourdes
légéres (respectivement,@t C,). La région charniére conférant une flexibilité @dfest située

entre les domaines, @ etC,,2.









ii. Organisationdesloci G,PPXQRJOREXOLQHYV

&KH] OD VRXULV FRPPH FKH] OT+RPPH eDHos IdcQHV G
distincts, localisés sur trois chromosom@s. distingue deux loci codant les chaines légeres,
le locus Ig etlelocuslg HW XQ FRGDQW OHV FKDLU@RahisatRXduGHY Ol
locus murin étant similaire a celle du locus humain, la souris est un excellent modele pour
OfpWXGH GH OD JpQ pWRatltX ét a, B042)8 détaRexduddnelidt Mritjuement
OfRUJDQLVDWLRQ GHV ORFL GY,dJ PXULQV VXU OHVTXHOV N\

X Lelocus deschaineslpJqUHV .DSSD ,J

/IH ORFXV .DSSD PXULQ ,J V (dWrohmoseriid) FKHH FRYRRRR R P H
FRPSRUWH GDQV VD FRQIRUPDWLRQ JHUPLQDOHRQQWWMHQ
HW VHJPHQWY - GRQW IRQFWLRQQHON NABXUPRHIORM & R Q
(Figure 2B) (Thiebe et al., 199%iudicelli et al., 2005A0ki-Ota et al., 2012 'T1XQH IDoRQ
intéressante, la moitié des géeneblst positionnée dans le sens inverse des 5 segdiseits
du seul géne constantNCPar conséquent, de nombreux segments V sont conservés pour une
utilisation potentielle lors des réarrangements secondaires qui peuvent avoir lieu avec les

segments de jonction situés en gvalki-Ota et al., 2012)

X Lelocus deschaineslpJqUHV /DPEGD ,J

/IH ORFXV ODPEGD PXULQ ,J V L shrojmosorxer2 @itz FKUR P R
O 1 K R PeBtHissez petit de 200 Kilobases (Kb) et présente une diversité (ftde 2A).
,O SRVVgGH XQH VWUXFWXUH SDUWIPAHXDOWYUH HW GIH/ W I BDR(
FRPSUHQDQW FKDFXQH XQH SDLUH GH VHIJPHQW - HW & Q
clustersordonné: 9 -9 -- -& -- -& HW-9-& -- -& (Eisen and Reilly,
1985)

X Le locus deschaineslourdesIgH

Le locusdes chaines lourdégH murin (Figure 2C) est situé sur le chromosome 12
FKURPRVRPHomnieKkR{ DOKVIpWHQG V&gabake® b)ld®@prend O
plus de 200 segmentss\{dont une trentaine de pseudogénes), une douzaine de segments D
(segments dits de " diversité " propres au locus de chaines lotedesypés en 4 familles
(DFL16, DSP2, DST4 et DQ52Zpour revue_efranc, 2009kt un groupe de quatre segments
Jx tous fonctionnelsPlus de la moitié des segments ®ppartiennent a la famille J558
(Johnston et al., 2006)
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3KDVH LQGPSHQGDQWH G IOV \EBpSHDGEDQWH GH 0fDC

Moelle osseuse Périphérie

Figure3: /TRQWRBIpQLH

Le développementymphocytaireB est divisée en deux phasesprincipales une phaseprécoce
indépendantade O 1 D Q Wd.dBgp@l&htau niveau de la moelle osseusest, une phasetardive
dépendante G { X Qiimulation antigénique dans les organes lymphoides secondaires(rate
ganglionstissuslymphoidesassociésaux muqueuselaguesde Peyer) Lesdifférentsmarqueurs
de surfacepour chaquetype cellulaire B sontindiquéssurle schémaAdaptée G 1 D £bahapliéret
al., 2007



(Q ¥ GHV VHJPHitdWweé&/h@t génes codant les régions constantes répartis
VHORQ O RUGUH VXLYDQW (Brodeur and RibletDL98 REtteOet afl VE007;
Collins et al., 2015) Chaque gene constant est composé de multiples exons codant les
domaines structuraux propres a chaque chaine lourde ainsi que les régions charnieres pour les
IgG. Enfin les exonsle membrane (M1 et M2pdent les rédgnstransmembranairest intra
cytoplasmiquesdes BCRs et, leur absence provoquée par utilisation de sites de poly

adénylation (polyA) alternatifs, permet laécrétion deanticorps(Figure 2D).

2- Le développement B précoce

/1R QaMeBel és lymphocytes B peut étre séparée en deux phases principales,
dépendantes ou non de la présence d'antigiégere 3). La premiere phase de de maturation
LQGpPpSHQGDQW He @Gdoue %D QWY HPZHGH OD PRHOOH.Re8VHXVH
précurseur8 subissent plusieurs étapaarquées par les réarrangememtonnéesles géenes
G T (pbur revue Hardy and Hayakawa, 20Rblink et al., 2004)Plusieurs points de contrble
SHUPHWW H Q\Wati&ip BORetkddchn@ntO fDEVHQFH G {edzéeldnpd FWLY L
Weigert, 200).

I. Les recombinaisond/(D)J

La lymphopoiese B précoce est un processus-@talfies permettant la prolifération et
OD PDWXUDWLRQ GHV O\PSKRF\WHV % LQGpPbQEEZRAPHQW G
fonctionnels OHYV Jq GlbMsaatfdekemaniements géniquesdonnés au niveau des
segments variables V (variable), D (diversité) et J (jonctide3. recombinaisons V(D)J vont

ponctuer les stades précoces du développement B

"fun point de vue moléculaire, lecombinaisonsVDJ sont initiéespar les
endonucléases RAG4@ur « Recombination Activating Gene codées par les genBaglet
Rag2GRQW OfH[SUHVYVLR Qlesligviedlyimphgidad B eBcHatD et al. V1989
Oettinger et al., 1990 Ces enzymes vont introduire des cassures doubles brins (DSBs pour
Double-Strand Breaks) précisément entre une séquence spécifigue nommeée séquence signal
de recombinaison ou RSS (pauRecombination ignal Sequence) et une séquence codante
(dans ce cas le segmeni Bu le segment4). Ces RSS qui bordent tous les segments V, D et
- VRQW FRQVWLWXpHV GTXQ KHSWDPqUH &$&$*7'GHAY GIXQ

extrémement conserves et séparésupar sguence peu conservée de 12 oun8léotides
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nommee <«espaceus (pour revud onegawa, 1983).a longueur des espacetient une place
LPSRUWDQWH GDQV FH SURFHVVXV SXLVITXXX8 QUpDHI UEHX]
segments dont les RSS possédent des espaceurs de longueurs différentes (ne RS32

et une RS23) selon la regle dite « 12/23 ». Or au locus IgH, les segnivenet J; sont

flanqués par une RS&Z3 alors que les segments; Bont ewadrés par des RS2, si bien

TXIXQ VHIVRPHQIR QUUD MDPDLV VD VVRdLreMIeIDNg e MtQ VHJIPH
2004; Schatz and Ji, 2011gt#&tz and Swanson, 2011)

ii. Réarrangements au locus IgHet expression du préBCR

LTHQWUpH GDQV OH OLJQDJIHdiféregiatiomwds eellBIBsReuE@F H S D L
hématopoiétiques (CSHn progéniteurdymphoides communs dits « CLP » (communs aux
LB, LT et cellules NK pour« Natural Killer») /fH[S U H \facteRr® dé&tkanscription
(commeE2A, EBF] PUL Ikaros, Pax5)SHUPHW HQV XL Wars@ figh€eJBed HP HQ W
OTH[SUHVYVLRIE dgaddient BSAP powuB-cell Specific Activation Protein »)
MRXH XQ U{OH HVVHQWLHO G@@Me@éruRralabdBROK,R@7EH4rdY 1L GHQ
et al., 2007; Nutt and Kee, 20aViandel and Grossched|, 2010

/I THQJDJHPHQW GHV &/3 GBbQWDE W @OULLINQD $B Wo CHNHWS UH V Vv
du marqueur B220 (récepteur du CD45), on parlera alors de cgltélgso-B. Précurseurs B
les plus immatures, elles expriment notamment les marquitretcCD43 maisifH[SULPHQW
pas encore CD1Hardy et al., 1991, 2007; Rumfelt et al., 20B@dzevich et al., 200)7Le
stade prépro-B marque le débutes UpDUUDQJHPHQWY GHV JqQH& G ,J ,0
locus IgHentre un segmentiet un segment et VIRSqQUHQW VLPXOWDQpPPHQW V)
lls aboutissent a la formation de segmegtarangés Dy Ce premier événement caractérise

le stadgoro-B dit « précoce »(pour revuelung et al., 2006)

Le locus IgH subit ensuite un second réarrangementgemaueentreun segment
et lesegment DJ préexistantCette étapacheve ainsi la formation de I'exon codant la région
variable de la chaine lourd@-igure 4) et caractérise le stadpro-B dit « tardif ».
Contrairement aux réarrangementsaliéliques D4, le réarrangement¥DJ+ se produit de

fagon asynchrone sur un seul alléle IgH.

Pour tenter de comprendre comment lesarrangements V(D)J ciblent
préférentiellement un allele sur un méme locus, Mostoslaesky., ont analysé leur vitesse

de réplication au cours de la division cellulgdMostoslavsky et al., 2001¢es auteurs ont fait
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Figure 5: Réarrangements V(D)J ordonnés eSKpQRPqQQH GIH[FOXVLRQ DOOpOI

Cettefigure montrequele réarrangemend,, versJ, a lieu surles deuxallélesdesle stadepré
pro-B. Ensuitela recombinaisonG { X&gmentV, sur le segmentDJ,, déjaréarrangéVIHIIHFW XH
surunseulalléele (phénoméneG | H [ F Gaéliqu® durantle stadepro-B. Si ceréarrangemergst
productif(VDJ*, partiedu hau) et quela chainelourdepeut V § D V \aRaptdddéchainelégére
pour former le préBCR, la signalisationen aval de ce récepteurpréB permeta la cellule B de
poursuivresamaturationet G § D F Mskédiradgementdesgenesde chainedégeresParcontre,
deuxfois surtrois, le réarrangemeni¥ DJ estnon-productifet entraineO § D S S BddhaddhbdnrQ
sens(VDJ-, partie du bas) Un secondréarrangemen¥DJ V § H | | Hlerd/sXrHe secondallele
IgH. Les cellules présentantdes réarrangementsi-alléliques de type VDJ/VDJ* peuvent
poursuivreleur maturation,tandis que les cellules hébergean® réarrangementaon-productifs
VDJ/VDJ sontéliminées Ensuitele réarrangemensur le locus des chaineslégeéresa lieu au
niveau du stadepréB. /1 p V&> Warrangementses génesvariablesest indiqué au sein des
cellules (dansles cercles)et les pourcentagesndiquentla proportionde cellules présentanta
configurationindiquée ' D S Uuggdétal., 2006



OH FRQVWDW TXH WRXV OHV ORFL GY,JO/XBLWVMWQGMH XRYIR HJ
les alleles contenant les genes TEXRour « T Cell ReceptorE») (Norio et al., 2005)Cette

réplication asynchrone semble marquer chacun des alleles dés le stade embryonnaire et avant
OfHQJDJHPHQW GIXRWGH OHJI@pHR Q\PGWpUHVVDQWH OfDOO
de réplication rapidessN FHO XL VXU OHTXHO VfLQLWLH OHVQHM-RPEL
lourdes(ou V vers J pour les chaines léggrégnsi cette réplication asynchrone semble étre

OD EDVH GX SKpQRPgQH GTH[FOXVLRQ DOOpOLiDesH DX FF
modifications asymétriques de la structure chromatinienne (acétylation des histones,
GpPpWK\ODWLRQ GH Of$'l« YRQW DORUV RPDHN SR@ GXDYIHG |

augmentant ainsi leur accessibilité aux enzymes RAGstoslavsky et al., 1998, 2001)

6 XLWH j FHVY UHFRPELQDLVRQV -Oé&ssigel pARND)ESWLRQ G
LQLWLpH j SDUWLU GX SURPRWHXU VLWHKDp lHfomfite@lduOD UpJ
segment Vi recombineoupV) /TH[RQ 9'- DLQVL IRUPp HVW DVVRFLp j O
épissage du prARNm (Weichhold et al., 1990Huber et al., 1993)our revueZachau, 1993
Dudley et al., 2005)

Si le réarrangementidDJ4 est «productif» | fH[SUHVVLRQ GIXQH FKDvQH O

GH VIDVVRFLHU j XQH SVHXGR FKDvVQWré&Bp(Chlrba) étRUPpH SD

& E YD DORUV SHUPHWWUH O 71BCGRE:HWIM® IH POIWE p B QAEH. U
cellule austade préB. /1D V VR F L D BICR @QuxGnléBulep de transduction du signal
,J. &' D HW ,J pe&net Ene cascade de signalisatiopretoque une expansion
clonale. De facon concomitante a cette prolifération, le signabpe5 UpSULPHNOYH[SUH
GHV HQ]\PHV 5%* &HFL D SRXU FRQVpTXHGRBtGaISELEHU O
@dtrealléle IgH dans un statut de réarrangemiasbmplet DJ) (Figure 5) (pour revuelung
et al., 2006)Ce processuG fH[FOXVLRQ DOOpPOLTXH SHUPKEWIr@gD V\QWK
DX VHLQ G{XQH PErfrdvaRth@®©danx @ HKawou le réarrangement MB3iir le
premier alleleestn el BURG XFW LI O 9YDEVHQBERGUWHI§SI&EaVrang&@nGH SUp
Vu vers DJisur le second allele. Si dernierest productif etSHUPHW OfHp@BERYVLRQ G
la cellule Bpoursuit sa maturatiort Bébergeant des réarrangemertalldliquesde typeVDJ
/VDJ". Enabsence de2arrangement producsiir les 2 alleéles IgHa cellule est éliminée par
apoptose(Alt et al., 1984; Ehlich et al., 1993; Rajewsky, 19963 prise en chargeed
WUDQVFULWYV L Vroductipat |€djfigerdsoerahisprirsle surveillance des ARN

sera décrite au chapite
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Lasignalisationenavaldupréga &5 MRXH XQ U{OH FUXFLDO GDQV OH I
alléliguedes alleles IgHCette étapeSHUPHW GH Y X@aHviedoeHB exdriie une
chaine lourdenique efonctionnelleDYDQW GILQLWLHU @hbeudtpfcbadinBsQ JH P H (
légeregMartensson et al., 2007A cestade intensif de prolifération les cellules sont appelées
«large pre-B », en référence a leur grande taille. Pour permettre la transition vers le stade
«small pre-B », le signal praBCR exerceun rétroecontréle négatif sur la transcription des
génes cdant la pseudo chaine légére, ce qui va inhiber sa pegpression. La diminution du
VLIQDO VIDFFHQWXH j FKDTXH GLYLW. RQ FHOW WOBH D &H|
et a un chargnment morphologique des cellules. Ces cellglaall pre-B réexpriment alors les
enzymes RAG, avec pour conséquence le déclenchement des réarrangerdesis s loci

des chaines légergpour revue Reth and Nielse2014)

Comme pour les chaines lourdes, les réarrangements V vers J aux loci des chaines
OpJqUHV VIHIIHFWXHQW VHORQ OD Ug{H O pJglHV U BWER
GYDERUG DX ORFXV ,J SXLV DX O RI&eciiepd. Uv téa@ahyensedtH P L H U
V Nvers JNproductif, codant une chaine légegkdFDSDEOH GH VIDVVRFLHU DYHF
— SHUPHW OYH[SUHVVLRQ GTXQ %&5 GRQFOQUORJAG j/IFHQ2
pré % &5 GLPLQXH OYH[SUHVVLRQ GHV HQ]\P R PE*QDWVRRYC
ITHI[SUHVVLRQ G 1 X Qnaén &boreRdffmargur @ Qaldsage au stade de lymphocyte
Bimmature 3DU FRQWUH VL OH SUHPLHU DOOQgOH W BWHDQRIHD G
de signal BCR autorise lescaambinaisos sur le second allele Iy Si les échecs se répetent,
FIHVMWRFXY TXL VHUD UpDUUDQJp VHORDF®MD G KRHH H]BEQEP
seul type de chaine légeid¢R X (Gorman and Alt, 1998; Mostoslavsky et al., 2004; Jung et
al., 2006) A la différencedesjonctions VDJde chaines lourdeagui présentent une grande
GLYHUVLWp JUk©8H Q) YMHOMN & ReOnitaHeoxynucleotidyl Transferasg

les jonctions Vaux loci des chaines légéem®sentent trés peu de «dWersité »

Les cellulesB immatures exprimant un BCR fonctionnel de type IgM vont subir un
deuxiéme point de controle& LVDQW j OLPLWH BCR §tdr&aotisV(¢.LqRiQ GH

reconnaissent desg du soi)

Au cours de coint de contrélaun phénoméne de sauvetagmnu sous le nom de
O 1 p G L \BCHAY QReGeyptorEditing ») peut se produiraulocus IgN(Figure 6) (Hertz and
Nemazee, 1997; Melamed and Nemazee, 1997; Sandel and Monroe, 1999; Casellas et al.,

2001) Ce processus cible les cellules B qui ont échappé a la sélection négabipéraa des
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réarrangements secondaingsant a modifier le réarrangementNNafin de produire des

nouvelles chaines légerés\Vex@ifirerun BCR compatible avec les éléments du soi. Le locus

Ig Npeut également subir des réarrangements de type RPPRS pour «Recombining
Sequence), durant lesquels un segmentNge recombine avec la séquendRS inactivant
ainsilelocusiIN HW DXWRULVDQW GHYV UpDUhbD & JddisHiQEdry VXU OF
and Melamed, 20045 ce processus se révele infructueux, alors la cellule est soit éliminée

par des méaasmes d'apoptoggartley et al., 1993; Norvell et al., 1995pit inactivée par
anergie(Pike et al., 1982; Goodnow et al., 1988)

Les cellules B immatures exprimant B&R fonctionnel €non auteréactif quittent
alorsla moelle osseuse afin de rejoindre la circulation sanguine et les organes lymphoides
secondairegrate, ganglions, tissus lymphoides associés aux muqueuagqaes de Peyer

pour devenir des cellules Batures.

3- Le développement tardif: maturation des cellules B

Au sein es organes lymphoides secondsites cellules BPDW XUHV 8div&YHQW V9
par k& ligison de leur BCR avec un Ag. Ce développement tardif est donc dépendant des Ag et
pernet une difféenciationen SO DV P R F\W H V aiMipdtpsqidnxllulds Brfiémoires.
&HWWH VHFRQGH SKDVH GH OD O\PSKRSRw§W®QK %% DD BRQMWV JW Kk
DX SKpQRPgQH GITK\SHUPXWDWLRQ VRPDWLTERHV®&aOX HW G

varier aprés activation de la C$%&t chapitre 18 4-ii et4-iii).
I. Le stade B transitionnel

Les cellulesB transitionnellesfont le lien entre les cellules B immatures de la moelle
osseuse et les cellules B matures périphériques. stadecescellulessont caractériséesap
OYH[SUHVVLRQ GH PDUTXHXUV GH VXU IBlFtdn &al., 1982; HW +
Norvell and Monroe, 1996; Allman et al., 2008} laceH[SUHVVLRQ GIX@D6b &5 GH F
HQ SOXV GHKOMH,JOXQ PpFDQLVPH Gifpexans \¢dvIiDRQOW H&J-Q DHNWL
(Figure 7) (Mountz et al., 1990pour revue Chen and Cerutti, 201Cependant, les cellules
B transitionnelles forment une population hétérogene. En fonction de leur localisation, de leur
phénotype et de leur fonction, elles peuvent étre divisées en troipgauiations les cellles
B transitionnelles de type(T1) [IlgM"9MgD'*“CD23], de type T2) [IlgMM"IgDMI"CD231]
et de type 3T3) [IgM'¥IgDMI"CD23"] (Figure 8) (Allman et al., 2001)
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Localisation = Sousensemble des cellules B Phénotype Moléculaire

Rate B transitionnel type 1 (T1) CD19' CD93" IgM " CD21 CD23
B transitionnel type 2 (T2) CD19' CD93" IgM " CcD21" cD23"
CD19" IgD" IgM '™ CD21" CD23"

B de la zone folliculaire (FO)

cDidov
+ low hi hi ow
B de la zone marginale (M2) CD19hiIgD lgM™ CD21" CD23
CDid
CD19°"" CD138 CD93" MHCII *
Plasmablaste s
Ki67
Plasmocyte CD19°V- CD138 CD93"
Cavité péritonéaleB-1a CD19" CD11b" CD5"
B-1b CD19" CD11b" CD5

B-2 (ou B "conventionnelles”) CD19" CD11b CD5

Figure 8 : Marqueurs exprimés par les principales soupopulations de cellules B chez la
souris

Les principalessouspopulationsde cellules B murinesretrouvéesdansla rate ou la cavité
péritonéaleet leur phénotypeamoléculairesontprésentésAdaptée G 1 D PidgiShenet Simon
Fillatreay 2015

Pulpe Rouge
Pulpe Blanche

Zone marginale

Sinus marginal

PALS
Artériole Centrale

Réseau de canaux

Follicule
Artériole

Figure 9: Représentation schématiqueGH O 1 D U F d#ellavadtie= W X U H

(Haut) SchémaG 1 X&ed-Heprésentant les deux zorlagulpe blanchetla pulpe rouge.

(Bas) Un zoom surla pulpe blanche avec notammeid,localisation dela zone marginale,
frontiére entre les pulpes blanchkerouge, contenant les lymphocytes Bldezone marginale
(MZ). Dans la pulpe blanche seront retrouvés également, des PALS (Peuiarteriolar
Lymphoid Sheatpy des follicules dans lesquels sont localisés les lymphocytes B dit
folliculaires (FO) ainsiT X fr&g@au de canaux. Adaptée i D Batistaet Harwood, 2009



Il est généralement admis que les cellules T1 sont phénotypiquement proches des
cellules B immatures ete situentwu niveau de la moelle osseuse, du sang et deHa ra& THV W
au niveau des manchons lymphoides-pégériolaires, PALS (pour Reriarterial Lymphatic
Sheaths») situés dans la pulpe blanctiégure 9), que ces cellules vont subir une sélection
négative aboutissant a leur élimination par apoptosder et al., 1999; pour revue Chung et
al., 2003) Les cellules Thyantpase ce point de contrdlentrentalorsdans les follicules de
la rate et deviennent deellules 7 /I THQJDJHPHQW GX %&5 GHV FHOOXO
sélection positive permettarieur différenciation en cellules B folliculaires (FO pour
« Follicular B Cells») ou cellules B de la zone marginale (MZ poaginal zone B cells)
(Su et al., 2004Srivastava et al., 2005

Diff érentes théories ont été proposées quant a la nature des &lMaasitionnelles
T3 (pour revue Allman and Pillai, 20083asé sur des expériences de marquage Brdur «
Bromodésoxyuridine), il a été proposé que les T3 représententoante intermédiaire de la
scene daléveloppementl=> T2 => T3=> B maturefAllman et al., 2001)En revanche,
GIDXWUHV pWXGHV VXJJqUHQW TXH FHWWWHUEBRGNED WLRQ
(Teague et al., 2007Ces cellules T3 semblent en effet principalement-gtdotives et

pourraient correspondre a une population de cellules anergMee=ll et al., 2006)

ii. Le stade B mature

Selon leur phénotype, leur localisation et leur fonction, les cellules T2 vont se
différencier en celluleB maturesqui peuvent étre subdivisées en deux populations distinctes
les cellules de la catégorieB FRQQXHYVY FRPPH pWDQW GHV FHOOXOHYV
naturels(Reynolds et al., 2L5 Baumgarth, 2016et les cellules de la catégorieZBqui sont
SOXW{W DVVRFLpHV j OfLPPXQLWp OV FEFWOWXITIHV (D FRWY YHI
dont font partie les cellules B de la zone folliculaire (FO) et celles de la zone atar@t)
(Figure 10) (Pillai and Cariappa, 2009)

x Les cellules B1

LescellulesB-1 sont majoritairement rencontrées au niveau de la cavité péritonéale et
pleurale(Martin and Kearney, 20019u dles peuventreprésente M X V BX § j60% dda
population B(Baumgarth, 2013, 2016)escellulesB-1 sontextrémement raresu niveau de
la rate et des autres organes lymphoides (0,2 de4B totau)x Cescellules représentent
une population hétérogene divisée en deux-stasses XU OD EDVH GH OTH[SUHVVLR
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de surface CD%B-1a CD5" et B-1b CD5) (Haas, 2015)Les cellules Bla produisent des

anticorps naturels importants pour la protection précoce, alors que les celitesdht

induites aprés exposition a un Ag, fournissant ainsi une piategtiong termg¢Haas et al.,

2005) Bien que I R U Ldd. €g#i cellulesoit encore controverséelles sont facilement
JpQpUpHYV j SDUWLU GHV Sdi pHHXWY BXBG XFHV LRIOH HYWDWp G X L
(MontecineRodriguez and Dorshkind, 2012)

X Les cellules B2

Lescellules B2 appeléesussi «cellules B conventionnelles se regroupent en deux
sousensembles de cellules B maturéss cellules B de la zone marginale (MZ) et les cellules

B de la zone folliculaire (FQ(Figure 10).
- Les cellules B de la zone marginale (MZ)

Lescellules BMZ représentent 5 a 10% des cellules B de lagasont localiséea
O 1L Q Viddd pulpebtancheet la pulperouge(Figure 9) (Cerutti et al., 2013)

LescellulesB MZ possédent des fonctions similaires aelulesB-1 et présentent
WRXWHY GHX[ GHV IDLEOHV WD X[OGIXU 8 HIL4 R RVEDEELIR QV D X ¢
BCR présente souvent upelyréactvité voire undaible autoréactiité. Ces cellulesont ainsi
capables de reconnaitre des motifs commuds aombrewpathogenes (les PAMP) ou des
débris de cellules apoptotiques (DAMPJartin and Kearney, 2002; Pillai and Cariappa,

2009) Ces cellules sont caractérisées égalemenuparforte expression de réceptelitR

(pour « Toll Like Receptor» FDSDEOHV GH UHFRQQDLWUH GHV PROpF
telles que leslipopolysaccharidesl(36 RX HQFRUH FHUWDLQHV VpTXHQI
(Genestier et al., 20Q0Rubtsov et al., 2008Braun et al., 2007/L{DFWLYDWLRQ VLPXO\
%&5 HW GHV 7/5V YD LQGXLUH XQH GLIVYWYHWEBhD/WXREY GHEB Q
a courte durée de vie, majoritairement de facon T indépen(datén et al., 2001Balazs et

al., 2002 /D PDMRULWpP GHV ,J VpF Wy WadHive Pattld ReeIMle€BTLVRW\S
MZ peut sécréter des IgG ou des IgA aprés avoir subi une(ka&ennan et al., 2003).a
VPpFUpPpWLRQ HQ JUDQGH TXD Q Wewne @gbnde GpideD inBapandBntéL Q L W
j OD UHQFRQWUH GITDQWLJqQHV WUDQMBRUSWHPNVQ EDEDOHGHD
(Cerutti et al., 2013)
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Figure 11: Prolifération et différenciation descellulesB danslescentresgerminatifs

Les lymphocytes B activés par la rencontre avec I'Ag vont former la population des
centroblastegui proliferentdansla zonesombredu centregerminatif(Dark Zone et vont subir
le processusGhfypermutationsomatiquegSHM). Cescellulesvont ensuitemigrerdansla zone
claire (Light Zone et formerla populationdescentrocytesCesderniersvont étre sélectionnés
pourleur affinité avecl’Ag, avecl'aide desFDC (cellulesdendritiquedolliculaires) et desTFH
(LT auxiliairesfolliculaires). lls ont alors la capacitéde retournerdansla zonesombre Les
centrocytessélectionnépeuventensuitesubir desévénementsle CSR puis se différencieren
cellulesB mémoiresou enplasmablastes I D S DejsifvaetKlein, 2015

JLIXUH BULQFLSDX[ DFW HpBJhaM s&HdOcghi® yethn&diF WLR Q 7

Les différentes interactions entre les cellules T, (T-cell Follicular Helpe) et B sont
consécutivess O 1L QW H U@ D O pavi®DBTR.FCE Ag estapprétéet présentéiia le CMH

de classell aux cellules T, exprimantun TCR spécifique de ce complexe antigénique
peptide/CMHII Les cellules T, sontcaractériséepar la sécrétionG J-2Let OTH[SUdMIVVLRQ
récepteuraux chimiokinesCXCR5 permettanteur migrationdansle follicule et leur maintien
dansdele centregerminatif Le signalfournit aux cellulesB via lesinteractionsCD40-CD40L
permetleur survie et leur prolifération ' D X Vihteétddtfionsnotablessontfaitesvia ICOS et

ICOSL pourformer descontactsstablesT-B. CXCR5: ChemokineReceptor ICOS Inducible
COstimulator ' 1 D S Buglansh&hekhaset Xi Yang 2012



- Les cellules B ded zonefolliculaire (FO) et formation du centre
germinatif (GC)

LescellulesB FO représentent la majorité desllulesB de la ratgAllman and Pillai,
2008) /TDFWLY & cdl@esGat un antigene emtrainerOD IRUPDWLRQ GTXQ
germinatif (QC, pour« germinalcenter») qui constitue un foyer de prolifération intense dans
lequel les LB interagissent avec les cellules Tauf «LymphocytesT follicular helper»)
(Figure 11) (Okada and Cyster, 200Qj et al., 2008pour revus : Batista and Harwood, 2009;
Qi, 2012)

Au cours de la réaction dGC, les JqQHV G 1, Jsubiddey idapavigements
secondairesomme |IeSHM permettant de favoriser le développement des cellules exprimant
leslgGH SOXV KDXWH DIILENeWtpeSdIKIgs B DT \&xprdmeftiiement
OTHQI]\PH $, 'AcB/&i¥rkinducedcytidine Deaminase»), indispensable aux processus
de SHM et de CSRLa prolifération et la sélection des clones sont séparées physiquement : la
prolifération a lieu dans la « zone sombreuwDZ (pour« Dark Zone») du GC, tandis que la
sélection a lieu dans lazene claire »ou LZ (pour« Light Zone»), en présence deTth et de
cellules dendritiques folliculaired=DC) (Figure 11). Les LB peuventeffectue plusieurs
allersretous HQWUH OHV GHX[ JRQHV DILQ GH VpGSRRW LCRI@@MNUL Do
En effet, IeGC est une structure dynamique dans laquelle une noigiaterzone est autorisée.
Plusieurgttudes ont montré que le mouvemPdtvers LZQ THV W SeotidnixeeL gk s
centrocytes dé&.Z sélectionnés positivement peuvent retourner dam¥Zlafin de subir un
QRXYHDX F\FOH GH SUROLIpUDWLRQ PXWDWLRQ HM®J GYH[SL
(pour revues MeyerHermann and Maini, 2005; De Silva and Klein, 20X5¢ phénomene
appelé «yclic reentry2 D pWp REVHUYp SDU O i 8 rhodéiled XVVHQ]
XWLOLVDQW GHVY FHOOXOHYV SKRWRDFWLYDLEOHOD VXIHRQK L
LZ en 4het que 10% font le chemin inverg¥ictora et al., 2010)Aprés une phase de
proliférationdans la DZ, les cellules Bont entrer en compétition danslZ pour interagir
avec les Ofh et les FDC (Figure 12) (pour revue MaclLennan, 1994/ictora and
Nussenzweig, 2012Victora and Mesin, 2014)Cesinteractionsfourniront les signauxie
survienécessairest permettront de seélectionner les agant un BCR deofte affinité visa-

YLV GH OY%D Whidgwldd du GCexprimentfortemente récepteupro-apoptotique
Fas CD95 (Naito et al., 2007%t, en absence de signaux de sureie cellules B exprimant
un BCR de faible affinité (ou auteréactif) entreront en apoptosée processus de CSR

permettant de modifier les propriétés effectrices des Ig se déroule également dans les GCs. Ce
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phénomeéne sera détailié § 4-iii . La réaction du GC aboutit au final a la diféciation des
cellules B activéeen cellulesB mémoires ou en plasmocytesécréeurs G 1D Q WhdaR U SV
revues : De Silva and Klein, 2015; Mesin et £2016)

4- RecombinaisonsVHFRQGDLUHV BN ®IRL G ¥, J

Comme énonceé précédemmees, cellulesB activées peuventsubirdes remaniements
secondaireD X QLYHDX GH OGXKNSHQRXVEH WL RMetVarRehDDNUatiOK H 6 +
isotypique (CSRou « switch »). LaSHM F R U U H V SiRI@®njdefiutations dans la
séquence codant les régions variables desines lourdes et légére§ 1, permetant
GIDXJPHQWHU OfDIILQLWp SuRSXreLo@Mimaigon prktahtte c¢Eanged5 HV W
O TLV RKEWIg8Kprimée, en remplacant le géde SDU XQ JgQH ORFDOLVp HQ I

autre isotype, sans modifier la région variable.

I. AID : enzyme clé des recombinaisons secondaires

Bien que la SHM et la CSR ont des fonctions différentes, ces deux proazgsnses
SRXU OD GLYHUVLILFDWLRQ GHV DQWLFRUSV $QpFHVVLYV
essentiellement exprimée au niveau deq8@ramatsu et al., 1999%a délétion chez la souris
QYDIIHFWH SDV OH GpYHORSSHPHQW (MaramatswetialQ RODH OD 6-
Cette petite protéine de 26 KIPEO8 acides aminégpt codée par le geeda etappartient a
OD IDPLOOH GHV GpDPLQDVHV p G IAROUdoprbitdin BMRNARitHG 2 % (& S
EnzymeCatalyticComponent») qui est un sousJURXSH G{XQH V X&h1adesPLOOH
Zinc-dépendantegConticello et al., @07).

/I TDSSDULWLRQ GHV SURWPLQHV $,"' $32%(& DX FRXU'
VLPXOWDQpPHQW j OTDSSDULWLRQ GHHWQWL F AEautpdpdvG D SW |
Conticello, 2008)Les plusDQFLHQV KRPRORJXHV GT$," RQW pWp LGHC(
cartilagineux et chez leagnathes (poissons sans méachoires, tels que les lamproies). Leur
découverte obz les agnathes est particulierement remarqu&}dLVTXH Ofle e X QLW p
vertébrés ne repose pas sur des lg, mais sur des récepteurs variables nommés V&R (pour
Variable Lymphocyte Receptoy) (Conticello et al., 2005; Rogozin et al., 2007)

IO D pWp GpPRQWUp TXT1$,' DIJLVVDLW V Xdihgesgend VLPSOF
DNA ») (pour revue Di Noia and Neuberger, 2007% § H Vwtitxptbtéine dite «avette»,
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Figure 15 : Principales étapesintervenant dans le processus GhHfpermutations
somatiques

AID initie les hypermutationsomatiquegpar déaminatiordescytidines(C) surun brin
G 1 $ ' 1a déaminationde C conduita O Y D S S DAL\ IDRF@ @nHantlieu a un
mésappariemertd:U. Ce mésappariemerserapris enchargepartrois voiesdifférentes.
la simple réplication,le mécanismedu BER (pour « Base Excision Repair »), ou la
MMR (pour« MisMatchRepair»).

UNG: Uracil DNA Glycosylase; EXO1: Exonucleasel; MSH: homologue of
Escherichiecoli MutS ; POL : polyméras€DNA directed- . PCNA: ProliferatingCell
NuclearAntigen ' D S Beajédetal., 2008



elle est principalement localisée et maintenue au niveau du cytop(&ada et al., 2002;
Schrader et al., 2005nais elle exerce son activité dans le noyau des cellules B adlitcées
et al., 2004; Patenaude and Di Noia, 201@) fonction de cette enzyme est régulée par
phosphorylation qui se faitia la protéine kinasé (c-AMP- dependent Protein Kinase) A
(Basu et al., 2005)

/T HQ]WMHcatalyse la déamind LRQ GITXQH &\WRVLQH & HQ 8UDFI
SDUWLFXOLHUYVY DX QLYHDX GH Of%$'1 D S6tspotp\D@ieLe WV FKD
al., 1998) Ces sequences ont le motif suivant WRCY (W = weak = dA/dT, R = purine = dA/dG
et Y = pyrimidine = dT/dC)(Figure 13) (Basu et al., 2009; Hwang et al., 201%e
PpVDSSDULHPHQW G8 G* UpVXOWDQW GRKOpSEMER® G135, |
V\VWgPHV GH UpSDUDWLRQ GH Of1%$'l DIL@ @GHIV SWIRGWK LOIH ST
YDULDEOH GHV FKDVQHVY ORXUGHV HW FKIpVUY4XUMNMVGE RX EFONVG
sein des régions répétitiveswitch » au locus IgH (cade la CSR)Di Noia and Neuberger,

2007; Alt et al., 2013)Les différences entre ces deux mécanissoed principalement dues
aux régions ciblées par AID et la facon dont sera@ités lesnésappariements.

il. Hypermutation somatique (SHM)

Les recombinaisons des segments géniy{E9J déterminent le répertoire primaire
GHV ,J $ILQ GIDXJPHQWHU OfDIILQIPW} BW LIRHOW WIS WHR
niveau des genes de kgion variablearle processus de SHMesP XWDWLRQV VRQW GH
de 10 mutations pour 1000 fpour revueSeki et al., 2005¢t VIDFFXP X O HEé€gWwnG DQV Ot
hypervariablesCDR (pour «Complementarity Determining Region). La fréquence de ces
mutations est maximale au niveau des négiariables et diminue ensuite de maniére de fagon
a ne pas affecter la partie constante dd§&igure 14) (Rada and Milstein, 200Peled etl.,
2008)

Les mutations sont la résultante de la prise en charge des mésappariements dU:dG qui
GpFRXOHQW GLUHFWHPHQW GH OD GpDPEQD® EBP@uigHY F\WR
ces mutations sonintroduites ultérieuremendlurant la répkation lorsque se produit la
réparation des résidudraciles (Figure 15) (Rada et al., 1998Hwang et al., 2015)Les
Uraciles générés vont, soit étre ignorés par la polymérase qui va les considérer comme une
Thymine (T) et ainsi insérer une Adénine (A)d®nc créer une transition C:T (Cytosine

Thymine),soit étre excisés patJtacile Glycosylase (UN@our « Uracil-DNA glycosylases
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LocusIgH dans des LB exprimant undgM et/ou unelgD

o[ M

&HUFOH GYH[FLVLRQ

Recombinaison de classe , .
ou « épisome»

vers IgA

Locus IgH dans LB SHS:

exprimant une IgA

Figure 16 : Mécanisme général de la commutation isotypique ou CSR (Class Switch
Recombinaison)

/TH[HP &d be@nementde CSR vers IgA est représenté La fleche rouge symbolise
O T L Q La¥a Danstripti@na partir du promoteurpV,,. Les promoteurssituésenamontde 6
et S. (flechesbleue)vont initier la transcriptionde deuxrégionsS cibléespar le processusle
CSR LesschémasG  p S LAESARNR  /etdutranscritgerminal . sontreprésentésousle
locus, en haut de la figure. La transcriptiongerminalepermeta l'enzymeAID d'initier des
cassureslanslesrégionsS. Cesrégionsvont ensuiteétre recombinéegntreelles, rapprochant
ainsile genecodantC ., du pV,, etdel'exonVDJ réarrangéour permettreda productiond'IgA.
Un cercled'excisionappeléépisomeintervientdans O § p O L P deQaprtieRitQéeentreles
deuxrégionsS. Adaptéed'aprésStavnezeetal., 2008



»). Dans ce second cas, des sites abasiques vont étre générés et pris en charge par le mécanisme
du BER (pour Base Excision Repa#) qui grace a l'action de polymérases peu fideles, telles

gue REV1, pol (pour« DNA polymeraseBeta»), pol (pour« DNA polymeraseeta»), vont

remplacer le site abasique par une base aléatoirement choisie A, C,(Weall&s et al., 2008

Chahwan et al.,, 20)2HW GRQF LQGXLUH GHV WUDQVLWLRQV UHPS
SXULQH RX GTXQH S\ULPLGLQH SDU XQH S\ULPLGISPHJ RX G
pyrimidine ou pyrimidine par purine). Les basesogirant le site abasique peuvent également

étre la cible de ces polymérases, dans ce cas les mutations induites seront djattiong
repair”(Peled et al., 2008fnfin, une derniére possibilité peut résoudre ces sites abasiques, il
s'agit du MMR(pour « MisMatch Repair). Dans le cas du MMR, les mésappariements sont
reconnus pdthétérodimére MSH2/MSH@our« MutS Homologue 2 et §), les changements
conformationnels médiés par I'ATP promeuvent le recrutement de P@&NA«Proliferating

Cell Nuclear Antiger») et de I'exonucléase EXO1, qui vont exciser le mésappariement ainsi

gue les 20 a 30 nucléotides voisins de la cassure. Des polymérases infideles seront alors
recrutées pour combler ces lésions et particulieremgrilyenérase (Figure 15) (Peled et

al., 2008)

iii. Commutation de classe (CSR)

La commutation de classe (CSR pourClassSwitch Recombination») permet
OTH[SUHVVLRQ GH GLIIpUHxdr\a tpéefidité auntigen® fie.JLe vbiQde F
OYLVRW\SH SURGXLW GpSHQG GH OfHQYLURWQRAHW HQ B/R NV PHK
Par exemple, chez la souris, une stimulation des cellules B en présence &€pdG«
7TUDQVIRUPLQJ *UBHR BWkKseuDd=OBR/Ers IgA (Figure 16). Alternativement,

XQH VWLPXODW L R-@fandpsSHOBSRIEQ I§gEL & [pHGrawunder et al., 1997)
En réponse allPS sans additio de cytokine, les isotypes prédominants sont les IgG3 et
lgG2b.

X Lesrégions« switch » (S)
En amont de chaque région constante, sauf pdggseXrouve une régidh («switch»)
constituée de nombreusssquences répétées riches en.@£3 séquences S présentent des

tailles comprisegntre 1kb et 12klet sontla cible des mutationsduites par AID,j OfRULJLQH
descassures doublerins (ODSB) requises pour Il CSR(Dunnick et al., 1993)

De nombreux travaux ont mis émidencd'importance de I'orientation, de la longueur
HW GX FDUDFWqUH UpSpWLWLI GHV UpJGREW & QRMADXPUPHH\Q Y
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«boucles R» (ou«R-loops») (Figure 17)(Luby et al., 2001; Shinkura et al., 2063 amlichi

et al., 2004; Zarrin et al., 2005, 2008n effet, lors de la trangption de ces régions S, des

hybrides ADNARN vont se former et stabiliser cefRRdoops» dans lesquelles le brin non
PDWULFH GYT$'1 YD rWUH L VR O p(pbuWretLesQO@Eegai mrdHS¢hatzE OH | $
2006; Vertino and Wade, 201Ravri, 2017)La richesse en G du brin matrice est essentielle

pour maintenir ces structures stal{i@sang et al., 20145 TR OfLPSRUWDQFH GH OfYR
régions S, une inversion de cetlieconduisant a une inhibition de la C8Paniels and Lieber,

1995; Kinoshita et al., 1998; Yu et al., 2003; Zarrin et al., 20043 r@ions S sont donc

requises pour permettre une CSR optinfaldy et al., 2001; Shinkura et al., 20@631amlichi

et al., 2004Zarrin et al., 2005, 200®our revueChaudhuri et al., 200Grigera et al., 2017

X Lestranscrits germinaux

En amont de chaque région S, on trouve un exon | et un promoteur, qui initient la
production des transcrits germinaux, dits aussi transcrits stérilkks@u codants» du géne
Ch associgSnapper et al., 1997; Manis et al., 2002)us les transcrits germinaux lors de la
CSR ont une structure analogue. Le Tp&ur« Transcription &artSte») HVW ORFDOLVp H
de chaque région S au niveau du promoteur I. Aprés initiation, la transcription se poursuit a
traveU \eéx@nfl non codant, traverse la région S intronique et les différents exons congtants C
HW VIDFKgYH DX VLWH GH SRO\@FiGye 8] Datthewset . RRORPD O GHYV

Comme ils sont antérieurs a la CSR, ils sont connus sous le nom des tranéerits
switch (pour revue Chaudhuri and Alt, 2004)a génération de ces transcrits est nécessaire
pour la mise en place de la CSR. Dans ce sens, il a été nlémuoa les cellules porteuses de
PXWDWLRQV DX QLYHDX GH OTH[RQ , RX G bWidiRZpaBdeRP RWH X
al., 1993; Bottaro et al., 1994Fes transcrits maturggé-switch ne semblent coder aucune
protéine car ils présentent dembreux codons stau niveau ds exons (Lennon and Perry,
1985; StavnezeiNordgren and Sirlin, 198@;utzker and Alt, 1988Stavnezer et al., 1988;
Radcliffe et al., 1990; Xu and Stavnez£992 pour revue Chaudhuri and Alt, 2004

Un second type de transcrits est produit suite a la recombinasaont lesranscrits
postswitch, qui VRQW LQLWLpYV SDU OH SURPRWHXU , PMUIDGYFHU V H
6 6] IRUPpH SDU OH UpDUUDQJHPHQW HOM ROHQYWH URHG R FFRLG
$SUQV pSLVVDJH FHVC$SsohPégalemant\Sarlélsi et al., 1994 pour revue
Chaudhuri et al., 2007).a détection desanscrits préet postswitch est classiquement utilisée
SRXU HVWLPHU OYDFWLYLWp GIXQH XQLWpUWMYBRNWUYSWHR
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Figure 19: Structure chromatinienne et acteurs intervenant dansle ciblage G 1 $ Jors de la
CSR

Cettefigureillustre un événementle CSRverslgG1.

A. /1%$5 ol Il et desenzymesimpliquéesdansle remodelagechromatinien(histonesacétyt
transféraseset méthyHransférasesysont recrutéesau niveau du promoteur , 1 pour initier la
transcriptiongerminalede la région 61 et catalyserles modificationsdes histonesau niveaude
cette derniére La région 6 est quant a elle constitutivementtranscrite Grace au facteur
d'élongatiordela transcriptionSPT15, O 1 $ pdl Il V § D V s\MedALDHau niveaudespromoteurs,
et, L

B. PendantO 1 p O R @& Ia Wahs$eqption, O  $ bl Il peut marquerune pauseet former un
complexe macromoléculaireavec SPT5 et, vraisemblablementSPT6, PTBP2 et le « RNA
exosome», au niveaudesrégions 6 et 6 1. Cette pausepourrait permettrela mise en placede
modifications chromatiniennegpermissives(H3K4me3: ovales jaune et H3K9acSL0ph: ovales
orange) Ces modifications associéesa la perte de modifications répressivescomme H3K9me3
(ovalesbleu clair) et H3K27me3 (ovalespourpre)refletentune chromatineouverteau niveaude 6
et 61 permettantlaccésa AID et a d'autresfacteursde la CSR /L QW H GO B \alveRI&
machinerigranscriptionnelldavorisesonrecrutementu niveaudesrégionsS. Le « backtracking»
de O 1 $ pdl Il lors dela pausepermettraitle recrutementiu « RNA exosome» et rendraitle brin
matriceaccessibl@AlID.

C et D. La présenceG 1 D G D SphoiziguesdellaVfamille 14-3-3 (par leursinteractionsavecdes
répétitions5-AGCT-3 | favorisait égalementa stabilisation G 1 $ du niveaudesrégionsS. Ces
derniéregecrutentPKA qui peutphosphoryleAID etpermettreO L Q W EntreAFDVELRR Ofixé
auniveaude O 1 $ 'simplebrin. ' D S Mwgeral., 2012



Outre les transcrits germinaux sens, des transcrits antisens (vraisemblablement non
épissés) peuverdgalement étre détectés au niveau des régions S, suivant le méme profil
GTH[SUHVVLRQ TXH (PeHot ety B08)V FQ LWHY DEBRKH OHV H[RQV &
en aval dda région switch 6 TXL QH VRQW SD Ve BarE oap tarsdits b,
orientation antisens. Ces données ont donc suggéré que la transcription antisens des régions S
contribuerait a leur cillge par AID(Figure 19). Cependant, Haddaat al.ontdémontré que
seule la transcription sens de la régio 8st essentielle et suffisante pour induire la CSR vers
lgG3in vivo. En effet, lorsque ces auteurs bloquent spécifiquement la transcriptioausens
niveau S3, en insérant une cassette de polyadénylation et de pause transcriptionnelle en amont
de cette région, la CSR vers IgG3 ¢gtalementabolie. Par contre, le blocage de la
WUDQVFULSWLRQ DQWLVHQV SDU OYGR VBYWIILRPWEHHSON PrP
vers cet isotypéHaddad et a).2011)

Enfin, il est a noter queotre laboratoire a montré précédemmentapphénomene de
WUDQVFULSWLRQ JHUPLQDOH WRXFKH PRIV & XiH Y LO THDW Ogd
QTHVW SDV UDUH TXH OHV GHX|[ EoOOggieHanstatbelpiHdet BPELQHQ\
2003)

XLYpSLVVDIJH GHV WUDQVFER.WYV JHUPLQD:?

%LHQ TXTHVVHQWLHOOH OD WUPDH QRUNVIWSERY YNUPRNVQ]
LQGXLUH OD &65 GH IDoRQ RSWLPDOH (Q@ BDHWQOSUR AR %8/
HITLFDFH ( DVVRFLp H) couud &rRetRakgddiption Bd®reapourtant ILSR
YHUV ,J( HVW GLPLQXpH GTXQ IDFW H(Rditaro gt al., 180B@Ne FH PR G
GLFKRWRPLH HQWUH OH FDUDFWqUH REHOHWDWHR LDHWGHX®BO
pas a elle seule suffisante pour pdd WWUH OD UHFRPELQDLVRQ SHXW V{H][
groupe deRadbruth VXU OLPSRUWDQFH GH OD PDWXUDWLRQ GHV W
&HV DXWHXUV RQW GpPRQWUp T X-witch] ettouVa/ DacHinededV W U L
G p SLVYV yaisl pott Vhaddire) ¢¢ processilorenz et al., 199%ein et al., 1998)

Par de approches indirectesfd X WWHGEHY RQW FRQILUPp OH U{OH F!
transcrits préswitch dans la CSKRQIiu et al., 1999; Kuzin et al., 2000; Samara et al0620
%LHQ TXH GHV WUDYDX[ UpFHQWYV WHQGIHRD®fYBUWVOQH GPS
UHFUXWHPHQW G1%$," DX QLYHDX GHV UpMRRYV GD QW OBDO&H &
reste encore méconr(onticello et al., 2008; Nowak et al., 201Bar ailleurs, il a été
GpPRQWUp TXH OD SUpVHQFH GTXQ VLWH GRQQHXWNETPHLV
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ADN

Sx

Débranchage
ARN guide
SX
Transcrit germinal Intron épissé
épisseé (IxCx) (Lariat)
Epissage
pré-ARNm Sx

Transcription

Sx

Exons Cx

Figure 20: Ciblage G 1 $ par desARN «guides» non codants

/1 p S L Vaéframs$critsgerminauxforme le transcritgerminalmature(Ix-Cx), et un intron
sousforme de « lasso» (Lariat). La linéarisationde ce structureen bouclepar OTHQ]\PH
DBR1 (« débranchage), peutformerdesARN « guides» capablesG 1 L Q WatretiAID) étU

de cibler sonactionsurles régionsswitch (S,) complémentairesAdaptée G § D Zhkqdet

al., 2015



UHFUXWHPHQW G XatbrR ¢eSI® Harscritihh @tLainsi augmente le taux de
transcription(Furger et al., 20Q2Damgaard et al., 2008Fes observations ont éténforcées

par la découverte qUETNNLB1 (pour« catenin (cadherinlDVV RF L D W H-GkeSL) RtV H L Q
PTBP2 (pour « Polypyrimidine Tract Binding Protein 2), des protéinesssociées au
spliccosome et PSOLTXpHVY UHVSHFWLYHPHQW GDQV (MW SRWWD JH
une CSR efficaceS XLVTXTHOOHYV |L[H@udticelD eb &). R2008;LNDWaket' al.,

2011)

6L OH PpFDQLVPH H[DFW SDU OHTXH®WHP MQWLEK RV RFY
pas encore bien can, un réle a récemment été identifié pour les transcrits germimaux
codants Les régions introniques épissées sont générées sous forme de lassos, dites structures
de«Lariats» (Figure20)0 &HWWH IRUPH FLUFXODLUH YD rWwbauH OLQpD!
« debranching RNA lariats ). L1$51 OLQpDLUH DLQVL vaRddRep ded LFKH H
quadruplexesde Gquw XL SHUPHWWURQW GH VH OLHU j«@Uid¢Q]\PH $,
a j OYHQ]\P Hiirgét ek I6€sDégionS ciblées(Zheng et al., 2015)

6L FHV WUDYDX[ UpY qO Hépigéage DafsReQvotessHXIW CBR) 68 H O
mécanismes SOV DFHQWY UHVWHQW HQFRUH PpFRQQXV HW RQW
travaux de thése présentés dans la partie Résudfagitle 3).

X Reégulation de la transcription germinale

La transcription initiée au niveau des promoteuestipermise grace a une série
G 1 p O p B+ &yMateursgissant apréactivation des cellules R.a région régulatricsituée
en3'du locus IgH RRpour«Regulatory Regiow) DSSDUDLW DiXriveRepnGifak XL FR
élément cigégulateur du locus Ighhtervenantau cours de la CSIRPinaud et al., 2001
VincentFabert et al., 2009 Cette régionUpJXODWULFH D IDLW OfR&MHW GH
sein de notre laboratoirElle secompose de quatre enhancers (hs3a, hsl1,2, hs3b et hs4) et trois
LVRODWHXUYV KV KV KV TXL FRQWU{OHQW OfH[SUH

particulierement la transcripticau niveaudu locus IgH.

Desmodelesmurins KO (pour «Knock-Out ») des différents élémentomposanta
UpJLRQR® pWp UpDOLVpV PDLV QTRQW PRQWIdgre&XH SHX
al., 1994; Manis et al., 1998; Pinaud et al., 20@a&rvan et al., 2003y¥incentFabert et al.,

2009 Bébinetal.,, 2010 3 DU FRQWUH OYDFWLRQ V\QHUJLTXH GHV TX
pour les évenements de CSR et de SPWihcentFabert et al., 203CPinaud et al., 2031
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Figure 21: Modification conformationnelledu locusigH lors dela CSR

Dansles cellules B au repos,les régionsEl, 315 %t Sy présentenune conformation
rapprochéeEn revancheapresstimulation(LPS, LPS+IL4), la conformationdu locus IgH

estmodifiée Le rapprochementlesrégionsswitch (Su et Sx) cibléespar le processusle
CSRfavoriseainsilarecombinaison' { D S Wgerffeletal., 2007

Figure 22 : Protéines impliquées dans la reconnaissance des cassuee$$'1 GRXEOH
brin lors de la CSR

Les complexeDNA-PK (DNA-PKcsKu70-K80) et MRN (MRE11NBS1-RAD50) au
niveau des cassures d2  $ 'et recrutent ATM qui peut alors phosphoryler H2AX, Bi31

et MDCL1. La présence de RAD50 permet aux deux extrémités d'’ADN de rester preches
favorisela formation G 1 Xs¢npse entre deux régioswitch (S). D'aprés Stavnezet al.,
2008



Rouaud et al., 20)3En effet, les souris pour lesquelles plusieurs éléments ou la totalité de la

155 R Q WWvapdésmprésentent un défaut de CSR et/ou de Sgihaud et al., 2001,
VincentFabert et al., 201Rouaud et al., @1.3; Saintamand et al., 20L8Cedéficit de CSR
SHXW V{H[SOLTXHU SDU OfHIIHW GpOypW@VHUG S WOLTFDE \GKKQ® R
en général et des transcrits germinaux en particliereffet, des travaux publiées en 2015,
ontmontréquH OD UpJLRQ dtEabsdigtiogeviXinalednitiee a partir des promoteurs

germinaux Imais pas sur la phase de réparaf®aintamand et al., 2015)

&HSHQGDQW OYDEVHQFH GH 6+0 HVW SOXWERRBSGHYH
régionsvariablesQ TpWDQW TXH IDLEOHPHQW GLPLQXpHR®R&EOIUp XQI
etal., 2013) &HOD UpYGEBR | TXDXJHIIHW VXU OD WU&VWURULSWLR
U{OH GDQV OTRUJDQLVDWLRQ WULGLPHQVLRQ&EHOBW GX C
possiblement, celui de. CSR (Wuerffel et al., 2007) / fhypothese qui peY DXW DXMRXUG Tt
pour expliquer @fficacitt des recombinaisonentrela région donneus8p et les région$
acceptricessHU D L W uréd Qiddimatidh 3D adaptée dans laquelke régionsS sont
maintenues proximité Qe de@iitre SDU LQWHUDFWLRQ JRymeIZIXBu DYHF O
et al., 2007; Wuerffel et al., 200Kenter et al., 2012; Thoma&laudepierre et al., 2016)

X Génération des cassures double brins (DSB)

/ID WUDQVFULSWLRQ GHV Ulp ELR @V GaHstHhserig VO CEOFHWSE RDH |
GH OTHQ]\¢tidecsY'D LQLWLHU OD FUpDWLRQ GH PXOWLSOHYV
Chaudhuri and Alt, 2004y D GpJUDGDWLRQ GH OORRISIRYADB @M XOGHES L (
transcrit est ensuite assurée par le RNA exog@asu et al., 2011)Cette étape rend ainsi
DFFHVVLEOH OH EULQ GT%'10 WNIDSDUWFUN MR @ WG HB\E dibétd VDY D@LV
régiors S (donneuseetacceptrick Ces DSB sont reconnus par le complexe MRN
(Mrel11Rad50Nbs1) qui vient se localiser au niveau de la cassure, ou il recrute et active ATM
(pour « Aaxia Telangiectasia Mutateg (Dinkelmann et al., 2009). ATM phosphoryle ensuite
OTKLVWR Qdlr «H$stone 2A family member %) et la protéine 53BP1 (pourp&3-
Binding Protein 1»), ce qui aboutit a la formation de foyers de réparation qui vont stabiliser
les DSB(Figure 22) (Reina-San-Martin et al., 2003, 2004, 2005; Lahdesmaki et al., 2004,
Franco et al., 2006; pour revues : Stavnezer et al.,, Kd@H and Ali, 2017).

La réparation des cassures et par conséquent la jonction entre les deux régions S clivées
fait appel a la voie de réparation C-NHEJ (po@lassical Non-Homologous End Joininy
CependdQW OfDEVHQFH GTXQ GHV IDFWHXUV LPSOLDXpV GDC
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Figure 23: Résolutiondescassuredouble-brins lors dela CSR

AID induit descassuresloublebrins dansles régionsswitch cibléesparle processusle CSR La
résolutionde cescassurefait intervenirla machineriederéparatiorparlesvoiesC-NHEJ (gauche
du schémaou A-EJ(droitedu schéma C-NHEJ ClassicaNon HomologousEnd Joining A-EJ

AlternativeEndJoining ' D S Muwgétal., 2012



OfHIILFDFLWp GH OD & 6tbtarmdnv/Ceatsugy§rd Gue @ lviie GeNEEJ

peut étre suppléée par une seconde voie alternative appé&lde(gour «Alternative End

Joining») (Figure 23) (Vaidyanathan et al., 2014)e complexe MRN, PARR. (pour« Poly
ADP-Rribose Polymerase»), XRCC1(pour« X-ray Repair Cross Complementing Protein 1
»etlesligbVHV , HW ,,, LQWHUYLHQ &U @uddlig\et@ DDV, Babe¥ RLH G
et al., 2009pour revueBoboila et al., 2012)

x Les modifications de la chromatine

A la listedes élém&®Q WYV SHUPHWWDQW OH WIBBW Xswégphrs(BW GH O
s'ajoute la régulation épigénétiqieVicaasgibilitédes régions SEn effet,seules les régions
Svisées pard processus de CSRésentent des marquesahromatine ouverteCes régions
perdentainsi ks PDUT X HV Gifigs ki peRsyéd telles que H3K27me3 au profit de
marques « activatrices» (H3ac, H4ac, H3K9ac, H3K4me3, H3K36me3+ . DF «
(Nambu et al., 2003; Chowdhury et al., 2008; Kuang et al., 2009; Daniel et al., 2010; Pauvri et
al., 2010; Stanlie et al., 2010; Yamane et al., 2011; Wang et al., 2006, 2009, 2014; pour revues
. Li et al., 2013; Vaidyanatimaet al., 2014; Zan and Casali, 2015 LQGXFWLRQ FRQFRP
GHV PRGLILFDWLRQV GranstripdurR gekhihalkel \ugdgetd uBeD régulation
coordonnée de ces deux processus par des facteurs de transcription qui se fixent sur les
promoteurs .| De tels facteurs pourraient recruter PTIBour «PAX Interaction with
Ttranscriptionactivation domain Proteim TXL D XQ U{OH FUXFLDO GDQV ¢
WUDQVFULSWLRQ JHUPLQDOH HW G D QR Q0D GIpQALPUDRQAHRY & H
H3K36me3, H3K27ac) dans les régio8gDaniel et al., 2010)'{DXWUHV IDFWHXUV V
UpJXOHU OYDFFHVVLELOLW pm@nhé/ qudle JdoRke¥e BACGTWourLO D pV
« FAcilitates Chromatin Transcription complek la méthyttransférase SET1 ou bien encore
le facteur SPT@pour «Suppressor of Ty 6) semblenjouer un roledans la mise en place du
motif activateurH3K4me3 au niveau des régionSanlie et al., 2010; Okazaki et al., 2011;
Begum et al., 201our revues Kenter, 2012Xu et al., 2012Kato et al., 2013)

Enfin, il faut souO L J Q Hotrta@ckLdP la marque chroma@imeinactive H3K9me3
DX QLYHDX GX UHFUXWHPHQWeuse$$,' RHXWUWEDPDPIXRHQ SHUP F
recrutement d'AlDvia une interaction avec les protéines HPAUr «Heterochromatin Protein
1 ») et KAP1(pour «KRAB domain Associated Protein») (JeevarRaj et al., 2011)
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Figure 24 : Principales étapesintervenant dansla différenciation en cellulesB mémoireset
enplasmocytes

Suitea unestimulationantigéniquedetype T-dépendantdes cellulesB activéeanigrentversles
bords des follicules B et vers les zonesdes cellules T des organeslymphoidessecondaires
Ensuiteles cellules B activéeset les cellules T migrentvers O 1 H [ WgeSfbllitMés, ou les
cellulesB subissentineprolifération(partie a). Une partiede cescellulespeutsedifférencieren
plasmocytesx courteduréede vie (partie b), donnantlieu & desfoyers extrafolliculaires Une
autre partie peut se différencier en cellules B mémoires (partie c; cellules B mémoires
indépendantedu centregerminatifGC). AlternativementjescellulesB activéesentrentau sein
desfollicules et peuventsubir une prolifération rapide pour former le centregerminatif (GC)
(partie d), siegedesévénementde CSRetde SHM. A la fin delaréactiondu GC, lescellulesB
peuventse différencieren cellulesB mémoires(partie e, cellulesB mémoiresdépendantedu
GO) ou en plasmocytesa longue duréede vie (partie f). La force dessignauxrecuspar les
cellules B influence leur destin: des signauxforts (fleches épaisses)ont en faveur G XQH
différenciationen plasmocytesou en cellules B du GC, tandis que des signaux plus faibles
(flechesfines) orienteraitvers une différenciationen cellulesB mémoires ' { D S Wurdsakiet
al., 2015



5- La différentiation finale : mémoire immunitaire et sécrétion
GIDQWLFRUSYV

$ OfLVVX @HndatidiX lés yaphocytes B auront deux grands rol€sf X QH SDUW
la Scrétion d @nticorps pour lutter contre les patleogs, etdD XWUH SDUW OD PLVH HQ
meémoire immunitaire, qui permettra unéSRQVH SOXV UDSLGH HW SOXV H
nouvele rencontre avec le méme antigéAasi, les dernieres étapes de la lymphopoiese B
sont caractérisées par la générationpgdasmocyteset descellules B mémoiregpour revues
: Shlomchik and Weisel, 2012; Zhang et al., 2016)

I. Les lymphocytes B mémoires

/IHV O\PSKRF\WHV % PpPRLUHYV VRQW JpQpUpWVIORUYV G
(I** UHQFRQWUH DYHF OfDQWLJgQH HW YR®RMMRXNHPRRGDL
(2°™e rencontre avec le méme antigéne).s@ellules sont capables de se différencier
rapidement en plasmocytddW SHUPHWWHQW DLQVL XQH UpSRQVH SOX
nouvelle stimulation antigéniqu®ogan et al., 2009; Goethcobson and Shlomchik, 2010;
pour revues : Shlomchik and Weisel, 2012; Zhang et al., 2016)

ChezOf+RPPH OD SOXSD UBVmédmdikes @XRidehRun\Marireur de
surface, appartenant a la famille des récepteurs (P&r «Tumor Necrosis Factos): le
CD27 (Klein et al., 1998; Tangye et al., 1998Jéanmoins, aucun marqueur spécifique
caractérise les B mémoires de souris, bien que des études suggérent que les phénotypes
CD38° et CD38'9" sont repréentatives des cellules B du GC et des cellules B mémoires
respectivemen{(Ridderstad and Tarlinton, 1998; Xiao et al., 2002us récemment, de
nombreuses études ont montré que plusieurs marqueurs incluant CD38, CD73, CD80 et PD
L2 aient été proposés pour définir au moaisg sousensembles de cellules B mémoires
(Anderson et al., 2007; Tomayko et al., 2010; Conter et al., 2014; Zuc€ataaia et al.,
2014)

La génération des lbeles B mémoires de souris se fait au sein des GC, suite a une
réponse antigénique de typal&€pendant@-igure 24). Ces cellules sont sélectionnées sur leur
FDSDFLWp j UpVLVWHU j OTDSRSWRVHOH S& qV{QXBHHW OHE W
GpPRQWUpPp TXH OTH[SUHVVLBER (jhtt QB Rell ypptho@aX>Wqul BsR VI qQ H
inhibiteur de la mort cellalire, permet d'avoir environ vingt fois plus de cellules B mémoires

gue dans des conditions normales, cependant le nombre de plasmocytes a longue durée de vie
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demeure inchang&mith et al., 2000)ICe méme modéle de surexpressiolde HW G D XWUH)\
études onpermis de mettre en évidence que les plasmocytes expriment des Ig de plus haute
affinité que celles ddsB mémoireqSmith et al., 2000; Phan et al., 2006; Krautler eRall,7)
Dans ce sens, lesrésultats@¢gf p TXLSH GH 5REHUW %ULQN RQW SHUPLV C
B présentant la meilleure affinité possible peuvent se différencier en plasm@tyeset al.,

2006)et, que cette différenciation est complétéelparcellules Tfi{Krautler et al., 2017)

il. Les plasmocytes

LD UpSRQVH KXPRUDOH UHSRVH VXU OD VpFRBRBOWLRQ G
«Plasma Cells» ou ASC: «Antibody Secreting Cells). Ces cellules représentent le stade
final de la différentiation et la maturation des lymphocytes B. Ellesrespbnsables de la
VPFUPWLRQ PDVVLYH GHV ,J HW SUpVHQ@WBARW @G RBUWIDYEH
(RE) développélLes PC sont caractérisés par I'expression du marqueur CD138 (appelé aussi
«syndecan D) et n'expriment généralement plusresrqueurs Bspécifiques (B220 et CD19)
(Figure 25) (Smith et al., 1996)Leur programme transcriptionnel difféere également de celui

des lymphocytes Bcf chapitre 1 &-iii).

Les PCforment une population hétérogéne de cellaldaréede vie longue ou courte
Les plasmocytes a longue durée de vie proviennent de la différenciation de LB activés ayant
subi les processus sleecombinaisons secondai@SR et SHM au sein du GC. Ces derniers
vont migrer dans la moelle osseuse et assurer la sécrétion d'lg a long terme (pdDraekiue
et al., 2010)La capacité desBR.a se transformer en un type spécifique de PC est influencée
par la nature de l'antigéne, I'environnementsstdeispopulatiors de cellules B dont elles sont
issues. Par exemple, les cellules B de la zone MZ semblent prédisposées a se différencier en
PC a courte durée de vie, indépendamment de l'aide des lymphod@ser et al., 1997
Gunn and Brewer, 2006

Les PC a courte durée de vieegalemat appelés plasmablastes(PB pour
« Plasmablasts) se situenprincipalement dans la rate, les ganglions lymphatiques, la lamina
propria,le sang etes sites inflammatoirg@our revue Nutt et al., 2013)esPB expriment le
marqueur plasmocytaire CD128leur surface et présentamicore différents marqueurs du
lignage B y compris le BCR, les molécules destimulation comme CD80/8ét le complexe
P D M H X Ucdg fidilhitéM RCMHII) (Figure 25) (pour revueOracki et al., 2010Ce stade
cellulaire précéde le stade de plasmocyte natetr il correspond a un niveau intermédiaire

entre la cellule B et le plasmocytea stimulation des cellules B vitro déclenche la
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SUROLIpUDWLRQ UDSLGH HW O9YDSSMddboldLer §)., Z0B40ouB % j FRX
revueTangye and Hodgkin, 2004)a fréquence @ division de ces cellules plasmablastiques
estdépendante de la nature du mitogénéef Ho@nément cytokiniquel.es Interleukines 5

et21 (IL-5 et IL-21) sont des activateurs puissants de la formation d€stRBger et al., 2005

Bryant et al., 200/

iii. Le programme transcriptionnel impliqué au coursde la

différenciation plasmocytaire

La différenciation plasmocytaire dans les GC est un mécanisme hautement controélée,
qui passe par une combinaison de signaux fournis par les différents acteurs du GC (les FDC,
lesTFH PDLV DXVVL SDU O Dal 8Ch teHgbleHnté §it @chduanet al.,

2013)

$X QLYHDX WUDQVFULSWLRQQHO OD SHBWRTEHHOSDGH
diminution drastique de I'exssion du facteur de transcripti®ax5(pour «pairedbox gene
5») (Nera et al., 2006)$ O L QY H U W6H duGefte® Gexifangcriptidslimp-1 joue un
U{OH PDMHXU GDQV OfYDFTXLVLWLRQ GHNEXUHQ@M MND Q © Bl
VRQW FRQQXV SRXU VIH[FOXUH PXWXHO O HPSG\WY GHHWD G R Q&L

la balance entre ces deux programi(fégure 26).

Blimp-1 est un facteur de transcription en doigt de zinc codé par le geimel
/TLQY D O L 8ibnwillcRe® laGélris provoque une diminution trés marquée du nombre de
plasmocyteqShapireaShelef et al., 2003; Savitsky and Calame, 2086inp-1 favorise la
différenciation plasmocytaire en réprimant les genesyc, Bcl6 (régulateur nédd de la
différenciation plasmocytair@u Pax5 (Figure 26) (Lin et al., 1997, 2002;t&ffer et al., 2002;
pour revueShapireShelef and Calame, 2009Ylalgré son importanceBlimp-1 QfHVW SDV
LQGLVSHQVDEOH SR XUdeOd HiffgdDciatidh hRsviodyQiigiallied & al.,
2007) En effet,unequantité non négligeabled est retrouvéeansle sérumdes souris Ragl
" reconstituées par des cellule®Bnp-17-. Ces celluleslifiérenciéesn PB ontgalementin
programme transcriptionnel similaire a celui trouvé des PC, a savoir une dispdeiBans
et UQH DXJPHQWDWLR Q e GHchaireH] §oud oMibdx) qui assemble les
SHQWDPqUHV GT1,J0 RX O Koyg-1Gbl XHbbyX biGding)®otei ») et des
transcritsigH sécrétésCes résultatont permis degpropoer TXH OTpOpPHQW SULPDL
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Site polyA sec Site polyAmb

CHl G2 G3 G4 M1 M2

rearrange [H]

6LWH GTpSLVVDJH LQWHU(

Transcription
et épissage

$51P G 1XN Fhembranaire $51P G KN Hécrétée
(LB) (plasmocyte)

Figure 27 : Dela forme membranaire a la forme sécrétéegexemple G  XI@\H

LesIgM desLB sontmajoritairemenproduitessousforme membranairgar utilisation du

site donneur d'épissageinterne & O T H [GR4 qui est épissé sur le premier exon
membranairgM 1), le site de polyadénylation(poly (A)) utilisé dansce casestsituéapres

les domainestransmembranaire@M 1 et M2). Les plasmocytesjuanda eux, produisent
essentiellementles Ig sécrétéesou anticorps Dansle cas de I'lgM, le site d'épissage
interneau C_4 n'estpasutilisé, le transcritcomprendainsi la derniérepartie de cet exon

(C,4-S représentéen jaune)et utilise le site de poly (A) situé directementen aval Dans

tous les cas, la spécificité de I'anticorps (région VDJ) resteidentique Adaptée GIDSUQqV
Lefrancetal., 1999



différenciation plasmocWDLUH QfHVW S BMnOLIPIDEVHS/VXWOWGBITLQKLEL

fonction dePax5

Xbp-1 est également un acteur majeur de la différenciation plasmocytaire, il est
impliqué dans la réponse UPR (pouUrfolded Protein Response voir chapitre 18 6),
FRQWULEXDQW DLQVL j OTDXJPHQWDWLR Q(ReihtolD® ak,DSDFLW
1996; Shaffer et al., 200ien que I'absence dbp-1 ait dans un premier temps été décrite
comme délétére pour la différenciation plasmocyt@emold et al., 1996; Hu et al., 2009)
des études plus récentes ont démontré que I'établissement des plasmocytes était possible en
absence d&bp-1. Cependant, ces plasmocytes présmsnun RE peu développé et un déficit
majeur de sécrétion d'l§Taubenheim et al., 2012) 'activation de Xbp-1 lors de la
GLIlpUHQFLDWLRQ WHUPLQDOH GHV FHQG6XPWVRY SHIWP HIWW

favorisant les changements morphologiques associés a cette synthese massive.

,O D pWp GpPRQWUp TXH O HtramseibhBLLG(HquOBRYehD WL R Q C
nineteen Lysingich Leukemia protein 2), induit parBlimp-1 (Shaffer et al., 2004 participe
au passage de la forme membranaire a la forme sécrétédqMliestigcic et al., 2009; Minnich
et al.,, 2016) Ce changement résult&  Xeflssage altemtif du transcrit primaire IgH
consécutif a une modificaticdu site de polyadénylatidffrigure 27). Les travaux du groupe
de Milcarek ont montré que ELL2 est essentiel au recrutement du facteur de polyadénylation
CstR64 (pour «Clivage Stimulating Facto4 @ VXU O7$51 SEHROA polyrSeRaXd)
Il ») au niveau du promoteur IgH dans les plasmocytes. Ainsi, le recrutement de ce facteur de
FOLYDJH \pxlU cofribberait a promouvoir l'utilisation du site de poly (A) de la forme
sécrété@es IgSSpFLILTXHPHQW GDQV OHV 3& DORUV THHHOBHK O HW H
B (Martincic et al., 2009; Milcarek et al., 2011; Park et al., 2014)

Blimpl permet une forte expression deetgnduisanW pJDOHPHQW OfH[SUHVYV
(pour «Interferon Regulatory Factet ») qui active les enhancers des lggih (  H et Xbp-
1 (Kallies et al., 2004; Sciammas and Davis, 2009) HV W F Ih&ubddec® derdefein
defavoriser O fH[ S D Q V (Eh@ffeBKal5 2004Hu et al., 2009)

6- Laréponse UPR et la production des Ig

La sécrétion massivés D Q WelngeRddeSgdlementune acumulation de protéines
mal repliéesau niveaudu RE.Ce stress protéiquestdétecté, chez les mammiferes, par le
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Figure 28: Activation de O 1 8 &&unfolded protein response») lors G { Xt@ssdu réticulum
endoplasmique(RE)

La réponseaux protéinesmal repliées(réponsdJPR) impliquetrois voiesprincipales IRE1, PERK
et ATF6. Dansles cellules non stresséegpartie A), cesmoléculesV D V V RELIH [iporéine
chaperonndiP, et les protéinessécrétoire®t transmembranairesonttraduitesdirectementansle
RE via le transloconSEG1. Suitea l'accumulatiordesprotéineanal repliéesdansle RE, PERK et
IREL liberentBiP et WofigomérisentIREL estuneendonucléasqui, unefois activée va permettre
O H[Fdewb RRQe O 1 $5 H€Xbpl, générantune forme courte (Xbpl-s), plus stableet plus
active que son précurseumon clivé. Parallelementl|a dissociationde ATF6 de BiP, assureson
déplacementvers l'appareil de Golgi, ou il va étre clivé par deux protéaseqS1P, S2P ; non
représentées)Le facteur de transcription résultant de ce clivage est actif et va permettre
O 1 H[ S Ude divetsegipotéineschaperonnest desgénesiblesdela réponsdJPR Enfin, la voie
PERK, faiblementactive dansles plasmocytesaboutita une diminution de la syntheseprotéique
par phosphorylationde elF2.. /1D W W p QiobBIgd\de R @aductioninhibe la dégradationde
O 1$5 137 $Z parNMD. La stabilisation G 1 $Z qugmenteO T H [ S Ud¢ tixétsBaRescibles

de O 1 8 8thotammente facteurpro-apoptotiqueChop qui déclenchde mécanismeG{DSRSWRYV

lors G 1 Xt@ssexacerbédu RE (partie B). ERAD: ER AssociatedDegradation SEG1: Super
ElongationComplex6l. ' D S Baitigoleet Glimcher, 2015



domaire luminal de trois protéines transmembranaiteRE :IRE1 (pour «nositolRequiring
Enzyme 1»), PERK (pour «RNA-dependent protein kina$P KR)-like Endoplasmidreticulum
(ER) Kinase») et ATF6 (pour «Activating transcription factor ). Ces trois acteurs sont
capables de déclencheia leur domaine cytoplasmiqukes différentes voies de signalisation
GH O {HEduse 28) (pour revues Hetz, 2012; Bettigole and Glimcher, 2015; Martins et al.,
2016)

/TDFWLY DW L Befmetdd reedidrg Te stss du RE ediminuant de la charge
protéique entrant dans le REn renforcant lacapacitéde repliement des protéines eh
augmentat la dégradation des protéines mal repliées par la voie EfRAIr «ER Associated
Degradatiorn») et par le mécanisme d® 1 D X W ReSdkdpilre H § 7). Si le stres du RE
reste insurmontable, la réporndBR condX LW j] OfLQ G XFW (HRQinGdiialQ IMB RSW RV
Gass et al., 200danssens et al., 2014)

x /D YRLH ,5( .

, 5 ( .est ine endonucléase gpermet delétecte les protéines mal repliées dans la
lumiere du RESa partie cytoplasmique comprend un domaine kinase et un domaine a activité
endoribonucléas@irasophon et al., 1998pans les conditions normales, IRE1 est associée a
la protéine chaperonne réticulaire BiP (peuBinding immunoglobulin Patein») encore
appeléeGRP78(pour «78 kDa GlucoséRegulated Protein). La liaison de BiP au domaine
OXPLQDO GY,5( OD PDLQWLHQW L QD FWLUH W& UMW B S PRKUDLC
oligomériques./ faccumudtion deprotéines mal repliées dalesRE entraine la dissociation
de la chaperonnBiP afin de prendre en charges protéines anormalds{DFWLYDWLRQ G,
dépend deettedissociationOikawa et al., 2009t sonactivitt RNasdaY RULVH OYH[FLVLR
26 nucléotidesGH Of$51P FREEPQ Wet&dpixddge non conventionnatréeun
décalage du cadde lectureet DERXWLW j OD S UR @GouRadeD®EL, fusafivé IRUPH
et plus stable, Bpl-s (s pourspliced»), qui contient un nouvealGRPDLQH GYDFWLYL
transcriptionnelj O  H [ W UterRindlefCalfon et al., 2002; He et al., 2018ppl-s estun
activateur transcriptionngui joue unroletres importantdand'activationd'une grande variété
de genes cibless HURRY ainsi que les genes impliqués dans le mécanisme ERAuit
OTH[SUHVYVL mligaés dadgl@tianslocation vers le RE, le repliement des protéines,
la dégradation des protéines mal replége® H WUDILF HQWUH OH %3hadifsv OJDSS|
etal., 2004)/fH[SUHVVLRQVGH WHVQIHRH. JLQH GHY WUDQVIRUPDW
FHOOXOHYV % ORUV GH OHXU GLIIpUHGHBN\DWDLIRIQGH ® (5HO BN WR K
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avec peu de cytoplasme a une grosse cellule riche en organites. Cepgti@dant, Q THVW SDV O
seuled EOH GTH{QH IDoRQ LQWpUHVVDQWH ,5(. HVWREDSDEO
en clivant son propre ARNiTirasophon et al., 1998n effet, il est possiblequ@ fH[SUHVVLRQ
GUUWHVRLW OLPLWpPpH HQ UDLVRQ GTXQ SURFHVVXXO®WVDXRAYR U
ULJRXUHXVH GH OD V\QWKqgVH GT,5( . \OXO@AFRHY VEXUWHT X
surproduction entraine une activité constante et continleeréponse UPR et un retard de la

croissance cellulairesShamu and Walter, 1996; Tirasophon et al., 1998)

X La voie PERK

Les protéines transmembranaiRERK et IRE1seressemblent en ce qui concerne leur
organisation en domaines fonctionnels. Les domaines luminaux de ces deux semgeurs s
GIDLOOHXUV H[SpULPHQW Bertdletid  \A., PAPUYHERK Kd3sedeHUDE O HV
domaine cytoplasmique a activité sérine/thréerkmase, similaire au domaine kinase de la
PKR (pour «Protein Kinase B) (Harding et al., 1999)

La voiePERK est associée a une atténuation transitoire de la traduction protéique dans
la lumiére du RE pour permettre aux cellules de surmontérMUHVYV /IDFWLYDWLRQ ¢
FRQGXLW j OD SKRVSKRU\ODWLRQ GX IDFWH>@uk&ZypticQLWLDW
WUDQVODWLRQ Lx%).LOAtIe PMWdpRo@/latior-al Riveau.de la Serine 52 permet de
diminuer globalement la tradueh protéique (Harding et al., 1999, 200QafBuite a
OYDFFXPXODWLRQ GHV SURWpPLQHVY DQRUPMLIRY GEVQ D DO WV L
autophosphorylation de PERK condW j] OTfDFWLYDWLRQ GH VD IRQFWLRQ
sous XQLWp . (Bduke,28 (Harding et al., 2000a, 2000kn plus de son réle dans
OYLQKLELWLRQ GH OD WUDGXFWLRQ SURMiprs OésHyenggs5. LQG
G p S HQGDQ WMarGiht) &d §8 3399; Ron, 2002)DLQVL TXH OfaGidumpteY DWLRQ
apoptotiqueChop (pour « C/EBP homologous proteis) (Marciniak et al., 2004; Shore et al.,
2011)

La voie PERK est réprimée dans les plasmocytes qui synthétiseraddsgjuantités
G T(Ma et al., 2010)Si la répnse UPR ne parvient pas a résoudre le mauvais repliement des
protéines, FfHVW OD YRLH 3(5. PpGLpH SDUF&KQIBXLTNOQY\D jr@/UDHS |
(Ron and Habener, 1992; Ma et al., 20@ans ce sens, il a été démontré que &lsiles
déficientes elChop VR QW SURWpPJpHV (BiRsgnét dtHal. O19EBBeRaBIiMhBIGUE
OYLPSRUWDQFH GH FHWWH YRLH HQ UpSH QWHPjpKkDQ QLW B H V3L
par lequelChop LQGXLW OTDSRSWRVH BhpesH@RRAdH aetbed la- R Q Q X

35



Couvercle

Chambre
catalytique T Partic
Bas régulatrice
N | 1es

Partie
centrale 20S

Partie
régulatrice
19S

Figure 29: Structure du protéasome26S

Le protéasome26S est composé G  Xgautcule centrale20S qui contient
O 1 D F vataytiguept G 1 Xgattcule régulatrice subdiviséeen une base
surmontéeG 1 X @uvercle» qui permet O R X Y dit: (4 ¢hahtbtdcatalytique
et la reconnaissancdu substratubiquitinylé. Adaptée G 1 D Bbogadoroet
al., 2005



transcription de plusieurs genes qui peuvent potentialiser I'apoptose tels que GARDGA («

Growth Arrest and DNAdamage3 TXL LQWHUYLHQW GDQV OD GpSKRV
qui favorise la synthése protéig(idovoa et al., 2001)La synthése de protéines durant la

période de stress active la voie UPR, ce qui induit la mort cellulaivep est également

impliqué dans la répression de la transcription du factewapoptotiqueBcl2 (McCullough

et al., 2001)et il peut étre activé par DR5 (pouDeath Receptor %) qui code pour un

récepteur de mort cellulaire et déclenche dascades des caspafdarciniak et al., 2004)
LYH[SUHVVLRQ GH '5 HVW PDLQWHQXHO BDQ\G PHYH3E PG R Q\RH
T-GpSHQGDQWH DLQVL TXH GDQV OHV 3& W XPIPLanéee W XQT L (
enapoptos€Ursini-Siegel et al., 2002)

Il est important de noter que peotéasom@eut également jouein réle essentialans
la dégradation des protéines aberrantesmall repliées nésynthétsées, nommées DRIiPs
(pour «Defective Ribosomal Producty. La dégradatiorpar le protéasomse fait apres
ubiquitinylation des protéines aberranfpsurrevue Sitia and Braakman, 2008)existe une
IRUWH FRUUpODWLRQ HQWUH O DQWK RQBENRYNXUG Q2¢idBN RO p DN €
et al., 2007; Cenci et al., 2012)ans ce sende bortézomib, FDSDEOH GILQKLEHU C
chymotrypsindike du protéasome 26&igure 29) des cellules des mammiferesst utilisé
couramment dans le traitementMyélomeMultiple (MM) (pour revue Moreauet al., 2012)
En inhibant la dégradation de\Vo(pour «Inhibitor of kappa B»), cette molécule bloque
OTDFWLYDWIRW «SudledrFactor kappa B) et diminue la survie des cellules de
myélome et leur résistance a la chimiothérapie et la radiothéregaens, 2001; Mitsiades et
al., 2002) Les inhibiteurs du proétasome, en diminuant la dégradation des protéines mal
repliées, provoquent une surcharge du RE et active la voiagoptotique médiée p&hop
(Zhou et al., 2014)Dans ce sens, une étude récenemée par notre laboratoire, a reis
évidence une sensibilité accrue lmuntézomib des plasmocytes exprimant une chaine lourde
GY7,J DEHUUDQWH GpSR@ondxtidt &.)®.RPDLQH &

Nous verrons dans la pard@nexeGH FHWWH WKqVH TXH OYDFFXPXOL
SURGXLWHV SDQ &OW XXJNWWOQHVYV 835 W HAdRlfatBuOpid W DFWL
apoptotiqueChop(Srour et al., 2016cf Annexe ).

x La voie ATF6

La voie ATF6 HVW DXVVL LPSOLTXpH HQ UpSRQVH j OYDFFX

repliées dans le REEn absence de stress protéigd&F6 est localisé a la membrane du RE
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Figure 30: Représentationschématiquedu mécanismeG 1$ XWRSKDJLH

L'autophagieestun processusle dégradatiorcellulaire multi-étapesmpliquantau moins quatre
phasegrincipales Cesphasessont contrdléespar plus de 30 protéinesATG (pour Autophagy
Relatedgene$ et médiéegar deuxsystemesle conjugaisongle type ubiquitine: Atgl12-Atg5 et
Atg8/LC3. Les 4 phasesont: « l'initiation », « I'expansionet la complétiondesvésicules», « la
maturationet la fusion », et la « dégradatiorultime de la membraneet de son contenudansdes
lysosomes. ' D S KapxetDebnath2015



HQ OLDLVRQ DYHF OD SURWpPLQH FKDSHURGQHXRLQA DD &GILI7
démasT XH VRQ VLIJQDO GYDGUHVVDJH j OTDSBBDUWIE®XL*ROJL
des vésicules COPII (pourGoat Proteins type b) (Shen etl., 2002; Nadanaka et al., 2004)

/ID SDUWLH F\WRSODVPLTXH GT1%$7) HVW p-MIGHQWHHNOG M p®if B
de Golgi, S1Ret S2P(pour «Site-1 or Site2 Proteases) (Li et al., 2000) Les deux formes,

$7) . HW $7) JpQpUpHYV DSUQqV FOLY®RMD X DHW HXFW IHCHOW W
cibles parmi lesquelggurent BiP, Chop et Edenl (pour «ER Degradation(QKDQFLQJ
Mannosidasdike proten 1 ») (Figure 28).

En résumé, les trois senseurs de stress dURIEL, PERK et ATF6 partagent un méme
UpJXODWHXU OD FKDSHURQQH UpWLRXQQGIXE HMLBWLYO WLR
GHV YRLHV GYT,5( . HW GH 3(5. HW pYHQW Xl @li¢éd HeItW G T$7)
DGPLV TXH %L3 QH SHXW SDV rWUH OHWUHRACY ¥ RIXKYDEGH XD
835 (Q HIIHW LO D pWp PRQWUp TXH QRRDOWVIRXQMP D WU (
GIDFWLYDWLRQ GH FHV YRLH\GXG pPSHMQDHGY G HG O B JBQQYVLQ G
sélective des trois voies ne semble pas reposer uniquement sur des affinités différentielles entre
la chaperonneo L3 HW OHYV V H Q@DuRoséey alG 2D0B)Y 8 3 5

7- Autophagie, UPR et différentiation plasmocytaire

i. /H PPFDQLVPH G f($3WRiB¢>D J L H

/TDXWRSKDJL Hse @GatgdrUskHiiem®») est un processus catabolique qui
conduit a la dégradation de constituants cytoplasmiques dans les lysosomes (ou vacuole chez
OD OHYXUH HW OHV Q@ix8 Welfdnctid dexatyrlsge,xdrllés métabolites
issus de la dégradation lysosomiale sont recyclés vers le cytoplasme, ou ils sont réutilisés dans
le métabolisme cellulairg-igure 30) 8Q QLYHDX EDVDO GYIDXWRSKDJLH HV\
du «turn-over » des protéines et organites cellulaires. Diverses conditions de stress activent
GHV YRLHYVY GH VLJQDOLVDWLRQ PHQDQé&al¢gnedténtitue BWLRQ
rétablir OTKRP p RWa&w.LIDOIJUp OTLGHQWLILFDWJuEsQdasHY DFV
OYDXWRSKDJLH OYDVSHFW PpFDQLVWLTXH @HLWH SURFHVV

,O H[LVWH SOXVLHXUV W\SHV GTDXWRS K RIQWWILXNXG DIV«

cytosoliques sont délivrés dans les lysosomes
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(1) La macroautopagiese traduit par la séquestration des constituants cytoplasmiques
dans des vésicules a double membrane, les autophagosomes, qui vont fusionner avec les
lysosomes(pour revue Klionsky and Codogno, 2013)&H W\SH GIDXWRSKDJLH
dégrader un large ensemble de « substrats » incluant des agrégats protéiques, des organites
entiers ou des pathogénes intracellulaires.

R LYDXWRSKDJLH PpGLpH SDU OHV FKDSHURQ@QRWWRQV
F\WRVROLTXHYVY GDQV OHV O\WRVRPHV FDW R V¥ RIONDNXVH Y WP Q F!
«Heat shock protein 78), via un canal formé dans la membrane lysosomale par
O {gR@¥risation de la protéine transmembranaire LARP(pour «Lysosomeassociated

membranegorotein2A ») (pour revue Dice, 2007)

(3) La microautophagie consiste en la délivrance de « substrats » dans les lysosomes
directement par invagination de la membrane de ce compart{pmmtrevues : Mijaljica et
al., 2011; Li et al., 2012)

/ID FDUDFWpULVDWLRQ GHV PpFDQLVPGEHPERWPpPFXO DLEBRI
GIXQH TXLQ]DLQH GYDQQpHV DYHF OfLGHQWopHaBPWLRQ C
related») par «screening» génétique chez la levure. A ce jour on compte plus de 30 protéines

ATG chez la levure, dont la majorité est conservée chez les mammiféres.

i. /f$XWRSKDJLH HW OD UpSRQVH 835

Aucoursdelaréponsg35 OH 5( VXELW XQH H[SDQVLRQ SRXU VIL
synthese G 1 ef pour répondre a la demande accrue en membrane imposéa pEXFFW LY LW p
sécrétoire des PC. La réticulophagie (oautophagie du RE), outre son réle dans la
GpJUDGDWLRQ GHV SURWpPLQHV GX 5( HVW MWBBROEWG QWH
compartiment car elle permet de réajuster sa taille, une fois le stress du REp@sohevue
Bernales et al., 2006)

/HV WURLV YRLHV GH OD UpSRQVH 835RUY(GIXG.VWW HN
5( VHPEOHQW DFWLYHU OfDXWRSKDJLH L9DMLRWYW GH) 3YPH S
entraine AWUDQVFULSWLRQ GHV JgQHV FRGDQW GHXBh8 URWDpLG
Chain32 HW $WJ YLD OJDFWLRQ UHVSH FAML(YoHr @&ivatihg FW H X U V

transcription factor 4) etChopsélectivement traduitfRouschop et al., 2010)
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Plusieurs études ont mis en évidence umosstalk @ HQWUH ODXWRSKDJLH H
au stresslu RE (Yorimitsu et al., 2006; Kawakami et al., 2009; Senft and Ronai, 20Es)s
FH VHQV LO D pWp GpPRQWUp TX®TO BWIRLHW,5R QOGO P K MM
et al., 2006kt que les fibroblastes embryonnaires de §ovir GpILFLHQWHY HQ ,5( . S
XQH DEVHQFH GYDFFXPXODWLRQ GH /& DX BPRWHXW H® pl GWM
WKDSVLIJDUJLQH SRXU LQGXLUH XQ VWUHVV GX XEJH &HSH¢
inhibition du flux autophagique suite a simess prolongé du RfEee et al., 2012)

ii. /91$XWR 8 & aditferentiation plasmocytaire

I TDXWRSKDJLH HVW XQ SURFHVVXV GH GpJUDGBWLRQ
renouvellement des organites intracellulaires et peut étre une voie alternative dont dispose la
cellule pour éliminer les protéines mal @k pHYV TXL VIDFFXPXOHUDLHQW GD
SDUWLFLSH pJDOHPHQW j OD UpJXO D WpbiRr @we Lvidg &tRIP X QLW p
2011)

5pFHPPHQW OfpTXLSH GH &HQFL D pWXGLPWLR@ U{O
plasmocytaire(Pengo et al., 2013En effet, les souris Atd5 CD19Cre, présentant en
délétion conditionnelle (KO) du ge¢g5 DFWHXU PDMHXU GH OYDXWRSKDJL
PDWXUHV SURGXLVHQW PRLQV GfY,J HQ U-gé&penQavittetiT GHV LP
indépendant. En parallele, une autre étude a confirmé ces observations en montrant dans le
méme modele KO de sourisine baisse des anticorps produits suite a une stimulation

antigéniqugConway et al., 2013)

Autour de cette thématique, nous avonseflippés au laboratoire des projets qui
FRQVLVWHQW j pYDOXHU OfHIITHW GHRSKMNWURQIREKNVVXESG K
gue les cellules B et PC survivants chez les souris produisant des Ig tronquées pourraient activer
OTDXWRSKDJnbyénRIB BurvieXe pour limiter le stress di a la production de ces

protéines mal repliées par les cellules plasmocytaiféd&sultats, Article?).

8- Dyscrasies des plasmocytes

La prolifération anormale des PC est une situadssezfréquente observéehez

environ 5% de la population &gé&&0 an$ (Dispenzieri et al., 2010) es formes malignes des
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Figure 31: Le développemendu Myélome Multiple (MM)

Le développementdu myélome multiple (MM), & partir d'une cellule B postGC, est un
processusnulti-étapescommencante plus souventpar des stadesindolentsnommésMGUS
(Monoclonal Gammopathyof UndeterminedSignificancg et SMM (Smoldering Multiple
Myelomg. La progressiorversun MM se traduit par une accumulationmportantede clones
plasmocytaireslansla moelleosseuset O § D S S BadigMdciRiQues(douleursosseuses ).
A un stadetrésavancéde la maladie,le MM peutévoluervers uneleucémieplasmocytairest
une proliférationextramédullairedu clonetumoral Lesremaniementgénétiquegréquemment
retrouvégdanslescellulesde MGUS, SMM et MM incluentdestranslocationghromosomiques
impliquantles génesde chainedourdes A¢ (IgH) et I'hyperdiploidie Le nhombred'altérations
génétiquessecondairemsugmenteau coursde la progressiordu MGUS versle MM. 'fDSUQqV
Kumaretal., 2017



dyscrasies plasmocytaires sentrevanche plus rares et concernpat ordre de fréquence, le

myélome multiple (MM), la leucémie plasmocytaire et la macroglobulinémie de Waldenstrom.

i. Le Myélome Multiple (MM)

Le MM est un cancer des plasmocytes, actuellement incurable, caractérisé par la
présence des clones tumoraux dans les niches de la moelle osseuse. Le MM représente environ
1% de tous les cancers et 13% de toutes les hémopathies méRghigset al., 2014)Chez
presque tous les patients atteints de MM, la maladie est caractérisée par un taux éleve de la
sécrétiond],J PRQRFORQDOHYV [/ kJH PpGLDQ GHV SBWAMH QWY DW
al., 2003; Lin et al., 2004 Cette pathologie affecte plus les hommes que les femmes (rapport
3:2). La durée médiane de survie aprés le diagnostic est de trois a ciffpasscaet al.,

2009) Bien que des facteurs génétiques et environnementaux semblent impliqués, la cause de

FH FDQFHU UHVWH MXVTXTLFL PpFRQQXH Q/MH{ WX FHH/X\U JeppXplUL
nommeée gammapathie monoclonale de signification indéterminéeMGWS (pour
«Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significangeprésente chez 1% des adultes de

plus de 25 an@rigure 31)(R0llig et al., 2015; pour revue Kumar et al., 2012 MGUS est
FDUDFWpULVp SDU OD SUpVHQFH Gé&xhma&d iFest fnpbssiikeQ R F O R ¢
GYHPSrFKHU VD SURJUHVVLRQ RX GH SUpGLUH TXDQG OD Sl
monoclonales sécrétées par les cellules de MGUS ou de MMpaoatdredécroissant IgG

>1gA > chaines légéres seules > Igyk et exceptionnellement des Igke MM se distingue

du MGUS par une teneur élevée de cellules tumorales intramédullaire (>10%), le
développement des Iésions osseuses, une calcémie élevée, uree anéimmunodéficience

et une atteinte de la fonction rénale (criteres « CRABIntgrnational Myeloma Working

Group, 2003) En effet, les atteintes réndV DSSDUDLVVHQW IUpTXHPPHQW V;
monoclonalegHutchison et al., 2012) es cellules de myélome sont principalement de type
postGC et présentewW XQ WDX[ pOHYp GH 6+0 HW XQH JUDQGH SURS
En effet, seulement 1% des cellules de MM sont de type(KjMhl and Bergsagel, 2012)

Comme les plasmocytes sains a lomglurée de vie, les cellules de MM ont subi de
QRPEUHX[ pYgQQHPHQWYV LQG XLV DlésWecenhbinaisods/VX)W,H¢ GH O
hypermutations somatiques et la commutation de cl@&sehl andBergsagel, 2012)Les
erreurs produites au cours de ces procegms/ent conduire a des réarrangements
chromosomiques aberrants, comme des translocations qui favorisent le développement
tumoral /TLQVWDELOLWpP JpQRPLTXH DS&Ddé&dppémBrg M@ HY SUHPF
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et augmentavec la progression de la maladi@gure 31). Chez environ 5% des patients

atteints deMGUS et 65% degatients atteints de myélomagstranslocationsu niveau du

locus IgH peuvent étre observés sur le chromosd@g32 et I'un descing chromosomes
partenaires11g13 (a cycline D1, la plus commune a toutes les formes de prolifération
plasmocytaire)4pl16.3 (FGFR3 pour kibroblast Growth Factor Receptor»y 16q23(c-

maf), 20g1l1l(mafB) et6p21 (la cycline D3), Facon et al., 2001; pour revue Bergsagel and

Kuehl, 2001; Avet_ oiseau et al., 2007; Walker et al., 2013; Mikulasova et al., 201D XW U HV
WUDQVORFDWLRQV LPSOLTXHQW OHV ORFL SH FKDOMNWVVRL,

moins fréquates et moins étudiées.

Les premiers médicaments utilisés pour traiter le MM ont été développés dans les
années 1960. Dés lors, plusieurs composés ont été introduits pour lutter contre ce cancer tel
gue les agents alkylants (melphalan, cyclophosphamidies glucocorticoides (prednisone et
OD GH[DPpWKDVRQH /ID SOXSDUW GHDAFHHW D/JHQW W R Q YV\D G F
seuls(Kyle et al., 2003; Moreau et al., 2012Axtuellement, le traitement de choix du myélome
est la chimiothérapie dJuYLH GI1XQH JUHIIH GH FHOOXOHV VRXFKHV K
«Haematopoietic Stem Cell Transplantatgn& HV GHUQLqQUHV DQQpHV RQW YX
nouvelle molécule prometteuse dde traitement du MM le bort&omib. Cette molécule a
une toErance acceptable et peut étre utilisée successivementaambinaison avec d'autres
médicamenttHQ Y XH GIXQH PHLUIKY© ét 2)2008) | BLDAWMHFXWGETK XL OH ERU
est classiquement utilisé en premiére ligne de traitement du MM en combinaison avec des
FKLPLRWKpUDSLHVY SOXV FODVVLTXHV 0HQSKD DHIQOHWWS ¥
apoptotiqguH SUpVXPp GX ERUWPpP]J]RPLE VHUDLW SURYRTXPOSDU X
repliées dans les plasmocytes. Cette surcharge de protéines aberrantes pourrait induire un stress
UPR terminal et expliquer la forte sensibilit¢é des cellules de MM aux traitsnyar
inhibiteurs du protéason{Meister et al., 2007Zhou et al., 2014) "{DXWUH SDUW GHYV LC
du protéasome de nouvelle génération, potentiellement moins toxiques ou plus efficaces que le
bortézomib, font leur entrée en thpeutigue humaine. On peut citer par egpkmle
FDUILO]J]RPLE I|'OSIK-0Q, Li¥aEmib (MLN978), le marizomib, et le delanzomib
(CER-18770)(Metcalf et al., 2014Ria et al., 2014; Rdllig et al., 2015; Richardson et al., 2017)

Les progres thérapeutiques tels que les greffes de moelle osseuse et les médicaments
tels que le bortézomib et le Iénalidomide ont aarélie pronostic, mais la plupart des patients
rechutent finalement. Cela a conduit a la recherche de nouvelles cibies la

pharmacothérapie. L'une de ces cibles est la glycoprotéine CD38 que I'on trouve sur les cellules
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de MM. Dans ce sens, Baratumumab (BrzalexS TXL HVW XQ DQWLFRUSV PRC
KXPDLQ VH OLH | OfpSL \atRBudquéiQla Tiot d€3 Hellkiles tumorales
exprimant CD38de Weers et al., 2011pes nouveaux essais précliniques ont montré que le
Daratumumab provoquait la mort des cellules de MM par des mécanismes multiples, y compris

la phagocytoseellulaire G p S H Q G D & W M D& REEW/BeYSHt al., 2010Qverdijk et al.,

2015, 2016)
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6LWH 1 6LWH 1
GYIpSLVVDJIH GYpSLVVDJH

Point de
branchement
v v
Exon 1 AG@RAGU———YNYURAC (Y)n YAGG Exon 2 q
) 20-50nt
JLIXUH /HV VPTXHQFHY FRQVHQWXWHLPSOLTXpHY GDQV O

Emplacementlesséquencesonsensuelleau niveaudessitesd'épissageituésen 5 f(donneur)

et 3 f(accepteur) et du site de branchemenintronique A noter la présencede nucléotides

invariantsintroniques: GU et AG (soulignésou bleu),respectivemerpourlessites5 et 3 fet, A
(grasou rouge)correspondu point de branchement_a distanceoptimaleentrecelui-ci et le site
397G T pSL¥esvimibHee Y: pyrimidines C, U ; N: A, C, G, U ; R: purines A,G. Adaptée
G 1 D Pargoliet Sironi, 2005 et Houdayeret Stoppalyonnet 2005






JLIXUH $VVHPEODJH GX VSOLFHRVRPH HW UpDFWLRQV (

(1) La ribonucléoprotéindRNP) U1 selie au site donneur G&fissageb  We O 1 H ¢Raont,
tandisquela protéineU2AF etle facteur G § p S L SFY &elldt au point de branchemenBPS,a
la protéinePPTetausite 3 | \attepteude O T Héma@al / L Q W H éhDdulvet B2@onduita
la formationdu préspliceosome

(2) La premiéreréaction Géflissageentre les deux exonsest réaliséeaprésle recrutementdu

complexeribonucléoprotéiqueaJ4/5/6 par une attaquenucléophilede O 1D G p QAR &xistar
dansBPSsurle site5  \d¥ O 1 HdrRa@ont

(3) /9L Q WoudRogne de « lasso» estalorsformé La deuxiémeréaction Gfjissageestune
attaguenucléophileentrele groupementibre 3 fhydroxyle (OH) du site 5 § \Wd¥ O | Hé¢mRagont
etle groupemenphosphateu niveaudu site3  \d¥ O | HdriRaal

(4) Finalement,O 1 L @Malddradtlibéréetlesdeuxexonssontligaturés

ss: splicesite U2AF : U2 Auxiliary Factor SFL : Splicing Factorl; PPT: Polypyrimidinetract

BPS: branchpointsite ' D S Gajl¥gePaezetal., 2017



I'exon 5' et le groupement phosphate de I'exon 3, ce qui permet la ligature des deux exons et la

libération de l'intron eftasso(Figure 33).

il. Le spliceosome

/IHV VLWHYV GTpSLVVDJH VRQW FRQUMHRMWPOQ XV pR/X SIRIL QW \S
GH VpTXHQFHVY FRQVHQVXV HQ T HW HQ 1 GHW IBRUQRYVCGL
branchement. La séquence consensus d'un si@pissage est la séquendgdRAGU ou le R
est une base puriqué pu G). La séquence consensus d'un site 3' d'épissage est formée par
une succession de bases pyrimidigueéso(l U: cytosine ou uracile) se terminant par une
VPTXHQFH &%$* HQ DPRGW LW OO RUWDO QFKHPHQW G OfpSLV
QXFOPRWLGHV HQ DPRQW/(pBUX ravies Shatp 11084, Vo8P dzdolHhad 1
Sironi, 2005;Pettigrew and Brown, 2008; Galej et al.,, 2014 HV VLW ghye &fipSLV

reconnus par le spliosome(Figure 32).

Le spliceosome est un complexe moléculaire constitué de cinq ribonucléoprotéines
nucléaires appelées snRNP (powsmall nuclear RiboNucleoProtein$ riches en Uridine
Ul, U2, U4, U5 et Ubet plus de certinquante autres protéines associ@ditssen, 2002
GallegePaez et al., 2017)e spliceosomeontient également des protéines impliquées dans
OD WUDQVFULSWLRQ GDQV OH SURFHVVXWeESARNOLYDJH SR

La réaction d'épissadait intervenir BARN hélicasediautement conservé¢s RNA-
dependent DExD/Fbox Helicases) : SubZUAP56, Prp5 Brr2/U5-200K, Prp28/U5100K,
PRP2 Prpl16 Prp22 Prp43 qui agissentORUV GH OfYDVVHPEOBRfihnHHeGX VSO
promouvoir des interactiod®SRN-ARN, ARN-protéineset protéine-protéinegpour revues
Staley and Guthrie, 1998; Cordin et al., 2012)

/91 DV V H P E Qiiiférehtgadiiplexes du spliceosome sur le-pieNm se fait en
plusieurs étapes successiyesur revue Wahl et al., 2009)a premiere étape correspond a la
OLDLVRQ GH OD VQ513 8 DYHF OH VILWRH G/RHQ PH. X\ SO PLSVSV
de quelques nucléotides (4 a 7) entreledABN HW OH VLWH ¥ GRQQHXU /D OL
SDU OHV SURWpPLQHYVY GH OD VQ513 §PUuyLeQaV l119DRuUdrssde U G D X'
cette méme étape, les protéines /BBP (pour «Splicing Factorl / Branchpoint Binding
Protein») et U2AF fpour «U2 Auxiliary Factor 2») lient respectivement le poirde
branchement et la séquence polypyrimidine. U8Fcomposée de deux sous unitdsnt
U2AF65 qui lie la protéine SF1/BB& U2AF35 liant le site accepteur en §Cet ensemble
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Figure 34 : Représentation schématique du modéle G D V V H Bé&gDdntieHdu
spliceosome

La maturation G  X@ARNmM contenantdeux exons et un intron est représentée
/9 p S L Vewraditd la jonction desexonset a la libérationde O § L @tidiureEN forme
de « Lasso ». Les complexesmacromoléculairescorrespondantaux intermédiaires
G 1 p S L \coniplékesE, A, B, B* et C sontreprésentésAdaptée G 1 D SUfgRou et
al., 2017



metant en exergue les Zites essentiels d fpSLVVDJH FRQVWLWXH OH SUHF
spliceosomeappelécomplexe EKramer and Utans, 1991; Zamore et al., 1992; Berglund et
al., 1998; Wu et al., 1999)

(Q S UpVH Q Fénfgeaftiton &ntre snRNP U2 et le point de branchenfierte
ensuitele complexe A(Figure 34) (Barabino et al., 1990; Chiara et al., 1998yis,snRNP
U4/U6 et U5 sont recrutées ensemble poanstituede complexe B. A ce stade, le complexe
B demeure inactiét ne peut pagaliserles réactions de transestérificatikrmrsque snRNP
Ul et U4 quittentce complexe un réarrangement conformationebnfere ue activité
catalytique au complexe B*. Le spliceosome effectualors la premiere réaction de
transestérification générant le complexé@ure 34). Enfin, un autre réarrangemepérmet
Geffectuer la deuxiemegaction de transestérificatigonarska et al., 2006Yne fois cette
réaction accomplieOH VSOLFHRVRPH VH Gr¥t\eR #fféren sERNERIQW O 1$5:
complexe de jonction exeexon EJC (pour &£xon Juncton Complexs) YLHQW VIDMRXWH L
une régiorsituée a enviror24 nucléotidegnt) en amont de la jonctioi  p S L (T&hipel ét
al., 2004; Le Hir and Séraphin, 2008gs interactions entre les snRNP U2, Ubétavede
préARNm sont ales stabiliseesSHUPHWWDQW DX[ VQ513 GrWUH UHF\FO|
nouvelle réactionG  p S L (paubDré\HieSuiiéPou et al., 2017)

2- /YpSLVVDJH DOWHUQDWLI

Depuis lamise HQ pYLGHQFH GH OfpSLVVAtdrHatDeOSMiting ) DW LI S
par Gilbert (Gilbert, 1978) ce processyspar lequel une séquence génomique unique est
capable de produire de multiples ARMwdantdes protéines distinctesst considéré comme
la source principala@le diversification du protéomépour revue Soller, 2006)/ 1$6 SHXW
participer égalementa la régulation de I'expressiogéniquepar modification du cadre de
lecture etintroduction decodons de stop pméatures(PTC pour «Premature Termination
codon») : AS couplé a la dégradation par NMD (AB/D), ou par modification des régions
QRQ WUDGXLWHY GHV $51P HQUnTramskted Qegifins) &ffdctedthX U ©
stabilité,la localisation ou Efficacitéde latraduction(Lejeune and Maquat, 2005; Stamm et
al., 2005) De nombreuseasutationgperturbante processud'épissageHW LQGXFWULFH GY$

impliquées dans de multiples patbgiles(pour revue Cooper et al., 2009)
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([FOXVLRQ ,QFOXVLRQ GYHI[RQ

6LWHASIGMVDJH DOWHUQDWLI HQ

6LWHASIGMVDJH DOWHUQDWLI HQ

5pWHQWLRQ GJLQWURQ

(IFOXVLRQ PXWXHOOH G

Promoteurs alternatifs

poly (A) alternatif

Figure 35: Représentationschématiquedesdifférents types G { p S L ¥ltériDatiH

Lesexonsconstitutifssontreprésentésnvert etles exonsalternatifsenviolet. Leslignesen
pointillé représenteriesoptionsd'épissageAdaptée G 1 D SufigRobuetal., 2017



. /HV GLIIpUHQWYVY W\SHV GYfpSLVVDJH DOW

/IHV SURILOV GYsté¥ danheud VWt Re@emdedrs 1 G 1 p S L dovirizdtH
IHX j SOXVLHXUV W\essaugEguses35D(Keted p\al.F201Qour revueSuié
Pou et al., 201, /Bergsma et al., 20)8

xLes exons définis par depromoteurs alternatifs: /fLQLWLDWLRQ GH OD Wi

au niveau de promoteurs différents, dits alternatifs, edien a différents ARN.

xLes exons cassettes& fTHVW OH FDV OH SOXV IUpTXHPPHQW UHC
ERUGp SDU GHV VLWHV T HW 1 DO W ExQrbad/doitwvicluRs@Qt OTDSSH
exclu ORUV GH OfpSLVVDJH OH Gphér@méhe dé&EavtderRibleHV SRQG
représentd0%des événementsASS chez les eucaryotes supérieurs

X Les exons mutuellement exclusifs Ces exonsne sont jamais présents
simultanément dans un ARNmun seul exon R X JUR X S Hs&d doh& @tenu lors de
O 1 p S L MY Exdis concernés étagyd@néralement de taille similaire,ltmgueurdes ARNm
généreés varie peu. En revanche, la fonction des protéines codées par ces difRéxemtsst
généralemenmodifiée Par exemple FH W\SH G71$6 LQWHUYLHQW GDQV OD
OYH[SUHVYV L-RPonydsin®dvec inclusion deOTH[RQ $ GDQV OHV FHO(
musculaireset de O  H [ R@ns%<ellules musculairefLibri et al., 1989) Un AS de ce
W\SH WRXFKDQW JURXSHV @Gfiter/irr® ansd® @QallWed B matrés— HW
naives. Ldong transcrit primaire Ighlians lequel les exons sont mutuellement exclusifs avec
les exons Figure 7). Comme indiqué précédemment dans le chapitre 1, les cellules B
matures ceexpriment des IgM et des IgD a leur surfacE XLV OfH[SUHVVLRQ G¢Y,J' G
leur activation antigéniqud2our exprimer une IgD, les exons Cu (groupe de 6 exGn§,
C2,G43,G¢+ 0 0 VRQW H[FOXV O RMdnsci@ prin@ifieI§HRigvie TH G X
(Moore et al., 1981Maki et al., 1981; Mountz et alLl99Q pour revue Chen and Cerutti, 2011

x/IHV H[RQV GpILQLY SDU GHV VLWHYV: L& &ns flewdgp SLVVD.
SRVVpGHU GHX[ VLWHV 9 RX GHX[ VLWHV 1 ®&/pF IWVVAMRIQ X\
par le spliceosomé.es exongéenerépeuventainsiétre raccourcis ou rallonggarutilisation
GH GLIIpUHQWYV \MesVévéhe@dhsSanlIsDrllelpréARNmM de Bckx chez
Of+RPPH Re GHX[ VLWHV 1 GBbpSetayIDIH VRQW SUpVHQWYV
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x La rétenton GIL@WADR PDFKLQHULH GYfpSLVVDJH SHXW LJ
GIfpSLVVDJH DERXWLVVDQW DLQVL j OD FRQYH WHDWNLR Q
VPTXHQFH LQWURQLTXH SRXUUD DLQVL rwW URHQWASD @ YWMLUWRHD RH
OD IRUPH G &6 cbel |eS @extdbreés et les invertébrés, constituant moins de 5% des
PYPQHPHQWY HQ UHYDQFKH FTHVW QW H\R GHH U H ISDXYL X Q/R ¢

protozoairegpour revue Berget, 1995)

xLes exons composites internegtminaux : Cette situation fait intervenix Q VLWH 1
GYpSLVVDJH IL @GWXQ QH WK LG/H « pdyQA) D> GA\mE) £€3 Bdhs BeQvent étre
XWLOLVpY FRPPH GHV H[RQV LQWHUQMWRRRQUQYXI XRXOHR?PW I
exons terminauguand le signal de pdx) HVW VpOHFWLRQQp &H SURILO GYp!
GX SDVVDJH GH OD IRUPH PHPEUDQDLUH j OQOFigrid PZ7IH VHFUp\
(Tsurushita and Korn, 1987)'DQV OHV O\P S KR F\ WHHWW%X WOYOILRQ &Q WD C
interne épissé sur les exons de membrane M1 et M2, alors que dans les plasmocytes, ce méme
exon est considéréeFRPPH XQ H[RQ T WHUPLQDO HW FRGH GHV
GLIIpPUHQWLDWLRQ SODVPRF\WDLUH VIDFFRPSDJQH GY
clivage/polyadénylationpply A) a I'extrémité 3' du prARNm IgH (Alt et al., 1980; Early et
al., 1980 Lamson and Koshland, 198dour revueSantos et al., 2011)

i. 5pJXODWLRQ GH OffpSLVVDIJH DOWHUQDMW

/D UpJXO DASIfdR (pte®/ehirde élémentedgulateursagissant emis et/ou en
trans quireprésentent des cibles thérapeutiques intéressaRt¥syp PRGXOHU OfpSLVVDJ
impliqués dans de nombreux cancers et maladies généiigmesaBlanco et al., 2004; House
and Lynch, 2008; Zaharieva et al., 2012)

X Les élémentsis-regulateurs

Lesséquencesis régulaticesparticipentj OD U p J X OASWtIsehQér@rdle@ént
présentegn plusieurs copide long du préARNm. Cesséquencegeénéralement conserse
entre les especepeuvent étresituéesen amont ou en aval slexors régulé par AS Ces
élémens régulateurdocalisés dans les séguences introniques ou exonispisrépartis en
guatre catégories OHV VpTXHQFHV H[RQLTXHV DFWLYDRWULFHYV G
Splicing Enhancers), les séquences exoniques inhibitrices (ESS pdtxoric Spicing

Silencers), les séquences introniques activatrices (ISE pduotrenic Splicing Enhancers)
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pré-ARNm Exon 2

(MFOXVLRQ GYH[RC

J)LIXUH /IHV GLIIpUHQWHYV VpTXHIQHF BARUGIPODWULFHV G

ReprésentatioschématiqueG 1 ¥aDscritprimaire et desélémentscis-régulateurgjui contrdlent

O 1 p S L C¥dxddtiencegpeuvent étre activatrices (ESE et ISE : exonidintronic splicing
enhancens ou inhibitrices (ESS et ISS : exonidintronic splicing silencery G {pSLM¥D JH
facteurs G&fiissage(SF : splicing factorg agissanten trans sont égalementreprésentésLa
fixation de cesdernierssur les élémentsESE et ISE favorisent O L Q F @@ XONLHAR:M@atif,
alors que ceux fixés sur les séquence€SS et ISS inhibent @issagede O { H alRefatif et
favorise son exclusion SE Splicing Factors ESE Exonic Splicing Enhancer ISE: Intronic
Splicing Enhancer ESS Exonic Splicing Silencer ISS. Intronic Splicing Silencer Adaptée

G 1 D &bllgg6Paeztal., 2017



et les séquences introniques inhibitrices (ISS pduatoxic Splicing Silencers) (Figure 36)

(pour revueGallegePaez et al., 2017)

Les ESEsont généralement liés a la famille des protéineg@i&r «Serin Arginin
rich») et IDYRULVHQW OYDVVHPEODJH G@es eXagHarcidBRancorrHd HW O
al., 2004) $ OYLQYHUVH OHV (66 VRQW UHFRQQXV BDSREHYV SU
« Heterogeneous nuclear ribonucleoprotethgui bloquentOfDVVHPEODJH GX VSOLF
répriment 'incluson des exongGarciaBlanco efal., 2004) Les séquences introniques ISE et
ISS ont des fonctions similaires a leurs homologues exoniegesSS sont reconnus par des
protéines de la famille des hnRNP, comme les protéines hnRNP | (ou PTB), hnRNP Al ou
hnRNP L(pour revue Matlin et al., 2005)es ISE, quant a eugont reconnus par la protéine
hnRNP L(Hung et al.,, 2008HW SDU GIDXWUHYV SURWQpLQCesk¥quzite® D IDPL
cis régulatices peuventdonc exercerdes effets activateus ou inhibiteus en recrutant des

facteurgransrégulateurs

X Les élémentgrans-régulateurs

,O H[LVWH GHX[ JUDQGHYV IDPLOOHBDJGBGH pBtEiRay/PREQHYV UpJ
les protéines hnRNPMayeda et al., 1999) es protéines SR constituent la famille la plus
étudiéequi comprend plusGfXQH YLQIJWDLQH GH PHPEUHV GRQW OH\
SRp30c, 9G8, SRp40, SRp55, SRp75, ASF/SF2 et &Gter et al., 1992; pour revue Long
and Caceres, 2009)/HV SURWPpPLQHYV 65 FRQWLHQQHQW XQ RX GHX]J
type RRM (pour |RNA Recognition Motif») suivis par un domaine pgéque RS (pour
« Arginine (R)}Serine (Sy») riche en dipeptides répétés Arginine/Sérine. Le domaine RS peut
étre phosphoryléagissantD L Q VL V X UenGafiltdntMesYirtéraptions protéin®RN et
protéineprotéinenécessaires aecrutement du spliceosorfidayeda et l, 1999;pour revue
Shepard and Hertel, 2009)

Les protéines hnRNBonttres abondantes dans la cellule et inhibent généralement
O 1 p S L@ant®dfardille comprendu moins une vingtaine seembredonthnRNP Alou L,
B, C, F, G, H, K, et hnRNP | aussi appelée PI& hnRNHouent des rdles variéallantde
OD UpJXODWLRQOBHPO WSUMWD R GHV HBYYgamPal \WWIOPEt 1 GHV $
pouvaQW VIpWHQGUH (DOddaly1998Ru\aHa tnadudiarfOsiareck et al., 1997;
Collier et al., 1998; Ostaredkederer and Ostareck, 2004a protéinehnRNP Alaégalement
été décrite pour jouer un roéle dans la conservation de la longueur des téi@aéfeg® et al.,
2000)
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IO D pWp GpPRQWUp TXH Qe RrQairy CO4% dEiéntun EYS quG X
permet la fixation $inRNP / H \&xcdgjonde cet exon par un épissage alternatif de type «
saut d'exor» (Rothrock et al., 2005)CD45 est un récepteur tyrosine phosphatgeimé
spécifiqguemené la surface des cellules hématopoiéticgtede leurs précurseutse transcrit
&' HVW FRPSRVp GH WURLYV F@ONsH, B/at6Hqi dfent po@r o D UL D E (
isoformes dférents: CD45RA, RB et RGAlexander, 2000; McNeill et al., 2004; Liu et al.,
2006) Dansles lymphocytes B, lestroisl [RQV GH &' VRQW LQFdXentDSUqV C
lieu a B220ou a CD45RABC (Cyster et al., 1996)Les cellules T naives exprimentles
isoformes incluant tleYCD45RB) a deux CD45RABCD45RBQ FDVVHW W(B&ve@GeyH[ R Q V
et al.,, 1992; McNeill et al., 2004En revanche, legymphocytes T mémoires expriment
O 7LV RCPABRHdépourveides trois exons.

Dans le but d'identifier les différentpd XODWHXUV GfpSLVVDJIJH DX FRXL
des cellules B, le groupe de Rao a réalisé une analyse comparative des profils transcriptomiques
des PC de la moelle osseuse et des cellules B naives. Cette analyse a révélé umatiamgme
significativedarv OHV 3& GH OYH[SUHVVLRQ Gitetdyenabdshucl&€a® 513 //
ribonucleoprotein tike @ HW G X | D Rgatiehxde [aGrimsCriRtiQn ELLBenson et al.,

2012) /H IDFWHXU KQ513 // LQWHUYLHQW GDQV &YH[POXVLRC
FRXUV GH OD GLIIpUHQFLDWLRQ SODVPRFXWDR QHG H K THEK[LS ¥
du B220 (isoforme CD45RABC)Chang et al., 2015En revanche, hnRNP LL se lie aux

transcrits 1gG2b et favorise une augmentation de lisoforme membranaire. De facon
LQWpPUHVVDQWH OfH[SUHVVLRQ GT(// QHXNUDFIULLWHY OFH,1a
SHUPHW G fi B ¥ro@uktiQn/del I'isoforme sécrétée par les(Martincic et al., 2009;

Benson et al., 2012; Park et al., 2Q14insi, la production optimale de la forme sécrétée des

lg dans les plasmocytepV XOWH G X QH Fd¥fersmsélénwritdRapsitdgiatdlid

X Lesrégulateurs co-transcriptionnels

Le lien entre transcription &S a étéillustré dans de nombreuses revipsur revus
: Proudfoot et al., 20Q02\eugebauer, 2002kn effet, la phosphorylation dlomainecarboxy
terminal (CTD pour <arboxyTerminal Domain») de la grosse souXQLWp GH Of$51 SR
LQIOXHQFH OH SURFBIQVX\HGMHEYVOBIHUIRXSH GH %HQWOH\
OYDUULYpH YHUV OYH[WUpPPLWpP T HRQWDWNRKYPILQBIERQ HIXH
OH GRPDLQH &7' G McOHh&EA eSaR,A997)a cinétique et/ou la processivité
GH O fgbblllors de la transcription p¢ W U p J X.QH idodel§uatif suggere quéa
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A
)DLEOH WDX[ GIpORQJDWLRQ

Spliceosome.

?‘}?&

B
JRUW WDX[ GTpORQJDWLRQ

Figure 37 : ModeleGH UpJXODWLRQ GH OfpSLVVDJH DOWHUQDWLI S
O71$51 SRO\WWPpPpUDVH

Selonce modeéle, O 1 p S Lak&fiatifideraitinfluencer par la processivitéde la ARN pol Il au
coursdela transcription Ainsi, uneélongationrapideconduita O { p O L P GJ BX@hklRQatif
par saut G T H [(R)Qalors T X T X&bl¢ vitesse G  p O R QdeDOMISRDI 11 autorise son
inclusionlorsde O  p S LX)VAddptee G 1 D EdHir\étal., 2016



vitesseGIpORQJIJDWLRQ GH cagasitela i8&RdDer, desitdps de paégele les
PYgQHPHOQANY, @T$BT$51 SRO ,, HVW SHX SURFHVVLY®WX VL F
OTpORQ:BWRLRRULVH OfLQFOXVLRQ G 15 presiterd €\Eitéd) QD W L |\
GIpSLVVBIHBMHPHY $ OJLQYHUVH XQ IRUSR OV DXR G PI@EY HO
de pauseutant OfpORQJDWLRQ phéndménd GaX D WWS BRBHERTQ (pour
revues Nogués et al., 20Q0Re Hir et al., 2015 L'exon 9 du géne CFTR (pourGystic fibrosis
transmembrane condtance regulatos) représente une exception a cette regle ofailnte
WDX[ GTpORQJIJDWLRQ GH O1%$51 (Bupadlin etbD, PR)ULVH OH VDXW G

Xx /[fpSLVVDJH DOWHUQDWLI HW OHYHPRGLI

Dans cettgartie nous allongliscuter les changements touchant la chromatine, telles
gue les modifications podraductionnellesdes histonesphosphorylatia, acétylation ou
méthylation,qui VRQW OH UHIOHW GH OYDFWLYLW pjowehtDrQdleFULSWL

décisif dand'épissage alternat{pour revue Luco et al., 2011)

Ces marqueshromatiniennepermettent de faire la distinction entre Ieons les
exonsconstitutifsou alternatifs, influencanDLQVL OH S URF HIhyaXéatyl&i§ip&LVV DJH
OD O\WLQH B3XHBKPad) & aeRI3eteéD X W R XxdonEG3Hiu@efie murinNCAM
(pour «Neural Cell Adhesion Molecule), et ce profil est corrélé a un saut de cet dronde
la dépolarisatiomles cellules neuronal€Schor et al., 2009Pe mémeKolasinskaZwierz et
al. ont montré queles exons sont préférentiellement marqués avec la H3K36me3 (tri
PpPWK\ODWLRQ GH OD O\VLQH GH O KL VRuI&spshatdwierE RPSDUD
et al., 2009) Cette modificationexoniqueavec H3K36me3 déperalisside la transcription et
se trouve a des niveatneésbhas dans les exons alternafiton et al., 2009; Kolasinskawierz
et al., 2009; Nahkuri et al., 2009)q Dtres modifications de méthylation des histones telles
que H3K27mel, H3K27me2, H4K20mel et H3K79mel ont également été signalées pour
marquer favorablement les exosdersson et al., 2009; Schwartz et al., 2009; Spies et al.,

2009 pourrevues +QLOLFRYi D QG HowbealN P12)

Différentes expériences ont pu mettre en évidence un réle de la signature des histones
VXU OfpSLVVDJH DOWHUQDWLI /TXQ GHWRH RRAPHYHRXMRXQHOHA
exclusifs du récepteur humain FGFR2 (pouFikroblast GrowthFactor Receptor 2)
(FGFR2,,,E HW ,,,F 'DQV OHV FHOOXOHV gSMWKQRGDXVYHE¥ CMLL
GDQV OHV FHOOXOHV PpVHQFK\PDWHHXKWWVORHWQH[RR HX
HIFOXVLYHPHQW XWLOLVp e HE X LdOUx \eRONsSL ésQrédhiliee | pad g3 W L H C
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PRGLILFDWLRQV GHV KLVWRQHY DX QLYH DXL QGWLODYUQ FIOXY L
OfHIRQ DOWHUQDWLI ,,,E HVW FRUUpOpRQ@WYHF XRH HRWLFI
+ . PH DORUV TXH Q@étkxénCext\tarRi@e &/ec un taux élevé de la marque
H3K36me3(Luco et al., 2010)

3 ORGLILFDWLRQ GYfpSLVVDJH SDU B@WRIGHW W
antisens (AON)

ORGLILHU OfYpSLVVDJH SUpVHQWH XQetd® WombretgesV Kp UD S
approchesreposentsur O 1 X W L O bianwle®Ridesaatisens(AON pour «Antisense
OligoNucleotide »).

/ID WHFKQLTXH GH PRGLILFDWLRQ GH &S$tpilmévi@léH SDU (
GH WKpUDSLH JpQLTXH SHUPHWWDQW GH NFROQIRURDXTH |
responsables de maladies génégjiDe nombreuses tentatives de traitements AON visant a
UHVWDXUHU OYfH[SUHVVLRQ GYXQH G\VWU RFHKWYD L R/GIP\M QR
dystrophie musculaire de Duchenne (DMBur «Duchenne Muscular Dystrophy (Wilton
et al., 1999; Kole et al., 2012; Falzarano et al., 2015; pour revues : Nakam Takeda,
2009; Muntoni and Wood, 2011; Kole and Leppert, 2012; Sardone et al., 221DMD est
une maladie génétiqumusée patles mutations dans tgne de la dystrophiret provoquant
XQH GpJpQpUHVFHQFH SURJUHVVLMHOGRUQBREMARBEIOH GHYV
al., 2006) '"HX[ PpGLFDPHQWY FDQGLGDWY RQWTXGHjleiIDLW Of
"UL VDS H U wieQytphdsphorothiate oligonucléotide T20H36 GpYHORSSp SI
société «rosensa Holding N.¥; et 2 OfY(WHSOLUVHQ SKRVSKRURGLDF
oligomer: PMQO) développé par Sarepta therapeutics. Ces 2 molécules permettent
dILQGXLUH XQ VDXW GYfH[RQ SRXU FRUULJHU GHV PXWDWLR(¢
des patients atteints de DMDirak et al., 2011; Goemans et al., 2011; pour revues : Aartsma
Rus and van Ommen, 2009, 2010)

PRXU PRGLILHU @ONsS\LYVRABNWHEGBAMergurles sites d'épsage,
les points de branchement s séquencess-régulatricesd'épissage (6 (« (pour revue
AartsmaRus, 2010)Bien que cette thérapie s@rometteuse, destudes cliniques récentes
ont signallque OH EpQplILFH GHV W paslentbrétél Qtéinpdii reviag 1.D et
al., 2014) et que les stratégl V DYHQLU GRLYHQW V X BbBdRpDON tissliladéd V SUR
etdepénétratiomucléaire des AON®e facon intéressant®©® G LQLVWUDWLRQ V\VWpP
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QRXYHOOH F QlestricydloADE 2dADN) permettait de restaurer significativement
@Sfjpression de la dystrophine chez des souris reproduisant la DMD. Cette augmentation est
UHWURXYpH GDQV OfHQVHPEOH GH OD P Xcv KR¥Boyzhvallé) H VT XH
et al.,2015a2015b)

Au VHLQ GX ODERUDWRLUH QRXV WUDYDLOWWERQAW GXV G|
lg. Au FRXUV GH P DpaNi&ped Hne ktgderiontrant que lgroduction de chaines
OpJgqUHV @&fued de p&mine variable (V), par phénomeéne de VD XW G B8t[RQ
toxigue dans les plasmocytéSrour et al.,, 2016 cf Annexe ). Actuellement, nous
envisageonderecréecH VD X Wp& DIB[RLD LVWUDDSRXRIQIBYEFRHL OD SURGXH
tronquéeset induire la mort des plasmocytes tumoraux damsyl@lome P XOWLSOH HW GY{D
dyscrasies plasmocytairéSigure 38) (Delpy et al, brevetW02017/08935% Cettestratégie
autodestructricedillUH GHV DSSURFKHV FRQY H@gMpeRIQUAHBAODHY GH
restaurer ldonction degrotéines.

4- (SLVVDJH DOWHUQDWLI HW VXUYHIRO@DQF!

productifs

Le processus aléatoire des recombinaisons VD) F&UDFWpULVp SDU OfLPSI
jonctions codantegénérant ainglesdécalagedu cadre de lectuet O 1D S S DeWPL@HANR Q G
deux tiers des casf(chapitre 1).

'H SDUW OHXU SURSHQVLRQ j KpEHUPBU WEIHQ/JI BPIOQ VN VI C
nonproductifs, les cellules B sontfkcellents modéles pour étudier les mécanismes de
surveillance des ARNNEn effet, environ la moitié des cellules B présente des réarrangements
bi-alléliques avec un alléle fonctionnel codant et un alléle réarrangéagt®m non
fonctionnelle: cellules B dites VDJIVDJ (locus des chaines lourdes) ou™™ @ (loci des

chaines legereg)en Boekel et al., 1995; Mostoslavsky et al., 2(Ddly et al., 2007)

Bien que la transcription des alleleS 1 sémble prigipdement biallélique, les
transcrits matures provenant des allelespaductifs (VDJou VJ) sont quasindétectables
dans les cellules B maturgsour revueli and Wilkinson, 1998; Delpy et al., 2004b; Eberle et
al., 2009; Chemin etl.a2010; Tinguely et al., 20)2Cette  DLEOH DERQGDQFH GY%$5
porteurs de PTCefléte OTDFWLY DW LR Q dé&ddVeilRapdedd Qerrive®iel miter la
VIQWKqVH GT,J DEHUUDQW HFMgu@RWHQWLHOOHPHQW QpIDVW
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De nombreuses études incluant celles du laboratoire ont montré que cette surveillance
GUDVWLTXH UpV X0 Wtie differe@simedarissigaoud Mildri @hdHwWilkinson,
1998; Chemin et al., 2010; Delpy et al., 2004b; Tinguely et al., 2@i&3i, des transcrits
primairesGY,J FRQWHQBRXWWERW INEE LU GHWMs&R aun prbdedsusRQV G
GTLQKUMOEpBML\EXDrédagpelé NMUP (pour NonsenseMediated Upregulation of Pre
MRNA»), ou X Q S K p Q RAS@AQPEIEGIAS (pour &onsenseassociated Altered Splicing
»)visantapOLPLQHU OfH[RQ FRQW HDpE@Wurs Qe BT/ X&sont également
activement dégradés pMD (pour «NonsenseéMediated mRNA Decay) (Baumann edl.,
1985; Jack et al., 1989; Lozano et al., 1994; Aoufouchi et al., 1894; revuelLi and
Wilkinson, 1998; Delpy et al., 2004pour revudsken and Maquat, 200Eberle et al., 2009;
Chemin et al 2010; Tinguely et al., 20).2

I. NonsenseMediated Upregulation of PremRNA (NMUP)

/I THILVWHQFH GT1XQ SURFHVVXV GIYLQKLELWLR@& GYpSLV
VXU O71$51 RX 1083 D pWp UpYpOpH SDUXGHVIBPRRPH VG HDUL
DXWHXUV RQW GpPRQWUp TXH OTEBSHDVILWLRRP STH @BH &G 6X
accumulation des prBRNm. Leurs données indiquent également que le processus de NMUP
QYHVW SDV GpSHQGDQW GH OD V\QWKgVH BQHRPHQWXEBHHW D
G 1$5 1P nahsens(Lozano et al., 1994; Aoufouchi et al., 199Bnsuite, Mihlemann et
al.ontrévélé quelesprd51P GT,J— H Vet cdnterdaatdes PTC sont également soumis
au NMUP. Ces auteurs ont montré que la présede mutations nesens, mais pas de
mutations fauxVHQV HQWUDVQHQW XQH L QKARENhWLgReceGdfetO fpSLV
QYHVW SDV LQIOXHQFp SDU OD ORFDO HWDWQLWR QREY 3H\EW (DL
méme si les mutations naers sont localisées dans des exons différents. Le NMUP dans ce
cas semble indépendant de la position du BMithlemann et al., 2001pe facon intéressante,
et par des expériences de RNA FISH (pourluorescent in situ Hybridizatios), ils ont
pJDOHPHQW PRQWUp TXH OYDFFXP X O DWrkphseCaHisu U D QV F U

niveau ou a proximité du site de transcriptfbtithlemann eal., 2001)

Au sein de notre laboratoire, nous avons également observé une accumulation
préférentielle des pr$51P ,J HW ,J— FRQWHQ D Q3ahsGadquisesXparD WL R Q
décalage du cadre de lecture lors des réarrangements (Qitin et al., 2010; Tinguely et
al., 2012) De maniere intéressante, cette accumulation est maximale dans les cellules B au

repos présntant une faible activité transcriptionnelle du locus IgH. En revanche, cette
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accumulation de transcrits primaires rgBns devient moins marquée dans des cellules B
DFWLYpHV TXL SUpVHQWHQW XQH IRUWHWDWDYQR B S\WURQ
PROQWUHU TXH OYDFWLYDWLRQ GX 1083 HVW WQYIKBUWVHPH
transcription(Tinguely et al., 2012)

Néanmoins, les perturbations touchant les cadres de lecture ne sont pas seule
UHVSRQVDEOHV G{XQ+$DIFF XFLOQOIDWORQRTEHSIFHIGEH 0 :LONLQV
des mutations modifiant des séquencesip J XODWULFHYVY GH OfpSLVVDJH FRI
peuvent également aboutir & une augmentation du taux d&Rdén du TCR (Imam et al.,

2010) 'DQV FHWWH pWXGH OHV PXWDWLRQMWH ppW p@dR/QE p BV,
indépendamment de la nature de la mutation-geors, fausens ou silencieus@nam et al.,

2010) Ces pVXOWDWYVY HQ FRQWUDGLFWLRQ DYHF OHVQWUDY D X
rwWwUH OH UHIOHW GH GHX[ PpFDQLVPHYV IGYBDW FRORIXIGKDW L R (
GpSHQGDQW HW OfDXWUH LQ@nhN¢mard Bt 2@X IméanGdt &l., GH OH
2010) Le terme de NMUP serait donc plus adapté au phénomene dépendant du cadre de

lecture.

5- NonsenseassociatedAltered Splicing (NAS)

/ID ILGpOLWpPp GH OTH[SUHVVL RQodtm@d JakAS & HrEséhceJD OHP I
GIXQ 37& VXIS5XHQ SHXYW LQGXLUH GHV PRGLILFpaWIERQV GX
phénomene dBAS (pour «Nonsensessociated Altered Splicing (Figure 40).

6L OH WUDQVFULW DOWHUQDWLI DLQWREWRURpHMR QL DY
GH OYH[RQ PXWp QYDERO LWk SAS\feuddiocuireQursAhtRgE sBletR @ip L T X H
permettant |aynthesede protéines tronquéesigonservent partiellement ou entierement leur
IRQFWLRQ #BMHWRAHMMXY GpSLVVDIJH DOWHUQDWLI SHXW
tronquées potentiellement néfastes pour la ce{lubeir revues Hentze and Kulozik, 1999;
Maquat, 2002)Dans ce sensQRXV DYRQV REVHUYp TXH OYDFWLYDWLI
synthese Ig\sans domaine V particulierement toxiques dans les plasm¢8ytes et al., 2016
: cf Annexe ). Ainsi, le phénoméne de NAS ne semble pas avoir de but précis et la synthese
de protéinestronquées peut exercer des effets bénéfiques ou dél@ewasrevueMaquat,
2002)
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Deux types de NAS ont été décrits O XQ DWW U Ladohp tquoBantvdeR X W
VPpTXHQFHYVY UpJXODWULFHY GH OfpSA&/YBHYV GH& AGHDB B D \OM
lecture (NAS de classe Il). Néanmoins, les mécanismes moléculaires mis en jeu ne sont que

partiellement élucidés.

i. Le NAS de classe |

Dans le NAS de classellH SKp QR P gQ ekt Gédle@ié& Gar des mutations qui
perturbent lesséquences régulatricésSE (pour revues Valentine, 1998; Cartegni et al.,
2002) &HV (6( IDYRULVHQW OfpSLVVDJH HQ UHFRXW DYQRM \@ H \
recruter les composants du spliceosqkencowe, 2000; Graveley, 2000; Cartegni et al.,
2002; Zheng, 2004).e NAS de clase | est donc indépendant de la synthése protéique comme
celaa été décrit pour les transcrits SCNM1 (po@®odium Gannel Modifierl»), CFTR(pour
« Cystic AbrosisTransmembrane conductanRegulator»), fibrilline-1, 7 & 5 etlgu (Liu et
al., 2001; Caputi et al., 2002; Buchner et al., 2003; Pagani et al., 2003; BichMilalemann,
2005; Mohn et al., 2005; Chang et al., 20@\tre la destruction de séquences ESE, il peut
DXVVL DUULYHU TXH GHV PXWDWLRQV LIDGX OO W IO

OHV pYqQHPHQWY GH VDXWQOWILRQ SROIREDRIQ BOO&YPp OLP L

ii. Le NAS de classe Il

Le NAS declassel se produit en présence de mutatioosrsenset se traduit par une
PRGLILFDWLRQ GfpSLVVDJH GH OfH[RQ SRUWHQW G HX\QDXM&
GYH[RQ 7RXW FRPPH OH SKpQRPgqQH GILQKLEAMEWQ GYpSL
i) le NAS de classe Il souléve la questoq¥ FRQWURYHUVpH Gddar®@ifigi[LVWHQF
QXFOpDLUH FDSDEOH GH GpWHFWH (Wah§ et@\W2H024FX &fatL R Q G T X
L. Maquat poposait que la reconnaissance des codonsseons est peu probable dans le
contexte du pr$51P FDU LO HVW GLIILFLOH G LPDJLQHU FRPPHQW
influence un intron situé en amont, peut étre lu quand il résidait en passteiet ntron; et
gue cette reconnaissance se produisait apres I'épissage et transmettait ensuite des informations

sur I'état de la terminaison a la machinerie d'épis@dgquat, 2002)

Néanmoinsrbis pointsont permisie mettre en évidenteNAS de classe Il (a) seules
les mutations nosens, et pas les mutations faaens a des positions équivalentes, sont
FDSDEOHVuUGIERWGVVORIUHDOWHUQDWLI &THVW OB OADAY KFB\H \PXXUA
les genes de lafibrilline et les genes du T@Rendell et al., 2002; Wang et al., 2002b, 2002a)
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(b OfYpSLVVDJIJH DOWHUQDWLI GHV H[RQV F®KQ WH @/MQ 8 *O H
GILQLWLDWLRQ GH OD WUDGXFWLRQ RX @bBny/egdl.Xx10@eH FRQV
2002a); (c) le phénoménele 1$6 QYDSSDUDLW SOXV ORUVTXH OTRQ UH
(Wang et al., 2002a)

Contrairement au NAS ddasse, FH W\SH G {p S LséntidedépedddtdethU Q D W L |
traduction protéique et peut étréhibé par suppression des AR®Bersappe et al., 199%n
accord avec son lien étroit avec la synthese protéique, le NA&skell fait intervenirla
protéine UPF1 («Up-frameshift protein »), un acWHXU PDMHXU GX 10" 'TXQtF
LQWpPUHVVDQWH OD VXEVWLWXWLRQ GIX¥X® DFLGH' PBDLYp
QIYDIIHFWH SDiass®H 1$B6CGGHXDQW OfH[LVWHQFH GHV IRQFWLR
GY83) GDQV FHV G(Erfdes BtRaF,H002XWQ UHYDQFKH GIDXWUHYV
impliqués dans le NMD (UPF2, UPF3, SMG1 ou elF4A3) ne jouent pas un rdle indispensable
dans la mise en place gwocessus dBIAS (Mendell et al., 2002; Chang et al., 200B)en
TXIpWDQW GpFOHQFKpV SD tlortnanden$),Hes\phdrQrbeDes HeNASRX W D
de NMD semblent donc étre des mécanismes distincts mais non exclusifs.

Le NAS declasse,, D pWp pJDOHPHQW pWXGLp SDU QFDNHH ODE
DOWHUQDWLI GHV WUDQVFU LnWewns| s tiarRukWeHChehviet GlHnP X W D W L
révélé que@Nmination GH OJH[RQ Y DU L D E Celst refe@amt-bRIOn@idtdand 37 &
les lignées plasmocytaires par rapport aux lignég€iemin et al., @10) 'H SOXV MIIDL
SDUWLFLSp j XQ WUDYDLO UpYpODQW TRE Y HXOH YDLWUPHI
(Srour et al., 2016cf Annexed $X FRXUV GH PD WKgqVH MfiveapWXGLp
moléculaire et montré que TK\SHUWUD QHWNU 1 § QH. R-PB®fyctifs@ane) les
plasmocytes est corréléaiaeactivation marquée duAS sur les transcrits Igktf Résultats,

Article 1). Ainsi, le NAS declassell serait VRXPLVY DX[ PrPHV UgJOHV TXH
conventionnelHW LQIOXHQFp SDU OD YLWpdtMNMDPasElgh 80D WLRQ G
revueShukla and Oberdoerffer, 2012)

6- NonsenseMediated mMRNA Decay (NMD)

Le NMD est unphénomenaibiquitaire majeupermettant deontrdle la qualité de
O T H[ S UHWud.Cegnédan@rhe de surveillance des ARNcouvert il y a plus d&0 ans
par Baserga ddenz, est le plus intensément étu@aserga and Benz, 1988) est impliqué
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dans un nombre important de maladiésétiquesF KH] Of+RPPH SXLVTXH GHV PX!
sens sont rencontréagduemment dans ces pathologies (environde8cas)(Frischmeyer

and Dietz, 1999Khajavi et al., 2006; Bhuvanagiri et al., 2010; Nicholson et al., 2010)

/I NDFWLYDWLRQ GX 10" HW OD GpJUDGDWLRQGRLOM$G1B{6F
protecteur si les transcrits éliminés codent des gyotmgenes. Cependant, cette dégradation
drastique peut égalemeaggravere phénotype de certaines maladies, commnyistrophie

Musculaire de Duchenf®MD), enéliminantlesARNmM codant pour des protéingsnquées
partiellementfonctionnelles(Holbrook et al., 2004; Khajavi et al., 2006 réle du NMD

apparait méme plus général puisgaeygsteme semble capable de cibler également des ARNm

sans PTC, participant ainsi largement a la régulation W&t DQVFULSWLRQQHOOH G
génique(Martins et al., 2012; pour revudténs and Gehring, 2016)

Desnombreuses études dont celles menées au laboratdiraontré quées ARNm
provenant dilleles G fréarrangés de maniere Aprodudive sontefficacement dégradés par
NMD (pour « NonsenseéMediated mRNA Decay) (pour revue.i and Wilkinson, 1998Delpy
et al., 2004b; Chemin et al., 2010; Tinguely et al., 2012)

I. Les acteurs majeurs du NMD

Les facteurs agissant entrans impligués dansle processus du NMD ont été
initialement identifiés chezSaccharomyces cevisiae (UPF1, UPF2 et UPF3) et chez
Caenorhabditis eleganéSMG1, SMG5, SMG6 et SMG7 SMG pour «Suppressor of
Morphological defects on Genitalig (Culbertson et al., 1980; Hodgkin et al., 1989; Leeds et
al., 1991; Pulak and Anderson, 1993; Cali et al., 1999; Grimson et al., 2884rthologues
humains ont étéentifiés plus tardur la basele similarité de séquencé&pplequist et al.,

1997; LykkeAndersen et al., 2000; Denning et al., 2001; Yamashita et al., 2001; Anders et al.,
2003; Chiu et al., 2003; Ohnishi et al., 2Q03)

X Les protéines UPF

Les protéinetJPFconstituentOH F° XU GH O D NMD FMezedramidif&ses
guatre protéines UPF ont été identifiees : UPF1, UPF2, UPF3 (nommée auss) @PF3
UPF3X(nommée aussi UPBR

UPF1ouRENT1 (pour «Regulator of Nonsense Transcripts)estunfacteur clddans
le mécanisme de NMBresconservé entre les espe¢€silbertson and Leeds, 2003; Conti and

lzaurralde, 2005p0urrevue Mihlemann et al., 2008
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La protéineUPF1 humaineest composée de 1118 acides amet§zrésente un poids
moléculaired'environ 123 kDa. Elle est principalement présente dans le cytoplaspeait
égalementétre retrouvéedans le noyau(Mendell et al., 2002) UPF1 contient une
SKRVSKRSURWpPLQH DYHF XQH DFWLYLWp astwdéDNélitase pSHQ G
(Bhattacharya et al., 200ppur revueGupta and Li, 2018)En effet, une mutation (R844C)
abolissant cette activité hélicasSsHUPHWKGEHU OYDFWLYLWp 10' GDQV
mammiféeres(Sun et al., 1998)L TLQ D FW LY D WhfR €3t Btxle £heQ ta sourides
embryons meurent entre 3,5 &b fpurs révélant ainsi le role essentiel de cette protéine dans
de nombreuses fonctions biologigu&fedghalchiet al., 2001) Nous noterons son role dans
OH PDLQWLHQ GH OTLQWpPJULWp GX JpP\QRPHXHD@FUNYSWhOBWH
(pour revues tsken and Maquat, 200&upta and Li, 2018)83) VIDVVRFLH DYHF OHYV
de terminaison de la traduction eRF1 et eRF3 (poeiorgation Release Facto) ainsi
TXTDY HKp@&us jevue Muhlemann et al., 2008)

'"fXQH IDoRQ VLPLE®BEAestdngpt®3phoprotéine qui agit généralement
commeun adaptateur moléculaire et fait le lien entiéF1 et UPF3 (Kadlec et al., 2004;
Kashima et al., 2006; Wittmann et al., 20060 fHVW XQH SURWPpPLQH GH DFL
un poidsmoléculaire de 148 kD@viendell et al., 2000; Serin et al., 200WPF2possede au
moins trois domaines MIF4G (poumriddle of elF4Glike ») (Mendell et al., 2000présents
dans la région centrale ettdrminale et undomaine de localisation nucléaire NLS (pour
«Nuclear Localization Sequeneg présent uniquement dans la partigekminale. Les
domaines MIF4G seraient impligusDQV OTLQWHUDFWLRQ GY83) DYHF O
de la traduction elF4A et elF3 (pouretongation Initiation Factop). La partie Gterminale
HVW LPSOLTXpH GDQV O(Wer@a&V ét bl DU R&EcemmentliFa 8t8 jnontré
TXH GXUDQWJREF]& B3 peirentétre clivés par despases. Ce clivage a pour
conséquence une inhibition du NMD conduisant a la stabilisation des transcrits contenant des
PTC(Jia et al., 2015your revue_ejeune, 2017)

UPF3est la derniére des trois protéines UPF. Chez les mammiféres il existe deux génes
paraloguesipf3 : upf3 (hnommé aussipf3a) etupf3X (hnommé aussipf3b). Dans les cellules
humaines, la forme UPF33mbleplus impliquée dans le NMIO X § 8 3 ) L& géneupf3 est
SRUWp VXU OH FKURpRXRtPoité suDecRronbsoKkgSRerin et al., 2001)
lIs codent pour des protéines de 52 kDa et 58 kDa, respectivebieRBA et UPF3X
présentent tousagleuxune localisation majoritairement nucléaire mais peuvent faire la navette

vers le cytoplasm@.ykke-Andersen et al.,@0; Serin et al., 2001Tes deux protéines sont
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FDUDFWpULVpHV S Ddhad®cdsep/é RR¥BoHr <RJIX REcognition Motif»)
(Lykke-Andersen et al., 2000Malgré leur similarité, leurs effets sur le NMD semblent étre
différents.(Q HIIHW OD IL[DWLRQ DUWLILFLHO®@H$EG JB3G g SRXQW X0
de PTCLQGXLW IRUWHPHQW VD GpJUDGDWLRQ [QOKRSY TXH C
Andersen et al.,, 20000'H PrPH O9YLQKLELWLR Qpaark@RBN intesferéht§5 1 L

bloque leprocessusdd 0" PDLV SDV FH@uHet@l] 2@00)

Récemment, Nelilik et al.ont montré que le facteWPF3X estcaractérisé pour
interagir avec la partiefferminak du facteuide terminaison de la traductieRF3(Neu-Yilik
et al., 2017) Ainsi, UPF ; V1DV YV Rdirhdde BREFRF3 pour former un complexe
WULPpPpULTXH TXL FRQGXLW j OD OLEpUDWLRQ GX ULERVRPL!

X Les protéines SMG

Les protéines SMGppur « Suppressor of Morphological defects on Genita)ia
assurent leycle de phosphorylation et déphosphorylation des protéines LaR¥#€elétiondes
protéines SMGinhibe le NMD (Cali et al., 1999; Gh et al., 2003; Unterholzner and
Izaurralde, 2004)I existe sixprotéinesSMG quijouent un réle majeur dans le NMD : SMG1,
SMG5, SMG6SMG7, SMG8 et SMG9

SMG1 est une protéine kinase qui phosphoryle UPF1 sur ses régitammiale et €
terminale Elle appartient a la famille des PIKKs (poupkosphatidylinositol &inase related
protein kinases) (Denning et al., 2001; Yamashita et al., 2001; Grimson et al., 2084)
SKRVSKRU\ODWLRQ G183) SDédu®oD. Eh\bWire RIQGH, MGB 8tH F O
SMG?7 sont des protéines non redondantes qui sont impliquées dans la déphosphorylation
GY83)SXLVTXH OHXUV DEVHQFH FRQGXLW j XQH DFFXPX
hyperphosphorylé€Anders et al., 2003; Chiu et al., 2003; Ohnishi et al., 2608uhara et
al., 2005 Durand et al., 2016)Ces protéines SMG ne sont pas des phosphatases mais sont
capables en recrutant des protéines phosphatases telles que PP2/A(pmphatase Protein
2A ») pour permettreO D Gp SKRV S KR U \(OHuVEtLaR, Q0@ @ijshi et al., 2003;
Conti and lIzaurralde, 2005BMG1 SHXW V T avecvVdeExLpidieines supplémentaires
SMG8 et SMG9 et permettre aPLVH HQ SODFH GX FRPSOH[H GTLQGXFV
« SURF » (SMG1, UPF1, et les facteurfRé&2 et &RF3) (Kashima et al., 2006; Yamashita et
al., 2009 pour revue Schoenberg and Maquat, 20B82).* UpJXOH OnfMeBed&/EWGIWp NL
sur UPF1lin vivo. SMG9, quant a elle, e HTXLVH SRXU OfLQWHUDFWLRQ H
(Yamashita et al., 2009).
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ii. Laregle de position du PTC

Dans les cellules de mammiferes, le mécanisme du NMD dépend généralement de
@fissage et nécessite que le PTC soit positionné au moins 50 a 55 nucléotides en amont de la
derniére jonction entre deux exaffigure 41) (Carter et al., 1996; Zhang and Maquat, 1996;

Li and Wilkinson, 1998Nagy and Maquat, 1998; Thermann et al., 1998; Zhang et al.,.1998)

Ceci explique le fait que les codons stop physiologiques situés dans le dernier exon sont peu
sensibles au processus du NiNDaquat and Li, 2001Cette regle de position des PTC repose

VXU OD IL[DWLRQ GYTXQ FRP SEXeh HonbtiSrS Eotnplex)-& 20R XU ©
nucléotides en amont de chaque jonction esxon(Le Hir et al., 2000b, 2000a, QD). Ce
FRPSOH[H SURWpPLT X Hestfif#1jQU 1 pRIaNs le ndyaD et reste associé dans

OH F\WRSODVPH MXVT X fradeitfpouixrevua g $is aritl SERpAM, 2008)e
FRPSOH[H GT(-& UIQS K@Y idguMtibhpQstanscriptionnelles (pour reviie

Hir et al., 2016) fournissam un lien direct entreOfpSLVVDJH OD WUDGXFWLRC
intervenant également lors thansport de 'ARNn{Tange et al., 2004N\ott et al., 2004)

Le « F°XUGH Of(-& HVW XQ KpWpURWpW guatfecpotéinegSR Q VW LV
essentielles conservées associées de facon stabIAGOH, Y14, MLN51 et elF4Alll
(Ballut et al., 2005; Tange et al., 2Q005ndersen et al., 2006La protéine elF4Alll(pour
« eukaryotic translation Initiation Factor 4AM) VH OLH GLUHFWHPHQW j OY$51P
pour OD IL[DW L R@npeshabisG\WM UG @hilduya et al., 2004Chan et al., 20048t un
hétérodimere Y14 MAGOH, qui lui est assemblé avant la IggX UH GH OfH[RQ HW
platdorme pour la fixation defacteurs Sp UL SKp UL T X ¢&ehri@dHet @Y} (20€9)De
nombreuse®tudes ont montré que la délétion M&N51, MAGOH et elF4Alll dans les
cellules de mammiférgserturbent le mécanisme de NMBehring et al., 2003; Ferraiuolo et
al., 2004; Palacios et al., 2004; Shibuya et al., 2004)

Le« F°XUGH Of(-& VHUW GHD © 6 D WIH R G boxawiroedtWAR2F W H X U\
et UPF&/b, TXL LQWHUDJLVVHQW GH |DoRmurwevuel@\HirVaRiLUH DY |
Andersen, 2008)/D SURWpPLQH 83)a VARAWY ROFILLFQWWDPLW. H XU HW RX j O
du noyauLejeune et al., 2002)_es protéines UPRR, quanta ellesYyRQW UHFUXWPpHV VX
via Y14 au sein du noyafehring et al., 2003)es protéines UPF2 et UPF3 vont former un
pont moléculaire entre I'EJC et le complexe de terminaison de la traduietitan protéine
UPF1(Gehring et al., 2003; Singh et al., 200Cgtte interactiomoléculaireestessentielle
SRXU O DFWLYLWp KpOLFDVH GY83xedSVUREQ(&ashima ed&., I RUP D W
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Figure 42 :Mise en place du complexe dsurveillance

A. Le premiertour dela traductionagit commeun « scannem et permetde détectetla présencele
codonsstop prématuré{PTC) au niveaude O 1 $5 D& le ribosome Dansce cas,le ribosome
restebloquésurle PTC et provoquela formationdu complexeSURF (SMG1-UPFL-eRFL-eRF3)
avecSMGB-SMG9. La présenceG T EJZ (complexedéposé&0-24 nt enamontde chaqugonction
exonexon)enavaldu PTCvaservirdedéclencheudu processude NMD.

B. /1L QW H enbdiencbarp@xesSURF et EJC,par O 1L Q W H dé3pratéimesUPHAs (UPFL
avecUPR2-UPR3), va formerle complexeDECID et déclencheta phosphorylationG 8 Bparla
protéinekinaseSMGL.

C. Un remodelagelesparticulesribonucléoprotéiqueBnRNP etle recrutemente protéinesSMG
(SMG6 et complexe SMG5-SMG7) permet ensuite de déclencherles étapesde dégradation
endonucléolytiquet exonucléolytiquelestranscritscontenantesPTC.

CBC: CapBinding Complex EJC ExonJunctionComplex eRFE eukaryoticReleasd-actor m’G:
7-methylGuanosinePABPC cytoplasmicpoly(A)-binding protein Adaptée G 1 D &&JHjVet al.,
2016



2006; Chamieh et al., 2008)f LQWHUDFWLRQ HQWUH OHV PHPEUHV GHV
un nouveau complexe apped®ECID » (pour «Decay Inducing complex) (Figure 42) et
conduitalaS KRV S KR U\ O D&VledeQercHetant du NM[pour revueMaquat, 2004

Kashima et al., 2006)

En outre, plus d'une douzaine de protéines ont été identifiées comme composants
SPULSKpULTXHV GH O (-& \ FRPSULV1I®HYV SBRWbBadnY OLpV
Protein with Seirich domain 1»), SRM 160, PININ et UAP56, également connu sous le nom
de DDX39B OHV IDFWHXUV GH ORF@ led prdadviésRi€es@Hexpdrisdel P
OY3$51P $/< 5() HMNahge®Bal.,, 2004; pour revue Le Hir et al., 2016)

Enfin, il est important de noter quans un ARNm normal, tous leemplexesEJC
fixés vont étre éliminés lors du premier tour de traductiggjeune et al., 2002; Dostie and
Dreyfuss, 2002; Bono and Gehring, 2011JQ UHYDQFKH OD SUpVHQFH GTDX
situé en aval du PTC déclenche la dégradatiorL,i@pd GH Of$51P(pSWb kevidel
Nicholson and Mihlemann, 2010)

iii. Premier tour de traduction: détection des PTC et
déclenchement du NMD

/ID UHFRQQDLVVDQFH GYXQ 37& VXUnékdapisdé i;dMBEEW O D F\
nécessitentine étape de traductioBin effet, il a été montré que le blocage de la traduétion
OfDLGH GH G UaRiixiyineR B &/eloheximide(CHX) inhibe la dégradation des
ARNmM porteursdes PTC par NMOBelgrader et al., 1993; Carter et al., 1995 premiére
étape ddecture par le ribosompermet dedéplaer tous lescomplexesEJC présents sur le
transcrit pour permettre une traduction active des ARNpour revueSingh and Lykke
Andersen, 2003)$ OfLQYHUVH O BTOlstde ReRavitdd-HecBufiex&€permet pas
GYpOLPLQHU OHV FRPSOH[HV (-& L¥ tewitepént du@orbpleieQleV XU O
terminaison de la traduction (eRF1, eRA3)X QLYHDX GX 37& HW OD SUpVHQ
SHUPHWWHQW GRQF GYLGHQWLILHU PYBRFLILTXHPHQW OHV ¢

(Q DEVHQFH GH 37& O Re/@B¥IOUBEPL pogiU 4 apBirding
Protein») fixé VXU OD FRLIIH 9 GH O71%$51 QpRV\QWKpWLVp HVW Ul
synthése protéique inten@shigaki et al, 2001;pour revueMaquat, 2004; Isken et al., 2008)
$ OYH[WUgeR'ARNmM, I protéine PABPN1 (pourRoly (A)-Binding Protein Nuclear
1 ») qui se lie uniqguement sur des ARNm fixés par CBP80 est alors remplacée par PABPC1

61



Figure 43 :Dégradation des transcritsporteurs de PTC

A. La protéineUPFL phosphoryléénhibela formationdesribosomesnsefixant surelF3

B. La phosphorylation G 1 8B par la kinase SMGL1 permetle recrutementde SMG6 et du
complexeSMG5-SMG7

C et D. Le complexeSMG5-SMG?7 induit la dégradatiorexonucléolytiquede O 1 $ 5 ABerrant,
ou UPFL phosphoryléeeraitfixée par SMG5-SMG7 ce qui conduiraitaurecrutementesenzymes
de déadénylationet de « decapping» (ou élimination de la coiffe), telle que DCP2 (pour
« DecappingmRNA 2 »), etenfin ala dégradatiorde O 1 $ 5 héh-sensparlesexonucléasel3 16 1
(RNA exosomg et 5 3 f[(par exempleXRN1). La queuepoly (A) estéliminéepardesenzymede
déadénylation

E et F. La protéineSMG6 entraineun clivage endonucléolytique proximité du PTC. /1$51P
aberranestensuitedégradéardesexonucléasef\daptée G D Sthgenbergt Maquat 2012



(pour «Poly (A)»-Binding Protein Cytoplasmic &) qui a la capacité deefixer a la foissurles

transcrits liés a elF4E etGBP80(Chiu et al., 2004; Kashima et al., 2006)L DXFXQ 37& QTH\
UHQFRQWUp FH SUHPLHU WRXU GH OD Wthi€hahFeNLRe) IDYRU
PABCL1, aptes a subnlusieursétapes de traductididato and Maquat, 200Fn revanchela

présence de PTEPSrFKH FHV PRGLILF D DelnagbxeuSeBtude$ohtoriadatré

guele NMD est déclenché uniquement sur les ARNm fixés par CBP80, indiquant que seuls les
ARNmM nouvellement synthétisés sont sensibles au NMbBigaki et al., 2001; Chiu et al.,

2004; Hosoda et al.,, 2009pe méme, les ARNm liés a elF4E sont insensibles au NMD
(Ishigaki et al., 2001; Lejeune et al., 2002; Chiu et al., 2004; Hosoda et al., 280p)otéines

CBP jouent donc un réle essentiets du NMD et CBP80peutinteragr directement avec

UPF1 et favoriseégalement l'interaction entre UPF1 et URABsoda et al., 2005pans ce

sens, les travaux de Hwaagal.ont montréque la protéine de la coiffe CBP&ilite lamise

en place du complexeRECID » en deux étape¥ p TXHQWLHOOHYV WRXW GIDER
OTDVVRFLDWURQ aGtieREFRF3 pour former le complexeSURF» au niveau

du PTC, et dans un deuxiémenps & % 3 VWLPXOH OfLQWIREIDBMELRQ GF
«SURF» DYHF 83) GDQW QNG ISIRK OD S KFRY(SkeRdet@QID2WIOR Q G
pour revueschoenberg and Maquat, 201268 HWWH SKRVSKRU\ODWLRQ G{83) |
des ARNm norsens et favorise la dégradationidmpdes transcrits porteurs des PTC par NMD

(pour revueBehmAnsmant and Izaurralde, 2006; Kashima et al., 26(¢n et al., 2008En

effet, UPF1 phosphorylée se fixe X IDFWHXU GILQLWLDWLRQ GdahsDD WUDC

la formation du ribosomese qui bloque les futurs cycles de traductisken et al., 208).

/D SKRVSKRU\O D Wa kRn@seSMBBfavo8de Egalement le remodelage du
complexe de surveillance, essentiel pour rendre accessiBliRM® nonsens a la machinerie
de dégradation par NM[Figure 43) (Ohnishi et al., 2003; Kashima et al., 2006uprevues
: BehmAnsmant and Izaurralde, 2006; Schoenberg and Maquat,.Z0h8), deux voies sont
SRVVLEOHV SRXU OD GpJUDGDWLRQ GHV $%1)PaieldgV OD S|
dégradation exonucléolytigue médiée par SMEMBG7 oUUPF1phosphorylée serait fixée par
SMG5SMG7 ce qui conduirait au recrutemiedes enzymes de déadénylatien de
«decapping» (ou élimination de la coiffe)elle que DCPZpour «Decapping mRNA ), et
HQILQ j OD GpJUDGDWeéenR qar @sHexX@ipOpllPV @RNA gxosomget §
(par exemple XRN1{Figure 43C et D) ; (2) La voie de dégradation endonucléolytique médiée
par SMG6 oWJPF1 phosphorylée serait fixée paprotéineSMG6 ce qui induirait un clivage
endonucléolytique a proximité du PT& la dégradation des deux fragments par des

62



exonucléasefFigure 43E et F) (Muhlrad and Parke,994 pour revud_ejeune et al., 2003;
Huntzinger et al., 200&EDberle et al., 2009b)

iv. Dégradation par NMD des W U D Q V F danvrodugtifs J

/H 10" MRXH XQ U{OH FUXFLDO GD Q1 faidtichDel viaVLHQ G 1 X
dégradation des transcrits nproductifs(pour revueli and Wilkinson, 1998)

x Dégradation par NMD des ARNm IgH porteurs de PTCs

Plusieurs études reéalisées dans des lignées cellulaires ont réveélé la dégradation des
transcrits IgH nosproductifs par NMD(Baumann et al., 1985; Jack et al., 1986nnor et al.,
1994;Buhler et al., 2004)Dans ce sensHUWDLQHYV pWXGHYVY PRQWUHQW XQH
100des transcrits IgH contenant des P(pGur revueli and Wilkinson, 1998)suggérant une
10" wUqV HIILFDFH SRXU OHV WUDQVFULWYV GT,J

Pour leschainedourdes IgH Jes décalages du cadre de lecture @S jonctiongntre
les segment¥, D et Jentrdnent OYDSSDULWLRQ GH 37& WarialeVD3X, QLY HD X
soit dans le premier exon codant le domaine constadf) (Dansces deux cas, les transcrits
nonsens respectent la regle de position du PTglua de 5665 rucléotidesde la derniére
jonction exorexon et peuvent étre efficacement dégradés par un mécanisme de NMD
conventionnelCette dégradation implique les mémes étapes qua délieites précédemment
HW SHUPHW G 1 ptoaliEel(-Q3%)de3 BRNX )M antenantsle PTC(BUhler et al,
2004; Tinguely et al., 2012 ette dégradation trés efficace des transcrits IgHssms peut
pJDOHPHQW rWUH IDYRULVpH SDU ODHSUPXHWQHLH) G3H V@ TEX[HR
FDSDEOHV GH UHQIRU KBiikler@fldh,R004)Y LWp GX 10

X 'pJUDGDWLRQ SDU 10' LQGpSHQ@BDQWH !
$51P ,J Q@RAQuctifs

La jonctionentre les segments V etldschdneslégeregeut induire des décalages du
cadrede OHFWXUH HW OYDSSDULWLRQ GH 37& VRIOWM GRQVWIH)
& V R Lnicl&utidés lely amont de la derniére jonction esxon.Dans cesleuxcas, les
PTC sont retrouvésen & O GX GHUQLHU VLWH GH IL[DWLRQ GH Of(-&
la régle de pason des PTC (5®5 nucléotides)Ainsi, la dégradation des transcrits ligon

productifs par NMD est nettement moins efficace que celle des transcri®igg¢ns
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A. Modéele «EJC-dépendant»

B. Modéle « EJC-Indépendant»

Figure 44 : Dégradationpar NMD dépendanteou indépendantede O 1 (- &

La ligne noireindiquentle sensdu déplacementlu ribosomeors dela traduction

La ligne pointilléereprésenteneinteractionputativeentrela coiffe 5 fetles protéinesPABPCpour
maintenir O 1 $ 5 fldhsuneconformatiorenbouclefermée

Lorsquele ribosomerencontreun codonstopphysiologiqueles protéinesP ABPCfixéesau niveau
dela queuepoly (A) transmettentin signalde terminaisorqui entrainda dissociatiordu ribosome
A. Lors du processude NMD « EJGdépendant», la présence G 1 ®TC exige le dépbtdu
complexeEJC 20 a 24 nucléotidesen amontde la jonction exonexon Cet EJC recruteles
effecteursde NMD: UPR2 et UPR3 et favorise la mise en place du complexe « SURF ».
/1L QW H BIDSVURERp@tites fleches en pointillé) induit la phosphorylation G § 8B par la
kinaseSMGL, cequiinitie la dégradatiomestranscritson-sens

B. Lors du processusle NMD « EJGindépendany, la distanceanormalemeniongueentrele PTC
etla queuepoly (A) nepermetpasauxprotéinesPABPC G T L Q WaretkeBRBletdetransmettrde
signal de terminaison(fléche rouge) Dans ce cas, le ribosomeest bloqué au niveau du PTC
permettanainsile recrutementG 1 8 Bgt SMGL, puis G 1 8389t UPR3. Unefois le complexede
surveillancemis en place, UPFL est phosphoryléeet la dégradationde O 1$5 But VILQLWLH L
AdaptéeG 1 D Bildgndetal., 2016



Bien que ces transcrits ne permettent pas le déclenchement du mécanisme de NMD
GpSHQGDQW GH Of(-& QRXV DYRQV PRQWUp D$SHBIDAOM QWD LDH
NMD, dépendant également de la traduction proté{@edpy et al., 2004bChemin et al.,

2010) &HVY UpVXOWDWYVY VRXOLIJQHQW OTH[LVWWHQ®H GCGHXQMHYR
sur les interactions des complexes SLIRIC (Zhang et al., 1998; Buhler et,a2006; Eberle

et al., 2008)La déegradation des ARNmM neaens par ce type de NMDEJGindépendan
dépend de la synthese protéique et repose sur des interacticeie ribosomeles protéines
associées a la quepely (A) etles facteursie terminaison de la traductig@mrani et al.,
2004, 2006)Le déclenchement du NMR EJGindépendand dépend aussi de la distance
physique entre un PTC et la queue poly (A). Dans ce 8dider et al. ont montréquele
UDOORQJHPHQW GH O bingéngaW&provibgueda efodiiaisSance du codon
stop normal comme un PT& déclenche ainsi le NMD$ O L Q M Hébkadhation des
transcritsnon-senspeut étre inhibéen ramenant la queue poly (A) au voisinagePalC
(Buhler et al., 2006; Eberle et al., 2008)

Dans le cadredlu modelede NMD « EJGindépendans, il existe une compétition
cinétigue entrdes protéineeRF3 PABPC1let UPF1 le facteur clé du NMIFigure 44)
(Ivanov et al., 2008; Singh et al., 20@®ur revueBrognaet al., 2016) (Q H I 1 &b¥éncOdu
37& VXU OY$51P OD IDLEOH GLVWDQFH XHWR®E&\ O $lleB B GIRIL W
interactiors entre eRF3 et PABPCaboutissant a la terminaison normale de la traduction
(Hoshino et al., 1999; Cosson et al., 2002; Mangus et al., 2008vanche,fDSSDUUINWLRQ G §
PTC a une distance anormalement longue de la queue poly (A) empdhéesractiors
(Figure 44). Dans ce cas, le ribosome reste bloqué au niveau du PTC et favorise les interactions
entreeRF3 et UPFZt la mise en place du complex&SURF». Ensuite UPF1 va recruter
GIDXWUHYV DFWHXUV GX 10' FRPPH 83) HW@®HH HOWESHRPPHW
sens(Amrani et al., 2004, 2006; Nicholson et al., 208r conséquent, si la distance entre
eRF3 et la protéine PABPCL1 fixée sur la queue poly (A) est importante, leur contact diminue
et favorise les interactions entre eRF3 et UPFH PrPH OYDEVHQFH GH 3%$%3&
83) GILQWHUDJLU | Odete@dHde He@miviaiBoyi idé-la@r&tiviction eRF1 et eRF3
(Singh et al., 2008)
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Problématiques



OHV WUDYDX[ GH WKgVH RQW GYDERUG SHWsaUutv GTpWw>
GTHPRQ@HV WUDQ Vipaddudiitg, dafis desXxRliQles B primaires et des plasmocytes.
Ces travaux ont révélé la toxicité dBSKDVQHYV GT,J GpSR XU ¥akéldansles GRPDL
SODVPRF\WHV HW PLV HQ pYLGHQFH OfHJ[lay ¥éusQdeHa G X Q (
différenciation plasmocytair€srour et al., 2016 cf Annexe ). Ce phénomene nommeé FIE
checkpointTruncatedi gE[ FOXVLRQ FRQGXLW j OTpOLPLQDWLRQ GHYV
WURQTXpHV DSUQV XQ VDXW G { Ht RGh@RriddicBHCEPERdarntV V D J H
OTH[LVWHG@KHBXSRIQW OLPLWH FRQVLGpPpUDEOHPHQW OfDQ
« Nonsense-associated Altered Splicihg GHV WUD QWA LV O IDILGH GIXQ PR
murin disponible au laboratoire et présentant un exon non-sens additionnel au locus IgH (Delpy
et al., 2003; Tinguely et al., 2012)M{DL SX UpDOLVHU XQH DQDO\VH PROp
PRQWUp OH OLHQ HQWUH OD WIDRG/FIW EWLIRW CHNIDGO§0OW

alternatif (Ashiet al, soumis : Article 1).

Ensuite, M1 DL uUmeltdehpontrant une boucle de régulation positive entre deux
mécanismes de surveillance, agissant au niveau des ARNm (NMD) et au niveau protéique
(réponse UPR, autophagie, activation du protéasome). La mise en évidence de cette
coopération dans les plasmocytes aurait pour effet de linfitef[ISUHVVLRQ GdutJ WURQ"
HQ DXWRULVDQW OD (¥ilpawa damliseriDen e paratiens: Atticlg.2

Enfin, je me suisintéresd8 X U{OH GH OfpSLVVDJHoGaity (appdlBsQV FU LV
transcrits | «germinaux) au cours du processus de CSR (pouClass Switch
Recombinatior). 8§HWWH pWXGH D DSSRUWp GHV SUpFLVYBQOW VXU
desexonslenm@WUDQW TXH OHXU GpOpWLRQ GLPLQKM OpPJWRDPW
6ZLWFK 6 | Of9HQ ]&raH Manusivek préparation : Article 3).



Résultats



Résultats

™ Article 1. Physiological anddruggable skipping of immunoglobulin variable exons

in plasma cells

Mohamad Omar_Ashi?, Nivine Srou?, JeanMarie Lamber, Anne Marchald{ Ophélie

Martin®, Sandrine Le Noff Eric Pinaud Maria Victoria Ayald& Christophe Sird¢cJérome
Sauliéré Michel Cogné?and Laurent Delply?

Soumis dans Journal of Experimental Medecine

™ Article 2. Evidence for a positive regulatory loop between unfolded protein
response and nonsense-mediated MRNA decay in plasma cells
Or
Crosstalk between unfolded protein response and non-sense mediated mRNA

decay in plasma cells

Mohamad Omar Ashi*, Nivine Srout, Estelle Troade¢ Jean-Marie Lambéit XXX,
Christophe SiralcMichel Cogné? Faraj Terréand Laurent Delpy

En préparation

™ Article 3. A role for donor splice site of germline | exons in antibody class

switching

Mohamad Omar Ashi®, Jean Marie LambéftAnne Marchald§ Soazig Le PennécNivine

Srouf, Aurélien Tinguel§, Michel Cogné?and Laurent Delpy

En préparation
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O Tp OL P L Q Dexbn Rapseadddditidipar épissage alternatgénére des transcrits IgH

productifs, codant deshainesG 1,J IR Q F WoeR€xQdtOr@iHAe@H U P laivaly3dr a
régulationdul$6 GHYV W U DHQndirdensav Yousstdella différenciation plasmocytaire.

1RXV DYRQV SX PHWWUH HQ pYLGHQFH JAX O-RaAuUSS dsW U D Q V
les plasmocytes est corrél§de XQ IRUW WDX|[ GhAinsy X\ FB®/ITLHRWLRQ GX
checkpointprovoquant la disparition des plasmocytes hébergeant desngenrants V(D)J
non-productifs, est la conséquengeG 1 XQH DPSOLILFDWLR Qet@lXAttislée GHV ,J
1)eti) GIXQH JUDQGH VHQVLELOLWpP GHV SQDWPRESWU YHIX VW
et al., 2016)

Notre étude a également permis de montrer que l'administration passive
G ROLIRQXFOpRWLGHY DQWLVHQV $2ihatidhRI8sCGekdrisH paRQV L G p
VDXW GfHI[eR&, ARNIK IL), ouvrant de nouvelles voies pour promouvoir le-TIE
checkpoint a des fins thérapeutiques dans les dyscrasies plasmociielipgsef al, brevet
W02017/08935)
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Supplemental material

Table S2. Primers and probes used in ChlIP, standard

and real time PCR assays

Primers and probes Standard Real time ChIP  Letter code 2

VHz71g3-for 5' CGG TAC CAA GAA SAM CCT GTW CCT GCAAATGASC 3 X X

Cu-rev 5' AGA CGA GGG GGA AGA CATTT 3' X X X

IgH™ -for 5' GGG CAC CAA GCT GGAAATC 3' X X a
IgH™ -rev 5'CGC CCC CAC TAG ATG CAT 3 X X a
IgH™ -probe 5'AAC GGG TAAGTC TCG 3' X X a
IgH""-for 5" TTC TGAGCATTG CAG ACT AATCTT G 3 X X b
IgH" -rev 5'CCT AGACAG TTT ATT TCC CAACTT CTC 3 X X b
IgH"'-probe 5'CCC TGA GGG AGC CG 3 X X b
CH1p-for 5'CTT CCC AAATGT CTTCCCCC 3 X c
CH1p-rev 5'TGC GAG GTG GCT AGG TAC TTG 3' X c

Gapdh Ex5-for
Gapdh Ex6-rev
Gapdh-probe

5'TGT TCC TAC CCC CAATGT GT 3
5'GGT CCT CAG TGT AGC CCAAG 3'
Mm99999915 g1, Applied Biosystem

X

aletter code used in Fig. 1 A and Fig. 5 A. Degenerate nucleotide positions are coded as follows: M=A or C, S=C or G,

Y=C,W=AorT.
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via la phosphatidylinositol-Binase (PIBKYUHODWHG NLQDVH 60* /THIILFDFL\
par NMD des ARNm IgH %a été analysée parRCR aprés 2 ou 3 joude stimulation des

cellules B spléniques dans différentes conditions (LRSg/ml, LPS+Il-4: 20ng/ml ou

L& —J PO ,/&HWWH HIILFDFLWp FRUUHVWVS®©as BuKdesVD X[ G
cellules B traitées ou non pendant 4h avec le CHX oula W@t. SDUDOOQgOH OfH[SUF
marqueurs impliqués dans le stress du RE et dans la réponse UPR a été analyB&Rpetr q

par Western Blot

3RXU FUpHU XQH VLWXDWLRQ GH VWUHWMISERMLN T X3H
dégradation par NMD des ARNm@ ¢ porteurs de PTCspunis avongnsuite croisé lenodele
iTIE (Annexel : Figure 4A), dans lequel les plasmocytes présentent un stress exacifé
avecle modeéle IgM"'V* IDFLOLWDQW OfDQDO\VH GXerdsQes@diMess51P ,J+

B isolées deate de souris iTIElgH""Y%0nt été stimulées et traitées comme précédemment.

S3RXU pWHQGUH OfDQDO\VH reodély W) holsvavers Biudig leT X H G D
SURFHVVXV GIDXWRSKDJLH SDU WUDLWB0ORM)QrithiGitdly FH O O X (
GX IOX[ DXWRSKDJLTXH 1RXV DYRQV pJDOHGHQW PRDQOIXp HD

par le protéasome, par traitement au bortézomih @aM).

Résultats:

'DQV XQ SUHPLHU WHPSV QRXV DYRQV pYDEGX@qOfHIILFI
sens dans des cellules B spléniques de sdgid%' 'V? stimulées 3 jours avedifférents
stimuli. Nos résultats montreque ladégradatiorefficacedes ARNm norsens IgHY °dans
les cellules B activéd§igure 1B), est corréléeane D XJPHQWDWLRQ GH OTH[SUHVYV
impliqués dans la réponse URRgure 1C).

Dans un second temps, nous avgny/ XGLp FHV PrPHV SD Wh&éEeWUHYV |
iTIE:IgHWV® $X SUpDODEOH QRXV DYRQV FRPSOpWHU OfDQD
PRGqOH L7,( HQ D QFy@é&2M)Q W TOF3BI5Y DW L R@igE&2[) EtRI8VpDVRP ¢
OMDXWiFgue2a-B) %LHQ TXH OTH[SUHVVLRQ GHV ,J WURQTXp
en plasmocytes a longue durée deirigivo FHYV ,J DEHUUD (W H3A QR KR TVOHU
survie des cellules B et des plasmablastes gén@érée, aprés stimulation au LPS (3 jours).

En effet, nous avons observé un pourcentage identique de plasmablastes apres stimulation de
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cellules B issues de souris iTIE/ITIE Cteet Cre™? (Figure S1A-B). De méme le marquage

de viabilité cellulaire 7AAD(pour «7-Aminoactinomycin D») montre un pourcentage de

cellules vivantes identiques dans ces deux mod@eggure S1C). Ces conditions de

stimulationin vitro IDFLOLWHQW GRQF OYDQDO\VH G XprédBipbtrty¥Y V. SURW

de stimulation avec du LPS,ous avons confirmé les données obtenues précédemment
$QQH[H HW PRQWUp XQH IRUWH H4rS ted seMILeEIQUr&2AY D FW H X |

Enaiite, nous avons évalué la dégradation des Ig tronquées par le protéasome dans les cellules

B spléniques de souris iTIE/ITIE Cf& stimulées 2 jours avec du LPS et traitées ou non au

%] 1RV UpVXOWDWY PRQWUHQW XQH D XebRfelozMy D)\WardR Q GH C

traitement Bz, soulignant leur prise en charge efficace par le protégsoguee 2B).

I TDXWRSKDJLH D HQVXLWH pWp pWMXBKp/BEGDRK FHIWREKHOG O M W

ou non avec CQ, pour bloquer le flux autophagidde maniére intéressante, nos résultats

PRQWUHQW TXH OfH[SUHVVLRQ GHV ,J WURRDXPpHRS DIV XO

DYHF XQH DXJPHQWDWLRQ GUDVWLTXH GHNX&H IGXWBXU[

autophagiquejFigure 2C). Cesrésultatsont été confirmé par une analyse Western Blot du

systeme de conjugaison ATG5/ATG12 (complexe protéique de conjugaison lors de la

formation des autophagosomes) et révele une augmentation drastique (facteur 5) de ce

complexe dans les souris iTIE/ITIE Cte comparativement aux souris controles (iTIE/ITIE

Cre™®9 (Figure 2D).

Aprés avoir controldéestaux de préARNm IgH 'Y ? pour vérifier que la transcription
de cet alléle noproductif est similaire dans les modelgk!"™ Y et iTIE::IgH" Y %et que le
WUDLWHPHQW DYHF OD :RUW QYD S RgufeBAR 8dosavong XU FHW
ensuite analysé la dégradation par NMD des ARMH'Y® (Figure 3B). De fagon
intéressantegettedégradation des transcrits IgH ns@ns est plus marquéers les celulles B
issues du model@IE::IgH"" Y comparativement awellulesigH™ 'V $résentant un stress
protéique tres faibl@igure 3C-D). Ces résultats mettent donc en évidence une augmentation
de la dégradatiomles transcrits IgH nesenspa NMD en réponse a un stress protéique

exacerbé PR, protéasome et autophagie)

Nos observations peuvent sembler en contradiction avec plusieurs études montrant une
FRUUpODWLRQ LQYHUVH HQWUH OD UpSRQ@VHH®3IBXHEMWV OQE
lymphaddes (Gardner, 2008; Oren et al., 2014; Karam et al., 2015; pour revue Goetz and

Wilkinson, 2017) 'DQV FHV FHOQRQH3/X OULBKWEQOW FRQVPTXHQFH «
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GH OD YRLH 3(5. HW GH OD SKRVSKRU\ODWLIR @ G & XFWIRXQL
atténuer ainsi le stress du RE. Le mécanisme de NMD étant dépendant de la traduction, la
diminution globale de la sy#WKgVH SURWPpPLTXH SDU SKRVSKRU\ODWLR
inhibition de ce mécanisme de surveillance des ARNour revueGoetz and Wilkinson,

2017) 3RXU DSSRUWHU XQ pFODLUDJH VXU FHV GGMSDN8BWpV
en analysant le taux de phosphorylatiorfacteur i LQLWLDWUR Q X-R\(®BQ H,) .

dans les cellules B spléniques de souris iTIE/iTIEPCretimulées Jours avec du LPS par

Western Blot(Figure 4A) 1RV UpVXOWDWYVY PRQWUHQW TXH OH WDX
équivalent dans les souris ITIE/ITIE Ctecomparativement aux souris iTIE/ITIE Cté

(Figure 4B). Ces résultatmettent donc en évidengeele VW UHVY SURWpPLVoeH QYDFW
PERK de WPR GDQV OHV FHOOXOHV VpFUpWULFHYV QQIDWQWQHRUS
SURGXFWLRQ ROQVVREFNRHUGYDIYHF FHWWH GHUQLqQUH K\SRWK(Q
sont retrouveés dans les surnagedetsulturg Figure 4C) et les cellules B stimuléeles souris

iTIE/TIE CreP°et Cré® (Figure 4D). (QILQ QRXV DYRQV REVHUYp TXH C
WUDGXFWLRQ SURWpPLTXH SDU WUDLWGHHUBQ MW GHHIW KHIXOUWDH\O |
la boucle de régulation URRMD et révele une efficacité du NMD identique dans les modéles
iTIE:IgH 2W "¢t IgH?W "{RBigure 4E). Ainsi, cettebouclede régulation positiveentre les
PpFDQLVPHYVY LPSOLTXpV GDQV OH PDLQW buhh@illadate deJFKRPpR
$51P VHUDLW UHVWUHLQWH DX[ FHODOP®RABMNMY UpFMMLYW WIpFEM |

protéigue considérabl&igure 4F).

Conclusion:

En conclusion, ces données montrent pour la premiére fois une forte coopération entre
les mécanismes de NMD et de surveillance protéique (réponse UPR, autophagie, activation du
protéasome) dans les cellules plasmocytaires. Nous proposons que la synthése massive des Ig
nécessite un renforcement global des mécanismes de surveillance, podrUim® fDSSDUL WL
H[FHVVLYH GY,J PDO UHSOLpHV RX WKWRIQYTXpHAY pMW LFHNO G

par activation du &IE-checkpoinbs.
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Figure 1. Increase of both NMD and UPR following B cell stimulation.

(A) Schematic representation of wild-type and targeted IgH locgid"¥™ knock-in mice. In
this model, B cells develop normally through the expression of the wjld-gllele. After VDJ
recombination, premature termination codons (PTC) appear offVIigHRNAs and these
nonsense transcripts can be degraded by NMD. (B) The degradation ofodantive IgHV
MRNAs (referred as NMD efficiency) was assessed by RT-gPCR ysingers frV -for and
CHZ1u-rev represented by black arrows in resting (DO, dotted bars) andlated B-cells (empty
bars) (D3; LPS, LPS+IL-4 and CD40+IL-4) after treatment with Cycloheximide (CHX
100pg/ml, grey bars) or Wortmannin (Wort 20ug/ml, white bars) duringdse4 hours (n=14-
18). (C) Western blots of CHOP and BiP were performed in LPS-stirmdiBtcells (D2 and D3)
compared to resting B-cells (D0) in IgHM"™V mice. A representative experiment (out of 3
performed) is shown. Bars represent mean expression + SEM. Unpaioetdited Student’s
test was performed. *, P<0.05; **, P<0.01; **** P<0.0001.

Figure 1 (Ashi etal.)



— neg
M= pos s
*
* k%
*%
2+ *% -
1
0
Chop Bip Herp  Edem1
B
[ pos
TIEATIE | ITIEATIE | iTIEATIE {iTIEATIE 209 .
Cremes | Crefs | Crend | CrePs .o
BzonM - - {1 - - I+ 41+ + (KD 157
1.0+
DV-kLC (12 kD) -12
b3
« 0.5-
b-ACTIN (42 kD) | 10
0.0-
NT Bz (8h)
C —
[ 1
iTIE/TIE Cre g TIEATIE Cre posy o * —
CQ30mM - - + +i- - + + (KD
' - 20 z
LC3 | (18 kD) —| 5 )]
LC3 1l (16 kD) I L 15 &
o
Q |
- —_
b-ACTIN (42 kD) 42
1
D mm oy S gpg g
—
| !

iTIEATIE [ITIEATIE ATG5

Crem9 | CreP  CD19 Crepos
mlm2{ m3 m4 (Ctrl) Marker
(KD) P
ATG5/ATG12 (55 kD) - 55
b-ACTIN (42 kD) 42 |

Figure 2 (Ashi etal.)
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Figure 2. Exacerbated ER stress upon expression of truncated Ig

(A) Relative mRNA levels of ER stress markers were assessed rifregisplenic B cells from
iITIE/ITIE CrePosand ITIE/TIE Cré®d(n=5), 3 days after LPS stimulation (1pg/ml). gPCR were
normalized toGapdhexpression and values obtained for iTIE/ITIE Cfavere set to 1. (B) The
quantification of truncatedV- LCs was performed by Western Blot (WB), in LPS-stimulated B
cells (day 2) isolated from spleens Ct&and Cré°siTIE/ITIE mice (n=5). Cells were treated or
not with Bortezomib (Bz 5nM) during the last 8 hours. A representative @xpet using two
pools of 2 mice per genotype is shown. (C) The quantification of LC3 prd&vels was
performed in LPS-stimulated B cells (day 2) from Cégempty bars; n= 3) and Ci¥ (gray
bars; n=3) iTIE/ITIE mice, after treatment with Chloroquine (CQ 30pdMjing the last 8 hours.
A representative experiment is shown. (D) The quantification of ATG®A2 protein levels
was perfromed in LPS-stimulated (day 3) B cells from™©té&mpty bars; n= 4) and C¢ (gray
bars; n=4) iTIE/ITIE mice. ATGS! CD19Cré&°served as a negative control (ND: not detected).
A representative experiment using two mice per genotype is shown.adbatapresentative of at
least three independent experiments (n=3-5). Bars represent measstoapr: SEM. Unpaired
two-tailed Student’s test was performed to determine significance. ns : not significar® <
0.05; **, P < 0.01; ***, P <0.001.
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Figure 3. Prolonged ER stress enhances the degradation by NMD irirsulated B cells.

(A) Quantification of IgHV pre-mRNA levels was performed 3 days after LPS stimulation of
splenic B cells isolated from IgiT™ (empty bars) and iTIE:: Igi™ mice (gray bars), treated
with Wortmannin (Wort 20pg/ml for 4h) or DMSO as control. (B) The deigi#on of
nonproductive IgiY mRNAs was assessed in those stimulated B cells, by RT-gPCR. The NMD
efficiency represents the fold increase of iyHmMRNA levels after drug treatment, after
normalization toGapdhtranscripts. (C) Relative mRNA levels of ER stress mark€tsof, BiP,
Herp, Xbpl¥ were assessed on splenic B cells 3 days after LPS stimulatiogPBR after
normalization toGapdhtranscripts. Values obtained for 1§V mice were set to 1. (D) The
protein levels of ER stress factors CHOP, BiP, and IRR&re analyzed by Western blot after
LPS stimulation (day 3). Data are representative of at lease timdependent experiments (n=
6/group). Bars represent mean expression +SEM. Unpaired two-tStedent'st test was
performed. *, P<0.05; ***, P<0.001; **** P <0.0001.

Figure 3 (Ashi etal.)
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Figure 4. Poor activation of the PERK pathway and significant Ig produdbn in stimulated B
cell-expressing V- LCs.

(A) p-EIF2 and total EIF2 protein levels were analyzed by Western blot after LPS stinarigtiay
3) of B cells isolated from spleens of iTIE/iITIE mice. A represdéimtaexperiment using two pools of
2 mice per genotype is shown. (B) Quantifications of p-Elf2otein levels in Cre#d (empty bars;
n=4) and Cres (gray bars; n=4) iTIE/iTIE mice after normalization to total EIFamounts. (C)
ELISA analysis of IgM and IgG3 secretion in 72h supernatants frome&ie= 8) and Cre*s(n = 8)
iTIE/ITIE LPS-stimulated B cells. (D) Igu protein levels weraadyzed by Western blot after LPS
stimulation (day 3). A representative experiment is shown. (E) Theadetjon of nonproductive
IgH™ mRNAs was assessed in stimulated B cells (day 3) of “Wi§H (dotted bars) and
iTIE:IgH"'"™ mice (light gray bars). RT-gPCRs were performed on stimulatednspl® cells
treated or not with Em (100ug/ml for 6h). The NMD efficiency represeahe fold increase of IgH
MRNA levels after drug treatment. Relative mRNA levels weramalized toGapdhtranscripts. (E)
Model showing a positive regulatory feedback-loop between NMD and UP4dhiibody-secreting
cells. Data are representative of at least three indepengpeatiments (n= 3-8/group). Bars represent
mean expressionSEM. Unpaired two-tailed Student'sest was performed. ns : not significant

Figure 4 (Ashi etal.)
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Figure S1. V- LC expression did not affect B cell proliferative response and
plasmablast differentiationin vitro.

FACS analysis was performed 3 days after LPS stimulation (1p.g/mésbing B cells isolated
from spleens Cf€9 and Cr&°siTIE/ITIE mice. (A) Cells were labelled using anti-B220 and
anti-CD138 mAbs. (B) The percentage of (B2AHLD138°9 plasmablasts (PBs) and
(B220°9CD138"%9 activated B cells was determined 3 days after LPS stimulatid® cells
from iTIE/ITIE CrePs (gray bars; n = 6) and iTIE/ITIE CPe&(empty bars; n = 6) mice. The
gates used are depicted in dot plots. (C) The percentage of deadwvesdldetermined after
incorporation of 7AAD. Data are representative of at least fodependent experiments. Bars
represent mean expressioBEM. Unpaired two-tailed Studentigest was performed. ns : not
significant

Figure S1 (Ashi etal.)






al., 1998) Par des approchesindirectes, G 1 D X&uddd aht confirmé le role clé de

O 1 p S Ldestiarskeritspré-switch dansla CSR (Qiu et al., 1999; Kuzin et al., 2000; Samara
et al., 206). Bien que des travaux récentstendentvers une implication dela machinerie

G Y p S LdavOaUHH F U X W H P #LQiveauddstregions Se rble de cettematurationdes
ARN dansla CSRresteencoreméconnu(Conticello et al., 2008; Nowak et al., 201Par
ailleurs, il a été démontréque la présenceG 1 Xit@ donneur G I p S L ¥ préxihtité G 1X Q
promoteur facilite le recrutementdu complexe G L Q L We.IB WrarRd@ptionet ainsi
augmentde tauxdetranscription(Furger et al., 2002Damgaard et al., 2008pachantjueles
exonsl sontde courtsexonscontenant des PTC dans les 3 cadres de lecture étuyuste
donneur G T p S L \é&t [pdditionné & proximité du promoteur |, nous avons étudié la
dégradation par NMD des ARNm-Rx etle r6le potentieldessitesdonneursG fp SL&e¥ D JH

exonsl sur latranscription des régions S et leur accessibilitd .

Nosdonnéesndiquent une absence de dégradation par NMD des ARNRtaousmts
IX-Cx et VRXOLJQHQW OfLPSRUWD GHY /HWOHYV UIGHRQ@GR@HEOUL YW VDI
PRGXOHU @d¢lh @avsEriQidndd la région S, et par conségaentaccessibilité a AID

(Ashi et al, Article 3 en préparation)
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Editorial board of xxx
Dear Editor,

Please find enclosed the manuscript entitledA"role for donor splice site of
germline | exons in antibodglass switching by Ashi et al that we would like to
submit for publication inxx

This manuscriptdentifies new roles for noncoding | exonarihg antibody class
switching. Indeed, we observed that the presence of strong olosplice sites
enhances genline transcription of the switch (S) regions afatilitate RNA
polymerase Il pausing duriretass switch recombination (CSR)

Class switch recombination (CSR) at the immunoglolngavy chain (IgH) locus is
preceded by germline transcription initiated from Fromoters few kilobases
upstream of the targeted switch (S) regions. Gemmlitranscripts (GLTS) are
composed by a noncady | exon that can be spliced to the first exon bét
corresponding constant gene. Although it is weltdmented that the processing
of GLTs is necessary for CSR and that debrancheditdr@is can participate as
RNA guides foractivationinduced cytiline deaminase (AID)the post
transcriptional control of noncoding GLT mRNAs hasmiegen investigated. We
observed that GLT mRNAs are poor nonsansdiated decay (NMD) substrates,
excluding either a feedback regulatory role of GLT mBégkadation praucts in
the stabilization of S regions, or the involvemenit exonjunction complex
dependent NMD pathway during CSR. In addition, mangstipns remain to
decipher the precise function of | exon donor splisites (dss) during CSR.
Interestingly, the prdicted strength of noncoding | exon dss is high, aimdilar to
the one of actively spliced adjacent CH1 exons. lditimsh, we found that the
presence of ll-dss enhances the chromatin accessibility of the en8a region
and RNAPII pausing upstreaawentually allowing its targeting by AID. Altogether,
the recognition of potent | exons dss is involvadhe enhancement of germline
transcription of S regions, as an additional exampleafscriptional regulation by
a splicingcompetent intron, and alséavors the slowdown of RNAPII processivity,



likely facilitating Roop formation and AID recruitment during antibodyass
switching.

The length of abstract, introduction, results, dission and figure legends sections
conforms to editorial style limitzgons. All authors concur with the submission asth
article and have no conflict of interest.

We hope that the quality of this manuscript will bedged suitable for external
review.

With best regards,
Laurent Delpy, PhD (correspondiagthor)












































































































































































































































































































