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Résumé

Durant I’ontogénie B, le locus des chaines lourdes d’immunoglobulines (IgH) subit trois
processus majeurs de réarrangements géniques. Lors de la phase précoce du développement B,
indépendamment de la rencontre avec un antigene (Ag), les recombinaisons VuDJu donnent le
répertoire diversifié des Ig fonctionnelles. Durant la phase tardive, suite a une activation par
I’Ag, ’hypermutation somatique (SHM) permet I’augmentation de 1’affinité de I’Ilg a son Ag
et la recombinaison isotypique (CSR) va modifier ses fonctions effectrices. Tous ces processus
sont strictement régulés par différents éléments cis-régulateurs repartis tout au long du locus
IgH. La région régulatrice en 3’ (3’RR) en est un. Elle s’étend sur environ 30 Kb et est
constituée de quatre activateurs transcriptionnels, dont les trois premiers forment une structure
palindromique. La 3’RR contrdle, chez le lymphocyte B-2 (LB-2), la transcription du locus
IgH, le devenir de la cellule B, la SHM et la CSR mais elle n’a aucun effet sur les
recombinaisons VyDJy et la diversité du répertoire antigénique. Les LB-1 représentent un petit
pourcentage des LB totaux. Ils different des LB-2 par leur origine, développement, fonctions,
marqueurs de surface et distribution tissulaire. Les LB-1 maintiennent I'homéostasie dans
I'organisme et sont la source principale des Ig naturelles (NIgM et NIgA) au cours des premieres
phases d'une réponse immunitaire. Lors de ma theése, nous avons étudié le role de la 3’RR sur
le développement des LB-1. D’une fagon identique aux LLB-2, la 3’RR contréle la transcription
du locus IgH, le devenir des cellules B et la SHM dans les LB-1. A I’inverse des LB-2, la 3’RR
joue un rdle indirect sur la diversité du répertoire antigénique dans les LB-1 et n’a aucun effet
sur la CSR vers IgA. Ces résultats mettent en évidence, pour la premiere fois, la contribution
de la 3'RR dans le développement d’une population cellulaire B a I’interface entre I'immunité
innée et acquise. Ils renforcent nos connaissances sur le role des éléments cis-régulateurs du

locus IgH dans le développement de ces deux immunités.

Mots clés : 3’RR/ LB-1/ LB-2/ Recombinaisons VuDJu / Hypermutation somatique/
Recombinaison isotypique.
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Abstract

During B-cell development, the immunoglobulin heavy chain locus (IgH) undergoes
three major genic rearrangements. During the early stages, before encountering the antigen
(Ag), VuDJu rearrangements allow the generation of the Ig repertoire. During the late stages,
after encountering the Ag, somatic hypermutation (SHM) increases the affinity of the Ig for its
Ag, while class switch recombination (CSR) modifies its effector functions. All these genetic
events are strictly regulated by cis-regulatory elements spread along the IgH locus, including
the 3’ regulatory region (3’RR). The 3’RR extends over more than 30kb and contains four
transcriptional enhancers, the first three displaying a palindromic conformation. The 3'RR
controls B2 B-cell IgH transcription, cell fate, SHM and CSR but not repertoire diversity. B1
B-cells represent a small percentage of total B-cells differing from B2 B-cells by several points
such as precursors, development, functions, surface markers and tissue distribution. B1 B-cells
act at the steady state to maintain homeostasis and during the earliest phases of an immune
response by secreting natural Ig (NIgM and NIgA). During my PhD, we investigated the role
of the 3'RR on B1 B-cells. Similarly to B2 B-cells, the 3'RR controls IgH transcription, cell fate
and SHM in B1 B-cells. In contrast to B2 B-cells, 3'RR deletion indirectly affects B1 B-cell
repertoire diversity and has no effect on their CSR towards IgA. These results highlight, for the
first time, the contribution of the 3'RR in the development of a B-cell population at the interface
between innate and acquired immunity. Moreover, these results strengthen our knowledge of
the role of the cis-regulatory elements of the IgH locus in the development of these two immune

responses.

Key words: 3’RR/ B1 B-cell/ B2 B-cell/ VuDJu recombination / Somatic hypermutation/
Class switch recombination.
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Figure 1 — Structure d’une immunoglobuline. Exemple d’une IgG1.

Les deux chaines lourdes et les deux chaines légeres de I’Ig sont reliées entre elles par des
ponts disulfures.

Le domaine variable (représenté en orange) est constitué des domaines variables des chaines
lourdes et des chaines légeres (respectivement Vi et V). Chacun de ces domaines est
composé de trois régions hypervariables, notées CDR1 a 3 (représentées en rouge), séparant
quatre régions moins variables (FR1 a 4).

Le domaine constant (représenté en bleu) est composé des domaines constants des chaines
lourdes et des chaines légeres (respectivement Cy et C; ). La région charniere, qui confere sa
flexibilité a I’Ig, est située entre les domaines Cy1 et Cy2.



Le systeme immunitaire (SI) des vertébrés est un mécanisme de défense qui assure la
protection de 1’organisme contre les pathogénes (virus, bactéries, parasites, ...), ainsi que le
controle de certains dysfonctionnements cellulaires pouvant aboutir au développement de
tumeurs. Ce rdle repose sur ses capacités a reconnaitre et tolérer les antigenes (Ag) du « soi »
et a éliminer les Ag du « non-soi ». Pour remplir cette fonction, ce syst¢tme complexe mobilise
divers organes et types cellulaires.

Il existe deux types de réponses immunitaires : la réponse innée et la réponse adaptative,
capables de coopérer pour assurer une protection optimale. La réponse innée est non spécifique
de I’Ag et sans mémoire immunitaire. Elle repose sur la reconnaissance des motifs communs a
tous les pathogenes: les PAMPs (PAMPs pour Pathogen Associated Molecular Pattern). Les
principaux acteurs de cette réponse sont les barrieres physiques (peau, muqueuses, ...), les
cellules phagocytaires (macrophages et polynucléaires), les cellules tueuses naturelles (NK
pour Natural Killer) et certaines protéines circulantes (complément, chimiokines, ...). A
I’inverse, la réponse adaptative est plus tardive a se mettre en place et est spécifique de I’Ag.
Elle posséde une mémoire immunitaire permettant une réaction plus rapide lors d’une deuxi¢me
rencontre avec I’Ag. Cette spécificité met en jeu deux acteurs principaux: les lymphocytes T
(LT) cytotoxiques lors de la réponse cellulaire et les lymphocytes B (LB) lors d’une réponse
humorale. Pour cette derniére, les LB, objet de mon travail, reconnaissent I’Ag grace aux
immunoglobulines (Ig) membranaires constituant le BCR (BCR pour B Cell Receptor). Ce
dernier est associé a diverses protéines de signalisation. Suite a une activation, les LB se
différencient en plasmocytes sécréteurs d’Ig solubles ou anticorps (ou Ac) spécifiques de I’Ag
afin de le neutraliser. Dans le cas d'une seconde infection par ce méme Ag, ce sont aussi ces
cellules différenciées en LB mémoires qui assurent une défense continue de 1’organisme.

Les Ig sont des hétérodimeres protéiques, d’environ 150 KDa, exprimés a la surface des
LB ou sécrétés par les plasmocytes. Elles sont constituées de deux chaines lourdes (IgH chains,
pour Immunoglobulin Heavy chains) identiques et deux chaines légeres (IgL chains pour
Immunoglobulin Light chains) identiques, associées entre elles par des ponts disulfures (Figure
1). Il existe deux types de chaines l1égeres, appelées Kappa (k) et Lambda (L), qui peuvent
s’associer a chacune des 5 classes de chaines lourdes notées mu (p), delta (), gamma (y),
epsilon (¢) et alpha (o), définissant respectivement les IgM, IgD, IgG, IgE et IgA (Porter, 1973).
Les IgM sont les premieres Ig synthétisées « par défaut » par les LB. Les IgD sont les deuxiemes
Ig produites et sont la plupart du temps co-exprimées avec les IgM. Elles possedent un rdle
principalement dans la réponse anti-bactérienne. L’IgG est I’isotype majeur et peut étre

subdivisé en sous-classes : IgG1, IgG2a, IgG2b et IgG3 chez la souris. Elles interviennent, selon
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le sous type, dans les réponses anti-virales, anti-parasitaires et/ou anti-bactériennes. Les IgE
jouent un rdle essentiel dans les phénoménes d’hypersensibilité, mais sont aussi impliquées
dans la défense anti-parasitaire. Finalement, les IgA sont principalement sécrétées dans les
muqueuses.

Chaque Ig est composée de deux régions. La premiere région est appelée V pour
“Variable” et est tres différente d’une Ig a une autre. Le rassemblement des domaines variables
des chaines 1égeres (V1) et lourdes (Vh) constitue le site de reconnaissance spécifique de I’Ag,
déterminant ainsi sa spécificité. Cette région contient trois domaines « hypervariables »,
autrement appelés CDRs (CDR pour Complementarity Determining Region), séparés par quatre
régions charpentes, nommées FR (FR pour Framework Region) et de variabilit¢é moindre. La
seconde région est appelée C pour “Constante” et est trés conservée entre les chaines 1égeres
d’un méme type et les chaines lourdes d’'une méme classe. Elle confere a 1’Ig ses fonctions
effectrices. Les régions Vu, VL et CL sont constituées d’un seul domaine alors que la région Cu
est constituée de trois a quatre domaines notés Cul a Cp4. Une zone charniere, reliant les
domaines Cul et Cu2, confére a I’Ig sa flexibilité (Figure 1) (Schroeder and Cavacini, 2010).

Trois complexes géniques distincts sont impliqués dans la synthese des Ig : les loci Igh
et Igk codant les chaines 1égeres et le locus IgH codant les chaines lourdes. La particularité de
ces loci est la structure morcelée des genes. Cela correspond a la forme germinale non
fonctionnelle. Lors de la différenciation lymphocytaire B, ces différents loci sont soumis a des
remaniements géniques afin d’obtenir des chaines d’Ig fonctionnelles. Tous ces événements
sont hautement contr6lés par des éléments cis-régulateurs qui jalonnent les loci d’Ig et par des
éléments trans-activateurs s’y fixant (Alt et al., 2013; Perlot and Alt, 2008).

Au cours de ma these, j’ai principalement travaillé sur le locus IgH murin. Je me suis
essentiellement intéressé a ses mécanismes de recombinaison et a la facon dont ils sont
contrdlés par des éléments cis-régulateurs, en particulier par la région régulatrice en 3° du locus
IgH (IgH 3’RR, ou simplement 3°’RR, pour 3’ Regulatory Region). Dans mon introduction
bibliographique je détaillerai dans un premier temps les différentes étapes du développement
lymphocytaire B, en insistant plus particuliecrement sur les phénomenes de recombinaisons
géniques qui le ponctuent. Je décrirai ensuite les principaux éléments cis-régulateurs qui

assurent le contrdle de ces évenements complexes.
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Figure 2 — Représentation schématique des loci d’immunoglobulines chez la souris.

Les segments de variabilité (V), de diversité (D), de jonction (J) et constants (C) sont annotés
et représentés par des rectangles, respectivement noirs, gris, blancs et bleus.

A — Représentation schématique des loci des chalnes 1égeres Igk et IgA.

B — Représentation schématique du locus IgH.

La derniere ligne est un grossissement de Cu montrant ses quatre exons C (Cyl a 4), suivis
de I’exon de sécrétion S et des deux exons de membrane M1 et M2.



Chapitre 1. Ontogenese B

Maturation B et remaniements des génes d’immunoglobulines

I.1. Organisation des loci d’Ig

Les genes d’Ig chez la souris sont regroupés, comme chez [’homme, sur trois loci
distincts, localisés sur trois chromosomes différents (2 codant pour les chaines 1égeres et 1
codant pour les chaines lourdes). Dans leur configuration germinale, ces loci sont formés d’une
succession de segments différents. De 5* en 3°, on distingue les segments de variabilité « V »,
les segments de diversité « D » (présents uniquement sur le locus IgH), les segments de jonction
«J » et enfin les segments constants « C ». Les segments V, D, et J codent la région variable

de I’'Ig, alors que les segments C en codent la région constante.

Ayant réalisé mes travaux uniquement sur des modeles murins, je ne détaillerai que
I’organisation des geénes du locus IgH de souris. Ces derniers sont trés identiques aux loci
humains, ce qui fait de la souris un excellent modele pour ce qu’il survient chez ’homme (Rauta

etal., 2012).

a) Locus des chaines légéres k
Le locus de la chaine kappa (Igk) (Figure 2A) est situé sur le chromosome 6 chez la
souris (chromosome 2 chez ’homme). Dans sa configuration germinale, on note 176 segments
Vk (dont environ 96 sont fonctionnels) et 5 segments Jk (dont 4 fonctionnels). La région

constante est codée par un seul segment Cxk. Ce locus est exprimé par 95% des LB murins.

b) Locus des chaines légéres A
Le locus de la chaine lambda (Ig)) (Figure 2A) est situé sur le chromosome 16 chez la
souris (chromosome 22 chez I’homme). Il est composé de 3 segments VA et de 4 familles
comprenant chacune une paire de segments JA et CA (JA1 a JA4 et CA1 a CA4). Les segments JA
et CA sont organisés en 2 clusters : JA2-CA2-JA4-Cr4 (JA4 et CA4 étant défectifs) et JA3-CA3-
JA1-CA1, précédés de VA2-VA<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>