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Résumé

L'activation des cellules B est connue pour s’accompagner de remodelagegndss g
d'immunoglobulines qui permettent la maturatidiaffinité des régions variables d'lg par
hypermutation somatique SHM et la commutation de classe CSR. Ces deux processus sont sous
le contréle de la région régulatrice 3' (3'RR) du locus IgH. Penlda@ER, le locus IgH subit

des changements tridimensionnels mettant les régions switch ciblées par AID a proximité de la
région 3'RR afin de faciliter la recombinaison. La souast¢ MED1 du complexe Médiateur
favorise cette interaction a longue distance ave®8'RR mais elle intervient aussi dans la
transcrption germinale qui précéde la CSR afin de faciliter l'activité d’AlDomme
récemment démontré chez la souris, la région 3'RR peut aussi étre citdés pecombinaison
médiée par AID, mais contrairement a la CSR, ce type de recombinaison qui joint la région S
et la 3'RR et qui s’appelle recombinaison suicide du locus IgH ou LSR entraimktlétien
compléte de 'ensemble des génes constants conduisant a la mort desE@larlés perte de
'expressiondu BCR. Nous montrons maintenant que la LSR induite par AID se produit
égalementans les cellules B humaines activées avec les deux régions 3'RR (3'RR1dm ava

C l1let3'RR2en aval de Q) etelle touchd'allele fonctionnel Elle peut aussi étre bi-allélique
marquéepar I'absenceale ce type de recombinaison dans les plasmocytes de la moelle mais
aussi dans les cellules B mémoires au repos du sang. La LSR se produit a un niveau éleve
lorsque les cellules B mémoires sont réactivées. Toutes nos conditions de stimulation utilisées
in-vitro induit la LSR, sans permettre de discerner comment se fait « le choix » entre la CSR et
la LSR. Nos résultats montrent par contre que la sous-unit¢é MED1 semble influencer la
transcription de la 3'RR et la recombinaison LSR chez la souris. L'inaotivednditionnelle

de MEDL influence I'accessibilité transcriptionnelle et donc les recombinaisons sarteraffe

les marques épigénétiques du locus IgH. Cette étude de MED1 a aussi révéésgneble

des processus stimulés par I'lgH 3'RR sonMédiateur-dépendants » (SHM, CSR sans
distinction de la cis et la traf@SR, expression augmentée du locus dans les plasmocytes...),
comme semble I'étre également le processus de choix des segments variziolas des

réarrangements ADJH.

Mots clés :3'RR, locus IgH, CSR, LSR, complexMédiateur.
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Abstract

B-cell activation is accompanied by remodeling of immunoglobulin genes resulting in affinity
maturation of Ig variable regions by somatic hypermutation (SHM) and class switch
recombination (CSR). These two processes are under the control of the 3' regulatory region
(3'RR) of the IgH locus. During CSR, the IgH locus undergoes three dimensionakshang
bringing the AlD-targeted switch regions near the 3'RR region to facilitate recombination. The
MED1 subunit of the Mediator complex promotes this long-distance interaction with the 3'RR,
but it is also implicated in germinal transcription preceding CSR in order to facilitate AID
activity. As recently demonstrated in mice, the 3'RR region can also be targeted by AID-
mediated recombination, but unlike CSR, this type of recombination joining theg®n and

3'RR (called Locus Suicide Recombination or LSR) results in a complete deletion of all the
constant genes leading to B-cell death by loss of B Cell Receptor expression. We now show
that AID-mediated LSR also occurs in activated human B cells with the two 3'RR (3'RR1
downstream of C1 and 3'RR2 downstream of £) and affects the functional allele. It can also

be bi-allelic marked by the absence of this type of recombination in plasma cells of the bone
marrow but also in quiescent blood memory B cells. LSR occurs at high level when the memory
B cells are reactivated. All in-vitro stimulations induce LSR, without identifying conditions
favoring either CSR and the LSR. Our results also show that the MED1 subunit appears to
influence 3’ RR transcripin and LSR in mice. Conditional inactivation of MED1 influences
transcriptional accessibility and therefore recombination without affecting epigenetic markers
of the IgH locus. This study also revealed that all the processes controlled by the 3'RR are
"mediator-dependent” (SHM, CSR without distinction betw€eandTransCSR, increased
expression of the IgH locus in the plasma cells ...), as well as the choice of variable segments

during VuDJ+ rearrangements.

Keywords: 3'RR, IgH locus, CSR, LSR Mediateomplex
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Introduction Générale

Le systéme immunitaire est constitué d’'un ensemble coordonné d’élémentsadrdeshitter

contre toute agression extérieure de l'organisme (parasite, virus, baoté@ige)aussi de
contrOler certains déréglements cellulaires endogénes aboutissant a la formation des cellules
malignes.Cette protection repose essentiellement sur la capacité du systeme immunitaire a
tolérer le soi et a éliminer le non soi, quand celui-ci se manifeste dans un contexte
d’'inflammation ou de «langer ». Pour accomplir son rdle, ce systeme fait intervenir différents

organes et cellules.

Notre organisme dispose de deux systémes de défense contegjtesston : I'immunitéhnée

et 'immunité adaptative. La premiere appelée encore immunitaturelle constitue la
premiere ligne de défense, elle mobilise notamment les cellules phagocytaires (macrophage,
cellules dendritiques et les polynucléaires) ainsi que les cellules tueusédgallika( Killer)

pour éliminer les pathogéenes qui ont franchi les basig@hysiques de I'organisme (peau,
mugueuses.). C’est une réponse immunitaire immédiate et-gpécifique, tres sensible aux

« signaux de danger ». Un réseau de communication fort existe entre ces rdamtsvee
I'immunité afin d’éliminer le pathogeneug menace notre organisme. Certaines cellules du
systéme immunitaire inné agissent en alertant le systeme immuadajpéatif (aussi appelé
acquis), mobilisant des cellules spécialisées de deux grands types : les lymphocytes B et T qui
interviennent lors des réponses immunitaires humorale et cytotoxique respectivement. Cette
réponse apparait plus tardivement et permet de compléter et de renforcer les réponses du
systeme immunitaire innée. Contrairement a I'immunité inngamilinité adaptative possede

une mémoire immunitaire assurant une réaction plus rapide aprés une deuxiéme rencontre avec

'antigene. C’est une réponse immunitaire spécifique a longue durée.

Les lymphocytes B (LB) et les lymphocytes T (LT) sont capables de reconnaitre une grande
diversité d’antigenes (Ag) via leurs récepteurs, le B@RCell Receptor ou récepteur des
cellules B et le TCR T Cell Receptor ou récepteur des cellulgsOhez les lymphocytes B ce
récepteur membranaiest composé d’une immunogldine (Ig) associée aux deux protéines
membranaires Ig ou CD79a et Ig ou CD79b qui assurent la transduction d’'un signal
constitutif de survie et de signauxactivation des cellules B suite a une reconnaissance
spécifiqgue d’'un antigéne. Apres activatibes lymphocytes B se différencient en plasmocytes
sécrétant des immunoglobulines solubles appelées anticorps Ac et qui ont la méme spécificité

que le BCR danke but de neutraliser ou d’éliminer un antigene.
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Les immunoglobulines sont des glycoprotéines hétérodimériques constituées de deux chaines
lourdes IgH [mmunoglobulin Heavy Chaliret de deux chaines légéres Iginifunoglobulin

Light Chain reliées entre elles par des pont disulfuf@sgure 1). Chaque chaine
d'immunoglobuline est composée d'une région variable et d'une région constante.
L’association des régions variables desiioba lourdes et des chaines Iégéres forme le site de
reconnaissance diantigene; la région constante détermine les fonctions effectrices de
'immunoglobuline telles que lfixation du complément et la liaison sur les récepteurs Fc de
plusieurs types cellulaire®n peut distinguer chez ldthme comme chez la souris deux types
de chafes légeres, kappa)(et lambda () etcing classes de chads lourdes (, , , , ) qui
déterminent respectivement les cing classesrdunoglobulines : IgM, IgD, IgG, IgE et IgA.

Il existe plusieurs soudasses d’'lgG chez la souridgGl, IgG2a, IgG2b et IgG3 et chez
'’Homme: IgG1, 1gG2, IgG3 et IgG4. On distingue également chez I'Honene sous-classes
d’IgA : IgAl et IgA2.

Les IgM sont les premiéres immunoglobulines preetuiors d’'un premier contact avec un
antigéne. Les IgD sont les deuxiemes immunoglobulines produites et elles sont dans la plupart
des cas co-exprimées avec les IgM. Aprés infection ou immunisation, les lymphocytes B
peuvent substitudiimmunoglobuline &primée a leur surface (IgM ou IgD) vers les autres
classes d’'lg par un roanisme appelé commutation de classe ou CSRs$ Switch
Recombinatiopou switch. La CSR est une recombinaison intra ou inter-chromosomique (alors
inter-allélique) qui a lieu sur le locus IgH entre deux régions switch (S) situées en amont de
chaque segment constant (C) qui code la région constante des Igs. Elle permet la synthese de
différents isotypes d’'lg caractérisés par des fonctions effectrices distsaisaffecter la
spécificité antigénique.

La commutation de classe est controlée par plusieurs éléoserdgulateurs qui ont été décrits

pour le locus IgH. Il s’agit de promoteurs, de l'activateur intronique Ep efa dégion
régulatrice3'RR (3 Regulatory Regiorsituée en 3’ du locus IgH. Chez la souris, la région
3'RR s’étend sur une distamtongue de plus de 30 kb et son activité est restreinte a la lignée
lymphoide B. L'organisation de la régi@iRR d’lgH est complexe et inclut plusieurs
activateurs transcriptionnels (ouemshancers») identifiés initialement comme des sites
hypersensibles (hs) a laNAse I. Chez 'Homme il existe deux régions 3'RR (3'RR située

en aval du gene @ et 3'RR2 située en avalu géne C2) contenant chacune trashancers :

hs3, hsl-2ths4
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Pendant la CSR, le locus IgH subit des changements tridimensionnels mettant les promoteurs,
les activateurs et les régions switch a proximité les uns les autres pour faciliter le switch.
Récemment, Thomas-Claudepierre et ses colleguesamiré que I'inactivation de la sous

unité MED1 du complexe médiateur (régulateur transcriptionnel agissant sur les interactions a
longue distance) diminue cette interaction au niveau du locus IgH, ce qui se traduit par une
réduction de switch associée a une baisse de la transcription de la région switch acceptrice
(Thomas-Claudepierre et al., 2016).

Dans notre laboratoire, un nouveau type de recombinaison a été décrit pour la premiere fois
chez la souris : la recombinaison suicide du locus IgH ou LSR (Locus Suicide Recombination)
dépendante déenzyme Activation-Induced-Cytidine Deaminase (AID) (Péron et al., 2012a).
Ce phénomeniaduit la perte d’expression du BGRembranaire et donc du « signal tonique »

constitutivement transmis par ce récepteur, conduisant ainsi a la mort de la cellule B.

Dans un premier temps je détaillerai lors de lintroduction les différent@sestdu
développement lymphocytaire B, en expliqguant plus particulierement les phénomenes de
recombinaisons géniques du locus IgH. Je décrirai ensuite I'implicaticeridénes protéines
qui peuvent altérer la commutation de classe des immunoglobulines en insistant surtout sur le

complexe Mediator.

La partie expérimentale est divisée en deux parties. Dans la premiére partie, je me suis
particulierement attaché&e mettre en évidence le phénoméne de LSR chirrimein-vivo

mais aussin-vitro apres stimulation etessayer delécrypter son réle dans la physiologie et la
pathologie du lymphocyte B. La description des recombinaisons LSR, précédemment chez la
souris et maintenarthez lHomme, nous a conduits ensuite a rechercher une implication
eventuelle du phénomene de LSR dans les lymphopénies B acquises et séveres participant
significativement a la gravité du tableau d'immunodéficience globale ebnyédans

certaines maladies comme le sepsis.

La deuxieéme partie concerne le réle du complexe Médiateur dans la commutation de classe par
I'étude dece phénomene chez les souris spécifiquement déficientes dans la lignée lymphoide

B pour la sous unité MED1. Les effets sur la sécrétion des Ig, les différentes sous populations

des lymphocytes B,Hypemutation hypersomatique, la CSR et LSR, la transcription et la

fréguence respective des événementsisieersugrans switch ont été examinés.
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Figure 1: Structure d'une immunoglobuline : Exemple d'une IgG1

A. Représentation tridimensionnelle d’'une immunoglobuline

B. Représentatio schématique d’une immunoglobulirtelle est constituée de deux chaines lourdes
représentées en noir et de deux chaines légéres représentées en rouge. Les chaines tlourdes son
constituées d’'un domaine variable VH et de 3 domaines constants (El21etCCHB). Les chaines

légéres sont constituées aussi d'un domaine variable VL et d'un mroanstant CL. La région
charniére situéengre le domaine CH1 et CH2 confere la flexibilité a 'immunoglobuline.
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Chapitre | : La lymphopoiese B
l. Les immunoglobulines et leur loci

Chez 'Homme comme chez la souris la synthése des immunoglobulines est asswiés

genes regroupés sur 3 loci distinctes 2 loci Ig et Ig codent les chines Iégéres de
'immunoglobuline alors que le locus IgH code lesinka lourdes. Chaque locus est formé de
segments variables (V), de segments de diversité (D : uniguement sur le locus IgH), des
segments de Jonction (J) et enfin les segments constants (C). Les segments V(D)J codent la
partie variable de I'anticorps qui fixe I'antigéne alors quedgsgnts constants codent la partie
constante qui déterminent I'activitéfeftrice dune Ig (Early et al., 2004; Giudicelli et al.,

2005).

Comme j'ai travaillé durant ma thése siitdimme et sur la souris qui ont une organisation tres
similaire des genes d’Jge détaillerai plus loin leurs lodout en gardant dans l'esprit les
variations qui peuvent exister entre les différentes souches de souris (Rauta et al., 2012).

1. Les loci des chaines légéres

a. Lelocus kappa

Le locus kappa est localisé sur le chromosome 2 chez I'Homme (chromosomé&gbstheis).

Il comporte 76 genes Vchez IHomme dont 31 & 35 sont fonctionnels (174 geneshéz la
souris mais seulement 94 a 96 sont fonctionnels), 5 genéshdz la souris 4 genes sont
fonctionnels) et 1 seul gene CCes genes codent les thes |égres de I'immunoglobuline
(Figure 2A) (Giudicelli et al., 2005).

b. Le locus lambda

Le locus lambda est localisé sur le chroome 22 chez Homme (chromosome 16 chez la
souris). Ce locus a une organisation particulidl@mporte chez Homme 69 génes Vmais
seulement 31 sont fonctionnels et 7 régions des geres. lLes clusters & 1, JC 2, JC 3,

et JC 7 sont fonctionnal alors que les clustersCJ4, JC 5 et 3C 6 sont norfonctionnels
(Figure 2C). Le locus Ig murin comporte 3 genes \brganisé en 2egments V2-Vx-J2-C2-
J4-C4 et V1-J3-C3- J1-C(Figure 2B) (van der Burg et al., 2001; Giudicelli et al., 2005;
Tumkaya et al., 2001).

Iman DALLOUL | Thése de doctorat | Université de Limoges | 22



Figure 2. Représentation schématique de [I'organisation des loci des chaines légere
d'immunoglobuline chez ’'Homme et cheda souris

Les segments variables V sont représentés en violet, les segments de jonctioeplésmités en bleu
clair et les segments constants C en bleu foncé.

A. Représentation du locus Igitué sur le chromosome 6 chez la souris et 2 chez I'HomenkecQs a

la méme organisation chez les deux especes mais avec un nombre différent de segments V, J et C.
B. Représentation schématique daus Ig chez la souris &iée sur le chromosome 16.

C. Représentation schématique du locusdigez I'Homme situé sur le chromosome 22

2. Le locus de la chaines lourde IgH

Le locus IgHest situé sur le chromosome 14 chéfotnme (chromosome 12 chez la souris).
Du télomere vers le centromere, il comporte 45 a 51 géaésni¢tionnels (103 génes{\thez

la souris), 25 génes de diversité idnctionnels (9 genesHxhez la sourisfui n'existent pas
sur les loci des chaines légeres et 6 geaésnttionnels (4 génesithez la souris) (Collins
and Jackson, 2018). Ce locus est le « théatre » du sujet principal de mg’émedétaillerai
plus loin I'organisationtout en soulignant les différences qui existent ehti®@mme et la

souris.

Au nombre de 9 chezHomme et 8 chez la souris, les gengsc@dent les régions constantes

des différentes classes et sous-classes des immunoglobuline€ ,C3,C1,C 1, C2,

C 4,C, C 2 mais aussi 2 pseudogenes @ C chezI'HommeeC ,C,C 3,C1, C 2b,

C 2a, C, C chez la souris. Celuster des génes constants existe en une seule copie chez la
plupart des espéces comme chez la souris. D’autres especes cbiommé et les singes de
I'ancien mondepossedent une duplication de ce cluster de génes constants. Cette duplication
ancestrala’est produi¢ il y a plus que 60 millions années chiaacétre communhominoides)
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donnant lieu & régions de génes constants du locus IgH chéanime, les gorilles et les
chimpanzégD’Addabbo et al., 2011Pinaud et al., 2011). Chaque gene constantdtient
plusieurs exons qui codent les différents domaines de I#L(CH2, CEB) pour I'lgA, IgD,

IgG. L'IgE et I'lgM possedent un domaineH@ supplémentaire. La production de la forme
sécrétée d'umlg sous forme d’un anticorps est assurée par la présenaerégion spécifique
située a la fin du dernier exon constant (CH3 ou CH4), et conservée ou non selon un mécanisme
d’épissage alternatif du messager. Altgivement, la forme membranaire est codée par
intégration en 3’ du messagéun ou plusieurexons supplémentaires qui codent les parties
membranaire et intracytoplasmique. Taules Igs a I'exception d’IgE et d'lgM possédent une
région « charniere » entre leurs deux domaines CH1 et CH2 conférant leur flextmgjitée (

3) (Schroeder and Cavacini, 2010).

Figure 3: Représentation schématique de [l'organisationdu locus des chies lourdes
d'immunoglobuline chez I'Homme et chez la souris

Pour les loci des chaines lourdes, les segments variablesnt représentés en vert, les segments de
jonction Dy sont représentés en violet foncé et les segments de jongtontdrquoise. Les segments
constants C représentés en bleu foncé sont précédés par des régions switch S représdatees par
losanges en bleu clair. Un promoteur germinal « | »ieest du c6té 5de chaque région switch. Chaque
segment constarbntient plusieurs exons CH (CH1, CH2, CH3 et un CH4 supplémentair€patr

C ). L'activateur E situé en amont des genes constants est repégsar un rond rouge.

A. Représentation du locus IgH murin situé sur le chromosome 12 possédant uneysruRER&

B. Représentation du locus Ighlimain situé sur le chromosome 14 possédant deux régions 3'RR
(3'RR1 et 3RR2)
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En amont de chaque géne GHI'éxception de Cqui est précédé d’'une région non répétitive

) est localisée une région switch (S) dont la taille varie entre 1 a 12 kb. Ces régions
contiennent des motifs répétés riches en GC (chez les mammiféres), tels que TGGGG, GGGGT,
GGGCT, GAGCT et AGCT constitna les cibles principales de tiegyme AID qui initie la
commutation de classe ou CSR (Shinkura et al., 2003; Zarrin et al., 2004). La délétion de ces
motifs répétés dans la région $hez la souris entraine une diminution drastique de la CSR
(Khamlichi et al., 2004)Ces régions switch sont également précédées du codté 5’ par des
promoteurggerminaux d’initiation de la transcription appelé les promoteuts | 1 , | et )
qui permettent I'initiabn de la transcription qui progresse ainsi a travers la région switch puis
la région constante pour générer le transcrit germinal Ix-Sx-CHx nécessaire pour le switch
(Shinkura et al., 2003).

Le locus IgH contient également 2 activateurs transcriptionnels majeurs appeltda Egion

régulatrice 3’ ou 3'RR qui régulefdgs recombinaisons Béxpression des geneke ce locus.

3. Obtention d’'une immunoglobuline fonctionnelle

Dans leur configuration germinale, les genes d’lg sont non fonctionnels. lls doivent alors subir
plusieurs remaniements et recombinaisons génétiques de leurs loci pour générer une Ig
fonctionnelle. Ces événements ont lieu durant la lympiéspd. On distingue des événements

dits « précoces » qui ont lieu ddasmoelle osseuse et d’autres ditgardifs » qui ont lieu
dansles organes Iymphoides secondaires (rate, plaques de Peyer, amygdales,

ganglions lymphatiques) (Pieper et al., 2013).

Les événements précoces précedent la rencontre avec un antigene, ils consistent a induire des
recombinaisons MD)Jx du locus des chaines lourdes eDV pour les loci des chaines légeres

afin de générer le répertoire des lymphocytes B capables de connaitre un grand nombre
d’antigeneqJung et al., 2006; Pieper et al., 2013; Schlissel, 2004).

Les événements tardifs regroupent la CSR et la SSdin@tic hypermutatiQrqui suivent la
rencontre avec un antigéne. La CSR touche le locus IgH et perrobaniger la classe d’'lg

d’'une IgM vers une autre classe. C’est un mécanisme de recombinaison eygrekesodant

les domaines constants, diversifiant ainsi ses activités effectrices sans toucher la spécificité
contre I'antigene. La SHM introduit des mutations a fréquence élevée dansites re)

codent les parties variables de 'immunoglobuline darsit de modifier le site de fixation de
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I'antigéne. Cette étape est suivie par une sélection des cellules pnbdegisanticorps a haute

affinité dans les centres germinatifs (Shinkura et al., 2004).

. Moelle osseuse : Phase précoce de la lymphopoiese B

Chez 'Homme comme chez les autres mammiféres, les lymphocytes B se développent chez
I'adulte dans la moelle osseuse a partir des précurseurs hématopoiétiques. Les cellules B de la
moelle osseuse, apres avoir subi plusieurs remaniements au niveau de leurs loci IgH et IgL,
expriment a leur surface un BCR de classe IgM, puis elles quittent la moelle osseuse et migrent
vers les organes lymphoides secondaires pour se différencier en cellules B matures (Pieper et
al., 2013). Les différents stades de développement B ainsi que les marqueurs exprimés a leurs

surfaces sont représentés darSidare 4.

Figure 4: Développement des lymphocytes B (exemple chez la souris)

Les cellules souches hématopoiétiques HSC sont censées générer les progéniteurs Higmesopoié
multipotents (MPP). Les progéniteurs lymphoide multipotents (LMPP) sont les ceqllillest perdu

leur potentiel de différenciation érythro-mégacaryocytaire mais qui conserventeeti@l de se
différencier en cellules myéloides et en lymphocytes B et T. Les cellules qui peuventrdossence

a des cellules B et T mais pas a des cellules de la lignée myéloide coestiwgéniteurs lymphoides
communs (CLP). Les précurseurs de cellules B négatives pour l'immunoglobuline de ceittdaire

(Ig) mais positifs pour le marqueur B220 peuvent étre divisés au cours de développement en quatre
stades successifs de différenciation, marqués par leur expression différeetiedirtains marqueurs de
surface (cellules pré-pro-B, cellules pro-B et cellules pré-B). Les cellulesBtimes générées a partir
des pré-B sortent de la moelle osseuse et atteignent la rate, ou elles marissentesnBcetllatures
périphériques et en plasmocy{éslaptée de la revue: Nagasawa, 2006)

ETP, progéniteur précoce de la lignée cellulaire T ; NK, Natural killer.
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1. Cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques ou HEE@méatopoietic Stem Cellsont des cellules
multipotentes rares. Ellesont capables d’une part de s’autorenouvigteaintenant constante
la réserve de ces cellules), mais aussi de se différencier en progéniteurs des diffgnéetes i
cellulaires sanguines (Riether et al., 2015).

Dans un premier temps, les cellules hématopoiétiques sont capables de se différencier en
cellules progénitrices multipotentes précoces MR&t{potential Early Progenitorspouvant

se différencier en progéniteurs myéloides et lymphoides présmegs$action d€U.1, Gfil et
Ikaros. Des niveaux faibles de PU.1 favorisent la différenciation lymphoide alors que des
niveaux élevés favorisent la différenciation myéloidexpression de @1 dans les MPP
inhibe I'expression de PU,lalors favorisant indirectement la lymphopoiese B. lkaros
antagonise PU.1 en sur-exprimant G#ous l'action dkaros, E2A et Ebf-1, les progéniteurs
lymphoides se différencient pour donner les précurseurs lymphoides commur@dauRdn
Lymphoid Precursodsqui génerent les lignées cellulaires B, T et Nkengagement dans la
lignée B se fait sous l'influence de plusieurs facteurs qui favorisent la difétien
lymphocytaire B tout en réprimant les lignées T et NK comme E2A, Ebfl, Pax5 et FOXO1
(Pelayo et al., 2012; Zhang et al., 2013).

2. Stade pré-pro-B
Les cellules pré-pro-B représentent les précurseurs les plus précoces. Elles sont caractérisées
par I'expression @ certains marqueurs de surfaels que B220, CD79 (Iget Ig ) et CD43
mais elles n’expriment pas le CD{l9ardy et al., 2007; Nagasawa, 2006). La signalisation par
le récepteur IL-7R dans ces cellules joue un rdle dans la transition vers le stade pro-B dans

lesquelles se dérouleront les recombinaisos3M du locus IgH (Clark et al., 2014).

3. Stade pro-B

A ce stade les précurseurs pro-B expriment les marqueurs CD19 a leurs surfaces (Hardy et al.,
2007). Et test ace stade que’initient les premiers réarrangements qui codent les chaines
lourdes des immunoglobulines entre les segmentst . Presque toutes les cellules pro-B

ont un réarrangement B3ur les deux alléles. Ce réarrangement marque la transition vers le
stade pré-B au cours duquel un réarrangement fonctionnel et productif est réussi entre un
segment M et le segment J(Ehlich et al., 1994).
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La recombinaison V(D)J et Vdommencent par I'action de deux protéines RAG1 et RAG2
(Recombination Activating Gene 1oy @i reconnaissent et clivent des séquences signals de
recombinaison RSS, Recombination Signal Sequenc€es RSS sont formées par une
séquence heptamére (CACAGTG) et une séquence nonamere (ACAAAAACC) hautement
conserveées séparées par des espaceurs non conservés de 12 (12-RSS) ou 23 (23-RSS) pb (paires
de base) (Shetty and Schatz, 2015). Les recombinaisons surviennent sur les RSS contenant des
espaceurs différents 12-RSS et 23-RSS suivant la régle 12/23. Cette régle évite la
recombinaison entre un segmentatec un segmeng dnais aussi la recombinaison entre deux
segments M ou Dy. Si le réarrangementivDJy est productif, la cellule présente alors un
réarrangement M¥DJ+ sur un allele et DJsur l'autre allele. Si ce réarrangement est non
productif, un autre réarrangement-BJ4 aura lieu sur le deuxieme alléle. Dans ce cas-la le
réarrangement peut étre productif et la cellule continue son développement mais il peut aussi
étre non productif et la cellule meurt & cause de la perte de skpmed’une Ig a sa surface.

Un réarrangement surois (1/3) est fonctionnel et permet la synthese d’'une chaine lourde
fonctionnelle (2/3 sont non fonctionne(§)igure 5) (Jung et al., 2006).

A.

Figure 5: Recombinaison VDJ et VJ

A. Assemblage par recombinaison d'ADN entre des segments de djémeles recombinaisons
s'effectuent entre les segments, 0 et J; sur le locus IgH (a), entre les segmentseYJ pour le locus

lg etentre V etJ pour le locus Ig (b) afin d’exprimer un BCR de type IgM a la surface des cellules

B (c). Les triangles représentent le signal de recombinaison RSS. Les deux mécanismes de
recombinaison VDJ et VJ s’effectuent de la mémeriggegle 12/23)Extrait de la revue: Nemazee,
2017).B. Structure des RSS. Les RSS sont formés d’'un héptameére et d’'un nosépares avec un
espaceur de 12 ou 23 phdaptée de la revue: Roth, 2003
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4. Stade pré-B

Durant ce stade ces cellules expriment le marqueur COBSt un staderucial qui amene a
I'expression d'un BCR #a surface des lymphocytes B immatures (Martensson et al., 2010;
Tumang et al., 2011).

Le réarrangement du segment &vec le segment R permet I'expession d’une cHae qui
s’associe a une pseudo tmlégere$L, Surrogate Light Chajriormé par les protéines VpréB

(Ig V-like sequencegt 5 (Ig C-like sequence). Seules les cleai qui peuvent s’associer avec

la chaine SL sont exportées a la surface des cellules pré-B aprés leur association avec
I'hétéroméreCD79a et CD79b responsable de la transduction du signal. La signalisation a partir
de ce récepteur induit la prolifération et la différenciation des précurseurs pré-B (Abdelrasoul
et al., 2018; Mourcin et al., 2012).

On distingue 2 populations de précurseurs pré-B : les grandes cellules pré-B (large pre-B ou
early pre-B) et les petites cellules pré-B (small pre-B ou late pre-B) (Cooper et al., 2806). L
grandes cellules pré-B aprés avoir subi 2 a 5 cycles de division se différencient en petites
cellules pré-B non prolifératives (Zhang et al., 2004). A ce stade les petites pré-B expriment a
nouveau RAG1 et RAG2 qui remplacerdeixpression du pré-BCRar celle d'un BCR en
initiant le réarrangement V-J séquentiel des loci de lanehi@bere d’immunoglobulin@g

puislg ). L’assemiage de la chak légere ( ou ) avec la chie lourde déja réarrangée
permet I'expression d’un BCR de type IgM a la membrane des cellulesedé&minme des

lymphocytes B immaturg$igure 6) (Martensson et al., 2010).
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Figure 6: Développement du pré-BCR des cellules B

Le réarrangement du locus de la chaine lourde IgH est initié au stade pro-Bbo{reésom D4d) suivi
par autre réarrangement\DJ4 au stade pr&- précoce générant ainsi une chaine égprimée sous
forme d’'un préBCR a la surface des progéniteurs aprés assemblage avec une chathetSp(éB).
Le réarrangement de la chaine légére dans les petites cellules préiBabexpression d'un BCR
avec deux chaines légeres et deux chaines lourdes de type IgM au stade des detiolasif@s
(Extraite des revues : Herzog et al., 2009 ; Bergman et al.,)2004
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5. Stade B immature

Une fois le BCR présent a la surface des cellules B immatures, il devient finalement capable
d'interagir avecplusieurs ligands ; une sélection a ce stade est essentielle afin de tester
I'interaction récepteur-ligand. Le contact des cellules immatures avec leur micro-
environnement et avec les cellules stromales de la moelle osseuse permet une sélection négative
entrainant I'éliminatiordes cellules qui montrent des ce stade des interactions fortes avec des
antigénes du soi. Cette induction de tolérance peut suivre plusieurs voies, de la délétion clonale
al'anergie ou a I'édition du BCR par réinduction de RAG, délétion duesatgriv J réarrangé

et apparition d’une nouvelle chaine légerelVmaodifiant la spécificité antigénique. Seules les
cellules qui ne reconnaissent pas ou faiblement les antigenes du soi peuvent quitter la moelle
osseuse et migrer vers les organes lymphoides secondaires ou elles seront testées pour la
deuxieéme fois pour leurs autéactivités contre les antigénes du soi avant d’atteindre la phase

des lymphocytes B matures. Une auto-réactivité/polyréactivité de faible affinité affecte
vraisemblablement les cellules B au compartiment B1, expliquant ultérieurement la production
d’anticorps naturels par ce compartimdhtalverson et al., 2004; Hoffman et al., 2016;
Nemazee, 2017; Pelayo et al., 2012).

On distingue trois mécanismes de tolérari@sition du BCR la sélection négativet I'anergie
(Pelayo et al., 2012).

L’édition du BCR se produit frequemment chézdimme et chez la souris jouant ainsi un role
crucial pendant le développement du répertoire du BCR (Bergman and Cedar, 2004).
L’interaction d’un auteantigéne avec le BCR diminue son expression a la membrane suivie par
une augmentation de I'expressionRIAG1 et RAG2afin d’initier le réarrangement J du
deuxéme allele du locus Igou bien leéarrangement du locus Igen parallele a la production

d’un nouveau réarrangement fonctionnel, le réarrangement préalable de I'urdeuxiaéles

kappa pourra étre complétement éliminé grace a un type particulier de réarrangement entre des
segments non codants porteurs de RSS, lesleteting elements » DE) (Feddersen et al.,

1990; Rassenti et al., 1991; Siminovitch et al., 1985). Les cellules qui ne réussissent pas a éditer
leur BCR seront éliminées par apoptose ou inactivées par anergie (Halverson et al., 2004 ;
Nemazee, 2017).
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lll.  Phases tardives, antigene dépendante, du développement B

Aprés avoir quitté la moelle osseuse, les lymphocytes B immaturés) (empruntent la
circulation sanguine pour atteindre les organes lyru@so secondaires (rate, ganglions
lymphatiques et les tissus lymphoides associés a la muqueuse) ou elles renctatrégent

(phase dépendante de I'Ad)ans ces organes les cellules B peuvent réreolantigéne et

alors poursuivre leur développement en se différenciant en plasmocytessgd'éesolubles
appelées anticorps (Ac) et/ou en cellules B mémoires (Durandy et al., 2013; Neumann et al.,
2015). Durant cette seconde phase de différenciation antigéne-dépendante, les lymphocytes B
sont capables de produire des anticorps plus affins (grace au phénomene de SHM) et dont les
propriétés effectrices peuvent varier (grace a la CSR) (Hwang et al., 2015). La signalisation du
récepteur des cellules B joue un réle crucial dans la détermination du devenir des cellules B
pendant leur développement tardif lors des réponses immunes. La perturbation d’'un composant
de la signalisation du BCR peut induire un arrét de leur maturation. Les progres récents dans
les études des mécanismes moléculaires des voies de signalisation ont aidé a clarifier comment
ces signaux régulent la prolifération, la survie et I'apoptose des cellules B le long de leur

développement (Niiro and Clark, 2002).

1. Signalisation du BCR

Le BCR a deux roles principaux. Le premier est de transmettre des signaux qui régulent le
devenir des cellules B. Le second espdamettre d’internaliser I'antigéne afin de le dégrader
puis le présenter aux cellules T CD4, sous forme associée au CMH de classe I, ce qui permet

une activation complete dans la phase effectrice (Niiro and Clark, 2002).

Les cellules B normales regoivent deux types de signaux de leurs BCR. Le premier - appelé
tonique - se produgans une liaison d'un anéige et assure la survie des cellules B circulants

et au repos. L'élimination du BCR d'une cellule B entriim@optose de cette cellule, ce qui
suggere que la signalisation tonigue du BCR est nécessaire pour la survie normale des
lymphocytes B. Le deuxieme type de signal est généré par la liaison d'un asktgme sur

le BCR, déclenchant l'activation d'un complexe de signalisation qui transmet le signal a
I'intérieur de la cellule (Bojarczuk et al., 2015). Cette dimisle I'antigéne activia protéine
tyrosine kinase LYN. Ensuite, LYN phosphoryle les motifs ITAMsiunoreceptor Tyrosine-

based Activation Mofjfsitués sules queues cytoplasmiques de kt Ig , qui, a leur tour
recrutent et activent la protéine Kinase SY¥pleen tyrosine kinageet la protéine tyrosine
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Kinase BTK Bruton tyrosine kinage(Bojarczuk et al., 2015; Hendriks et al., 2014). Ces
événements précoces déclenchent la phosphorylation de nombreux substrats en aval nécessaires
a l'activation des seconds messagers pour déclencher a la fin la transcription des génes associés

a l'activation des cellules BChaturvedi et al., 2011).

PISK et PLC2 sont deux enzymes effectricel®s qui génerent des seconds messagers
impliqués dans la signalisation. PI3K phosphoryle le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
(PIP2) pour produire le phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3), qui, a son tour, recrute
certaines molécules de signalisation activant la kinase AKT. La voie de signalisation induite
par PI3K est un candidat principal pour la modulation de la survie des lymphocytes B. Parmi
les molécules en aval qui sont activées apres l'activation de PI3K, I'AKT présente un intérét
particulier. En général, I'AKT active des régulateurs impliqgués dans le cycle cellulaire et la
survie des cellules B (comme MCL-1, BCL-xL, la cyclin D2 et MYC) par une inhibition de la
glycogéne synthase kinase 3 (GSK3) qui normalement fonctionne comme un régulateur négatif
du cycle cellulaire mais aussi par une inactivation de FOXO 1/3 (Forkhead Box Subgroup O
1/3) (une surexpression de FOXO1/3 entraine un arrét dans la phase G1 du cycle cellulaire).
D’autre part AKT active mTORC2 qui a son tour phosphoryle AKT afin d’augmenter son
activité (Bojarczuk et al., 2015; Yusuf et al., 2004).

PLC 2 utilisele PIP2 - méme substrat que PI3K - mais génére de l'inositol-1,4,5-trisphosphate
(IP3) et du diacylglycérol (DAG), qui sont nécessaires pour la libération de calcium
intracellulaire (Ca2 +) et l'activation de la protéine kinase C (PKC), respectivement. La
signalisation du calcium active le facteur nucléaire NFNiiqlear Factor of Activated T ce)ls

alors que la signalisation induite par la PKC active le facteur BIfNuclear Factor-B). La
signalisation induite paPLC 2 joue aussi un rélergcial dans I'actiation de la voie MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinay¢Bojarczuk et al., 2015).

Ces différentes voies de signalisation induites par le BCR ne sont pas seulement impliquées
dans la prolifération et I'activation cellulaire mais aussi dans la riugraes cellules B et
I'apoptose(Figure 7) (Stevenson et al., 2011).
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Figure 7: Voies de transduction du signal induites par le BCR

La liaison d'un antigéne sur le BCR induit la formation d'un complexe qui déclenchasdages de
signalisation activant plusieurs facteurs impliqués dans la survie, la probiféréi migration, la
différenciation et I'apoptose des cellulegRlaptées des revues: Bojarczuk et al., 2015; Steele, 2014).

2. Stades des cellules B transitionnelles

Il est estimé chez la souris que seulement 10% des cellules B immatures quittent la moelle
osseuse pour se diriger vers la périphérie. Ces cellules B transitionnelles constituent un stade
intermédiaire entre les cellules B immatures de la moelle osseuse et les cellules B matures
(Agrawal et al., 2013; Allman et al., 1993; Teague et al., 2007). En 2001, Alman et ses sollegue
ont défini 3 sougpopulations des cellules B transitionnelles en se basant sur I'expression de
I'lgM , CD23 et de la protéine AA4 ou CD93. Les T1 sont AgiI©CD23, les T2 sont
AA4*IgM™'CD23" alors que les T3 sont AAM™@Pe CD23" (Allman et al., 2001). Les
cellules transitionnelles (T1, T2, et T3pnt récemment identifiées chez 'Homme et
représentent approximativement 4% des cellules B dans le sang (Marie-Cardine et al., 2008;
Martin et al., 2016).

Les cellules T1 et T2 different par leur réponse a la stimulation du BCR par une induction des

signaux différents au niveau de la cellule (Petro et al., 2002) . Les cellules B transitionnelles
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auto-réactives sont éliminées par une forte activation du BCR (sélection négative). Les cellules
T1 non- réactives développent en cakill2 qui sont plus résistantes a I'apoptose induit par le
BCR, elles se différencient en cellules B folliculaires ou en cellules B de la zone marginale
(sélection positivejFigure 8) (Hoek et al., 2006).

Bien que les transitionnelles T3 existent elles ne participent pas a la génération des cellules B
matures. Ce sont des cellules auto-réactives qui ne sont pas éliminées par apoptose mais elles

sont maintenues dans un état d’ane¢giebchenko et al., 2012)

Figure 8: Développement des cellules B transitionnelles et matures

Les cellules B2 se développent a partir de cellules B transitionnelles 2 (T2) dérivées dequnaodei
cellules B dans la moelle osseuse, avec différenciation subséquente en lignées marginagds (MZ
folliculaires (FO) présentes dans les organes lyrig@sosecondaires. Des signaux plus forts du BCR
induisent la différenciation des cellules transitionnelles T2 en ceBuleglliculaires (FO) tandis que
des signaux plus faibles du BCR permettent la différenciation en cdlidleg\daptée de la revue:
Hoffman et al., 2016).

3. Stade des cellules B matures

On distingue deux types de cellules B matures qui different par leur localisation, leur phénotype

et leur fonction : les cellules B1 et les cellules B2 (Hampel et al., 2011; Hoffman et al., 2016).

a. Les Cellules B1

Les cellules Bl sont impliqguées dans les réponses immunitaires innées sécrétant
majoritairement des anticorps de type IgM en absence d’une infection. Gidescebnt

abondantes au niveau des cavités péritonéales et pleurales. Les B1 sont divisées en deux sous-
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populationgqui différent par I'expression du marqueCD5 : les Bla (CDIZ€D5'CD11b) et

les B1b (CD19CD5CD11b"). Les anticorps produits par ces cellules sont fréquemment auto-
réactifs et de faibles affinités pouvant se fixer sur les antigénes du soi et déclencher des maladie
autoimmunes. D’autre part ces Aaturels sécrétés par les lymphocytes B1 peuvent aussi jouer

un role important dans le maintien de 'homéostasie tissulaire en raison de leur capacité a lier
les auto-antigénes altérés, tels que ceux exprimés par les cellules apoptotiques. Ces cellules sont
générées avant la naissance a partir des progénaauniveau du foie feetal et qui sont
maintenues a I'age adulte par un argnouvellement (Hoffman et al., 2016; Macias-Garcia et

al., 2016; Oliveira et al., 2005).

b. Les cellules B2

Les cellules B2 sont divisées en deux populations distinctes : Les cellules B de la zone
marginale MZ, Marginal Zone B Cel)set les cellules B folliculaired=Q, Follicular B Cells)

(Pillai and Cariappa, 2009a). La décision du destin des cellules transitionnelles T2 dépend de
la force de la signalisation mais aussi de certains acteurs induits par le BCR. Contrairement aux
cellules B folliculaires qui nécessitent une forte activation du BCR, la différenciation des T2 en

MZ nécessitent un faible signal du BCR (Pillai and Cariappa, 2009a).

i. Les cellules B de la zone marginale MZ

Ces cellules comme leur nom l'indique sont localisé au niveau de la zogma@aentre la

pulpe rouge et la pulpe blanche de la rate. Elles constituent 5% des lymphocytes B de la rate
chez la souris (Zouali and Richard, 2011). Ces cellules jouent un réle vital dans la premiére
ligne de défense contre les infections bactériennes dans le sang en répondant rapidement aux
Ags, souvent de maniére indépendante des cellules T (Kanayama et al., 2005). Ces cellules
peuvent aussi participer dans les réponses de facon T-dépendantes permettant de générer des
Ac switchés (Hoffman et al., 20168putre une faible activation du BCReligagement des
cellules B transitionnelles en cellules B de la zone marginale nécessite également la
signalisation de Notch2 exprimé dans les cellules B (Laffleur et al., 2014a). Plusieurs études
ont montré un réle clé de Notch2 dans la génération et le développement des cellules B de la
zone marginale dont son inactivation entraine une réduction dramatique de la productions de
ces cellules accompagnée avec une augmentation du nombre des cellules B folliculaire (Saito
et al., 2003; Witt et al., 2003).
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ii.  Les cellules B folliculaires FO et formation du centre germinatif

Les cellules FO représentent la majorité des cellules B de la rate, elles sont comme leur nom
l'indique localisées dans les follicules de la ré@dlai and Cariappa, 2009a). Ces cellules
expriment fortement le marqueur CD23 et faiblement le CD21 (Kanayama et al., 2005). Une
fois qu'elles atteignent la maturité, les cellules B folliculaires acquierent la capacité de circuler

a travers le sang et la lymphe entre les organes lymphoides (Pillai and Cariappa, 2009b).
* Formation du centre germinatif

Suite a une stimulation antigénique de type T-dépendante nécessitant une coopératian entre le
lymphocytes T et B, les centres germinatifs (GC) sont formés par prolifération des cellules B
dans les follicules des tissus lymphoides périphériques, y compris la rate, les ganglions
lymphatiques, les plaques de Peyer et les amygdales. Au centre de ces follicules, les
lymphocytes B sont en contact étroit avec un réseau de cellules dendritiques : les FDC
(Follicular Dendritic Cellg. Ces follicules sont entourés par une zone riche en cellules T
appelée « la zone>t. L'activation des cellules B naives par un antigene entraine leur migration
vers la zone interfolliculaire (frontiére entre la zone T et la zone des cellules B) pouriinterag
avec les cellules T. Ces cellules B activées peuvent se differencier 1) en plasmablastes
extrafolliculaires sécrétesird’anticorps de faible affinité ele courte durée de vie impliqués

dans la réponse immédiate contre le pathogéne ou 2) participer a la formation du GC afin de
générer des cellules B mémoires et des plasmocytes sécitaticorps de haute affinité et

de longue durée de vie.

Le GC est formé de deux zones distinctes : la zone sombre et la zone claire. Au sein de la zone
sombres les cellules B appelées centroblastes proliferent tres rapidement et subissent des SHM
meédiées par AID au niveau de leurs genes variables afin de générer des cellules B qui expriment
des immunoglobulines de haute affinité. La sélection des cellules B ayant une haute affinité a
'antigene s’effectue au niveau tezone claire en présence des FDC et degqTT Helper
Follicular) ainsi que de cellules T regulatrices (THRusieurs aller-retours entre les deux
zones claire et sombre peuvent étre effectués afin de sélectionner les clones les plus affins a
'antigéne. L'activation du BCR par un argige étranger exprimé a la surface des FDC permet

la sélection des clones les plus affins. Les BCR faiblement liés @g&aat meurent par
apoptose. Il a été aussi montré que les cellgpdarticipent a cette sélection. Les cellules B

du GC capturent I'antigéne via le BCR et le présentent en association avec le complexe majeur

d’histocompatibilité (CMH)aux cellules F+. Une affinité élevée du BCR est directement
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associée a une plus grande capture de l'antigéne, et une présentation plus efficace du complexe
peptide-CMH aux cellulesrk transmet des signaux de survie a ces cellules. Les BCR ayant
une faible affinité pour I'antigéne ne permettent qu’faiele interaction avec les cellules FDC

et les cellules An et seront donc plut6t éliminées ensuite par apoptose (De Silva and Klein,
2015; Kurosaki et al., 2015; Tangye et al., 2013). Au niveau de la zone claire du GC, apres
avoir sélectionné les meilleurs clones, les cellules B aussi appelées centrocytes subissent une
commutation isotypique ou CSR dans le but de changer I'activité effed&itly (Figure 9)

(Liu et al., 1996).

Figure 9: AID et modulation des réactions au sein des centres germinatifs des organes lymphoides

Aprés la recombinaison VDJ et l'expression des IgM, les cellules B transitespallvent étre
engagées dans différents compartiments en fonction de la signalisation du BCR @xpessi2 et
faible signalisation toniqgue BCR permet la différenciation en cellules MZ). Apaéigration en cellules
IgM + IgD + et la rencontre avec un antigéne, les cellules B naives subisset¢dasions apparentées
avec les cellules pré-TFH. Les cellules B s'activent ensuite initialement danfyers extra-
folliculaires et se différencient en plasmocytes a courte durée de vie, ou pattaipc les TFH a la
formation de GC ou leurs BCR seront remodelés par SHM dans les zones sombpedlulessB
migrent apres vers la zone claire pour sélectionner le clone ayant des récepteursféifisutontre
I'antigéne pat interaction avec les cellules dendritiques folliculaires (FDC) et lede=lluauxiliaires
folliculaires (cellules TFH)Au sein de cette zone les cellules B sous I'action d’AID chan{jsotype
de I'l|g exprimé a sa surface par CSR mais peuvent aussi mourir par LSR. La réaction de GC produira
a la fois des cellules mémoire et des plasmocytes, certaines ayant une longue deréeslawvant
apres leur migration vers plusieurs niches de protection (pulpe rouge de ratepssmlie, MALT ...)
(Extraite de la revue: Laffleur et al., 2014a).
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c. Remaniementssecondaires des loci d’lginduit par AID au sein des centres
germinatifs

Suite a une activation antigénique et sous l'action d’AID, la celluled®mbine ses genes
d'immunoglobulines pour diversifier ses fonctions par CSR mais aussi elle augmente I'affinité
des Igs par SHM (Muramatsu et al., 2000; Revy et al., 2000). Récemment, notre laboratoire a
montré que I'enzym@AlID pourrait aussattaquer la région 3'RR rendant ainsi cette région
accessible a des recombinaisons, selon un processus similaire a celui observé pendant la CSR
sauf que ces recombinaisons larges entrainent alors la perte du BCR et donc la mort des cellules

B par « recombinaison suicide du locus » (LSR) (Péron et al., 2012a).

L’enzyme AID a été découvert en 1999, comme une protéine sélectiverpantéxdans les
cellules B activées dans les centres germinatifs (Muramatsu et al., 1999). Il est codé par le gene
AICDA localisé sur lechromosome 12 chezHomme et sur le chromosome 6 chez la souris

(Xu et al., 2007).

AID appartient a la famille des cytidines désaminases APOB¥0lipoprotein B Editing
Catalytic Polypeptidg elle est capable de catalyser la désamination d’une cyt¢deen

uracile (dU) sur les substrats d’/ADN simple brin mais aussi au niveau des hybrides ADN/ARN
(Rebhandl et al., 2015). Les points chauds ou « hotspasIAID sont représentés par les
motifs RGYW / WRCY (ou R =dA /dG, Y =dC /dT et W = dA / dT) (Rogozin and Diaz,
2004). Ces motifs sont ciblés au niveau des genes variables durant la SHM. Les motifs WRCY
sont hautement enrichis dans les régions S, principalement sous la forme d'AGCT (Han et al.,
2011). En pathologie, les mutations du gene AlGIhiainent une altération du mécanisme de
CSR et de SHM, avec un syndrodiélyper-IgM HIGM, Hyper-IgM Syndronmemontrant un

réle majeurd’AID dans la maturation des anticor{ievy et al., 2000).

La majorité (plus de 90%) de I'AID est localisée dans le dgipe mais elle exerce bien sar

sa fonction de désamination dans le noyau des cellules (Vaidyanathan et al., 2014). Le maintien
de ceté protéine dans le cytoplasme est assuré par la présence d’un site casmiesignal
d'exportation nucléaireNES, Nuclear Export Sigrladans la partie @erminale. L'entrée
nucléaire est due a la présence d’'un signal de localisation nu¢hlaBe Nuclear Localization

Signa) situé dans la partie N-terminale de la protdifigure 10) (Patenaude and Di Noia,
2010).
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Figure 10: Structure de I'AID et désamination de 'ADN

Structure primairel’ AID (198 acides aminés), représentant le domaine de localisation nucléaire (NLS),
le domaine de l'exportation nucléaire (NES), un domaine APOBECL1 et un maiheytiésaminase

(a). AID catalyse la désamination d’'une cytidine le transformandrédine par attage nucléophile par

un ion Zn2+ du groupement ami(® (Extrait de la revue: Chaudhuri and Alt, 2004)

I.  Hypermutation somatique ou SHM

by

L'hypermutation somatique consiste a introduire des mutations ponctuelles dans la région
variable des génes d'immunoglobuline & un taux de*+iitations par paire de bases et par
division cellulaire ; ce taux est 4@is plus élevé que le taux de mutation spontanée observé
dans les cellules somatiques (Weigert et al., 1970; Yaari et al., 2015). La distribution de
fréquence de SHM commence a B pb en aval du site d'initiatioreda transcription du

coté 5’ du VDJ et s’étend jusqu’a 125<b vers le c6t&’ (Figure 11) (Peled et al., 2008).
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Figure 11: Hypermutation somatique

La fréquence de mutations tout au long des loci IgH e2$greprésentée en violet. Les fleches indiquent

le site de début de la transcription. Contrairement a la région constante (elaibjda r2gion V (en
orange) montre une fréquence élevée de mutation (SHM). La SHM est nettement délimité par le
promoteur (P) situé a I'extrémité 5’ et commence a environ 100 a 200 pb kepsite de l'initiation de

la transcription. La fréquence de mutation est maximale sur I'exon codant V(D)Jaét dédacon
exponentielle a I'extrémité 3’ a 1;2 kb en aval du site d'initiation de la transcription.

Leader (L), région V [V (D) J], enhancergroniques (iE et iE ), région C (CH ou Q), région switch

(SR), région 3’ régulatrice (3'RRAdaptée de la revue: Peled et al., 2008)

Apres désamination par AID et le remplacement du dC par un dU, le mésappariement G : U
peut étre réparé par trois « voies » différentest on sait aujourd’hui que les deux derniéres

sont contemporaines et éventuellement intriquées (Girelli Zubani et al., 2017) :

1) Dans le premier cas, I'uracile peut étre ignoré par la machineriéplieation et elle sera

considérée comme une thymidine permettant la transition dC>dT sur un brin et dG>dA sur le
brin opposé. La transition est une mutation qui remplace une pyrimidine par une autre
pyrimidine ou une purine par une autre purine alors que la transversion est une mutation qui

remplace une pyrimidine C ou T par une purine G ou A et vice-versa.

2) La présence anormale d'uracile dans I'ADMut étre traitée par une glycosylase
(principalementenzyme Uracile ADN gycosylase (UNG), ou encore les enzymes thymidine-
DNA-glycosylase ou SMUG1) (Girelli Zubani et al., 2017) de la voie BBRs€-Excision
Repail. L'uracile excisécrée ainsi un site abasique qui sera ensuite rempli par une des quatre
bases (A, T, C, G) pendant la réplication. Cette voie aboutissant ainsi a des mutations de type
transition ou transversion au niveau de la paire G-C ciblée par AID.
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3) La reconnaissance du mésappariement UpaGlI'hétérodimere Msh2 et MshéA(t S
homolog 2 and b6de la voie MMR KMisMatch Repaliy recrute les enzymes MLHM(tL
Homologug et PMS2 (PostMeiotic Segregation) ainsi quel’exonucléase EXO1(DNA
Exonuclease )lpour créer une cassure simple kpins exciser un patch d’ADN incluant la
Iésion. Par la suite des polymérases de basse fidélitéRedlesont recrutées pour combler ce
patch et éventuellement y créer des mutations a distance de la paire G-C ciblée par AID, tout
particulierement au niveau de paires A : T proches du mésappariement U : Glegcisg

12) (Bahjat and Guikema, 2017; Odegard and Schatz, 2006; Peled et al., 2008; Rada et al.,
2002; Reynaud et al., 2009).

Figure 12: Réparation des Iésions induites par AID

L'hypermutationsomatique (SHM) s’initie par la désamination de cytidine g&) AID créant un
mésappariement U : G qui sera réparé par trois voies. La machine de réplication peétenter U
comme s'il s'agissait d'une désoxythymidine (T). Une des cellules filles va aameernutation de
transition C=>T. Pour qu'une mutation soit créée sur le site de désamilzatémaration de I'ADN doit
étre « perturbée » pour générer des erreurs. UNG peut enlever l'uracile, laissarg dérun site
abasique. Pendant la réparation par la voie BER, la réplication au nivetaiahasique crée par UNG
génere des mutations de transition et de transversion. La réparation du mésappaaidmeoic MMR
crée des mutations au niveau des paires de base A : T prés de la lésion U : G.

UNG, Uracil DNA Glycosylase ; EXOL1, exonuclease 1 ; MSH, homologue of EscherichiMut8l ;
POL , polymerase (DNA directed)) (Extraitede la revueOdegard and Schatz, 2006).
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ii. Commutation de classe ou CSR

La CSR permet de substituer la classe initthlg exprimée par les cellules naives (IgM ou
IgD) par une autre classe qui differe uniqguement par la région constante de la chaine lourde.
Elle s’effectuepar recombinaison entre deux régions switch situées en amont de chaque géene

constant a I'exception de (Bhattacharya et al., 2010).

La CSR peut étre divisée en trois étapes : 1) le choix de la région switch S en aval en tant que
cible qui devrait apparier avec la régién en amont ; 2) la reconnaissance et le clivage de
I'ADN ciblé par AID et 3) la réparation de I'ADN cassé.

L'induction de la CSR nécessite a la fois des stimuli primaires et secondaires. Les stimuli
primaires, qiils soient T-dépendants (impliquant I'engagement de CD40 exprimé par les
lymphocytes B avec le CD154 (nommé aussi CD40L : ligand de CD40) exprimé par les cellules
TrH) ou indépendants des lymphocytes T (impliquant les récepteurs TA&isfnembrane

Activator and CAML InteractQ) et les récepteurs TLR), activent I'expressiohld.

Les stimuli secondaires ne peuvent pas induire I'expresSiD anais ils sont nécessaires

pour diriger la commutation de classe vers IgG, IgA ou IgE par une sélection de la région S
acceptriceet I'induction dela transcription germinale{S-G4 par une activation de certains
facteurs de transcription spécifique selon le type de la stimulation (par exempl&EA4,..).

Cette transcriptiomédiée par ’ARN polymérasedgbute au niveau du promoteur de la région

I (In) du locus IgH et progresse a travers I'exptelrégion S et I'exon CHermettant d’exposer

I’ ADN simple brin dans les régions S (Haddad et al., 2011; Pone et al., 2012; Xu et al., 2012)
créant ainsi une structure appelé boucle R (ou R loop). Cette boucle est une structure dans
laquelle le transcrit germinal s’hybride avec le brin d’ADN matrice laissant le brin opposé n
apparié sous forme d’ADN simple brin afin d’améliorer I'activité d’AID en lui fournissant son
substrat d’ADN simple brifGan et al., 2011; Pavri, 2017). Sur le brin opposé non matrice
riche en G se forme une structure appelée G-quadruplexe (ou structure G4) (qui peut aussi se
former sur IARN du transcrit germinal hybridé avec le brin d’ADN matyid@ette structure

G4 est une proie idéale pour AID au niveau de I’ADN ainsi que des trigndesi régions S et

elle favorise ainsi laifation d’AID a la région switch afin ¢ exercer sa fonction de
désamination mais elle participe aussi a la formation désops grace a l'intervention
d’hélicases comme DdxDuquette et al., 2005; Ribeiro de Almeida et al., 2018; Zhang et al.,
2014; Zheng et al., 2015). La structure « R-loop » est représentée &aneéal3l
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Figure 13: Représentation schématique de la CSR et de la structure de la boucle R

La figuredécrit la CSR entre Set S du locus IgH murin. La désamination induite par AID convertit
les cytosines en uraciles au niveau des régions switch S. Le mésappariement Ucor@veztten
cassures double brin d'ADN soit par la voie de réparation par excisionedéBR), soit par la voie

de réparation de mésappariement (MMR). Dans la voie BERG (@N d’autre glycosylases) excise la
base uracile et généwa site abasique reconnu et clivé par I'endonucléase apurinique / ajiyigune

1 (APEL1). Au cours de la voie de réparation MMBppariement dU dG est reconnu par le complexe
MSH2/ MSH®6, qui recrutent le complexe EXO1 / MLH1 / PMS2) pour exciser une courte sgquenc
d’ADN comprenant le mésappariement ddG. Aprées la synapse ADN, la réparation des cassures
doubles brins qui joint les deux régions switch S-S est faite par deux voigsrdé&: la voie de
réparation homologue (C-NHEJ) ou par la voie de réparation alternatiZd)(ARevl et 14-3-3 sont
des protéines nécessaires a l'assemblage des complexes protéiques parteif&R.2A droite est
représentée la structure de la boucle R qui se forment au niveau des régions switchrenpoesdai
CSR avec la transcription germinale (brin matrice) et la structu@efou G quadruplex) sur le brin
non matrice. La liaison dguatre nucléotides G forme ce qu’on appelle uqu@rtet. L’entassement de
trois & quatre G-quartets forme le G-quadrupfaxéitant la fixation d’AID (Adaptée de: Nicolas et al.,
2018; Rhodes and Lipps, 2015; Ribeiro de Almeida et al., 2018).

D’autre part, les modificationsost-traductionnelles des histones au niveau de la régiibch
donneuse en amont et la régewitchacceptrice en aval jouent également un réle crucial pour
initier la transcription germinale. La transcription deS -C marqué par la présence des
histones activées, tels que H3K4me3, H3K36me3, H2BK5ac, H3K9ac / K14ac, H3K27ac et
H4K8ac(associé a la présence d’'ucleomatine active) est observée dans la régiom&me
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dans les cellules B naives au repos, ce qui suggere gast $lans un état constitutivement
ouvert et prét pour la recombinaison. Les stimuli primaires activent les enzymes qui catalysent
des modifications des histones (acétylation ou méthylation) tels que les histones
méthyltransférases et acétyltransférases pour déclencher la décondensation de la chromatine

dans la région S en awdbnnant I'acces a I’ARN pol [Li et al., 2013; Zan and Casali, 2015).

La désamination de la cytosine par AID crée des lésions au niveau des deux segficims
acceptrice et donneuse. Cette étape se déroule de la méme fagcon que la SHM. Le
mésappariement U : G est prise en charge par les deux voies BER et MMR aboutissant a la
formation des cassures simples brins SSiBdle Strand Brealuis doubles brins dans les

deux régionswitch(Hackney et al., 2009; Xu et al., 2012ks cassures excisent 'ADditue

entre ces deux régions sous forme dADN circulaire (épisome) alors que les deux régions
switchsont liées et forment une synapseS&x permettant la juxtaposition d’'un nouvel exon

CH d'ure autre classe qui sera exprimée a la membrane des lymphoc{fegui: 13)
(Matsuoka et al., 1990; von Schwedler et al., 1990).

Les cassures doubles brins générées au niveau de ’ADN sont potentiellement dasgdreus
peuvent étre la cause de translocations génomiques potentiellement oncogéniques. Pour cette
raison, les cassures doivent étre rapidement détectées et réparées. Pendant la CSR, deux voies
distinctes sont connues pour réparer ces cassures : la voie de réparation non homologue NHEJ

et la voie de réparation alternative A-EJ (Kotnis et al., 2009).

* Réparation des cassures doubles brin par la voie non homologue NHEJ

Les DSB générées au niveau des régmmich activent et recrutent plusieurs facteurs qui

jouent un rdéle important dans la réparation de ces lésions. Dans un premier temps, le complexe
formé par Mrell-Rad50-Nbsl (MRN), se localise sur les DSB et recrute et phosphoryle la
protéine ATM QAtaxia Telangiectasia Mutat¢dlont le réle principal est de recruter et de
phosphoryler des protéines de la réparatiei ADN telles que I'histone H2AXH2A histone

family member Xpui facilite la formation de la synapse entre les deux réguaiteh la

protéine NBS1(Nijmegen Breakage Syndrome €f) d’autres protéines comme la protéine
53BP1(p53 Binding Protein 1¥t la protéine MDCIMediator of DNA Damage Checkpoint

1). Plusieurs études ont montré que des mutations dans ces protéines sont accompagnées avec

une augmentation des translocations génomiques.

Lors de la réparation par cette voie, les hétérodimeres Ku70/80 se lient aux extréihibBdde

cassé et recrutent la protéine kinase ADN-RKiseterodimére Ku70/86 et 'ADNPKs sont
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impliqués dans la formation de la synapse S*8DIN-PKs active aussi sa propre sous-unité
catalytigue (ADN-PKcs) et récruteehdonucléase Artemis, au niveau de la DSB pour enlever
les séquences d’ADN simple brém excesEnfin le complexe XRCC4 et I'ADN ligase IV
catalyse la ligation des deux régiaweitch (Figure 14 a gauche)Kotnis et al., 2009; Li and
Xu, 2016).

Figure 14: Réparation des cassures par les voies NHEJ et A-EJ

Les cassures d’ADN générées par AID sont résolues par deux \@esie NHEJ (a gauche) et la
voie A-EJ (a droite).
C-NHEJ: Classical Non-Homologous End Joining; A-EJ: Alternative End joiirgdit de Xu et al., 2012).

» Réparation des cassures doubles brins par la voie alternative A-EJ

Des études faites sur des souris SG3Bvere Combined Immunodeficienayant I'’ADN-PK
non fonctionnelle ne montrent pas une forte diminution de la CSR en comparaison avec des
souris WT suggérant qu’il y a une voie supplémentaire qui pourrait compensierté i

I’ADN -PKs il s’agit de la voie alternative (Bosma et al., 2002).

La voie A-EJ fait intervenir également le complexe MRN et la protéine (CEBP-Interacting
Protein) pourrésoudre les cassures d’ADN. Elle utilise comme matrice une séquiéid

identique a la séquence endommagée pour la liaison des deux ggitwhgjonctions avec 4
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a 20 pb de microhomologie) alors que la didEJ n'utilise pas des microhomologies entre
les deux régionswitch pour réparer les cassures d’ADNI les jonctions SSx créés sont
obtenues par des liaisons franches (jonction directe) mais on trouve aussi des jonctions avec

des courtes microhomologies (<4pb).

L’analyse de la structure des jonctions nous pexnet de déduire la voie de réparation la

plus probablement impliquée (Stavnezer et al., 2026jude des jonctions de CSR chez des
patients ayant une déficience pour la Ligase IV montre une absence de jonctions directes et la
présence de longues séquences de microhomologie (4 a 20 pb) mais aussi une augmentation
des jonctions avec insertion grace a l'utilisation de la veieJAFigure 14 a droite) (Pan-

Hammarstrom et al., 2005).
* Recombinaisontrans ou trans-Switch : cas particulier de CSR

Bien que la CSR se produise majoritairement par une recombinaison intrachromosomique entre
deux régionswitchsituées sur le méme allel@q-CSR), Kingzette et ses collégues ont montré

de longue date chez le lapin (qui posséde des allotypes de région variable) que des
recombinaisons emans surviennent entre les deux allélesiis-CSR) induisant la production

d’lgA dont les régions VH et Cassociées sur la chaine lourde sont pourtant codées par des
genes initialement situés @ans Ce type de recombinaison sur le locus IgH se produit chez le
lapin avec une frequence élevée de 7% (Kingzette et al., 1998). Ces recombinaisons inter-

alléliques sont en fait un processus général et ont été aussi mises en évidence chez la souris

elles se produisent avec une fréquence de 7% a 17% mwitdavers IgA et IgG3 (Reynaud
et al., 2005) gusqu’a 1520% pour leswitchvers IgA1 chez 'THommé€Laffleur et al., 2014b).

Lors de la CSR, les promoteurs | subissent des interactions a longue distance avec la région
3'RR afin de répondre a certaines stimulations permettant d’activer la ripsiosc et
I'accessibilité des régiorsvitch Ces modifications mais aussadtrespré-requis de la CSR

(telle I'interaction avec des facteurs de transcripties, modifications chromatiniennes dans

les régions switch.) se produisent a la fois sur l'allele « productif » et I'allele « non productif

» du locus IgH, permettant I'apparition de cassures d'ADN double brin sur les deux alléles. Ceci
explique a la fois que le switch survienne en regle paralléle sur les 2 alléles IgH que soient
générés des sites potentiels pour des recombinatisomschromosomiques (Borzillo et al.,

1987; Delpy et al., 2003; Dougier et al., 2006; Khamlichi et al., 2000; Rothman et al., 1990).

Iman DALLOUL | Thése de doctorat | Université de Limoges | 47



4. Stade de différenciation finale : Sécrétion des anticorps et mémoire immunitaire

La derniére étape de différenciation et de la lymphogenése B est marquée par la gélesration
plasmocytes sécréteuti@anticorps qui sont les acteurs de I'immunité humorale et des cellules
B mémoires qui assurent une réponse plus efficace et plus raggdEune nouvelle rencontre

avec le méme antigéne.

La difféerenciation des cellules B en plasmocytes dépend de I'environnemerdiure de
I'antigene et de la population des cellules Bitdelles sont issues. Les plasmocytes a courte
durée de vie sont notamment issus des cellules B de la zone marginale et des cellules B1
indépendamment de l'aide des cellules T, mais aussi de l'activaficddpendante dans les
régions extra-folliculairepour les cellules portant un BCR de faible affinité pour I'antigéne
(Oracki et al., 2010; Sacquin et al., 2017). Ces cellules assurent une réponse immeédiate contre
'antigéne. Les plasmocytes a longue durée de vie sont générés adpartiellules B
folliculairesreconnaissant I'antigéne a haute affinitd&ivées de facon TFH-dépendante. Ces
cellules peuvent migrer ensuite vers diverses niches (principalement la moelle osseuse en
condition physiologique, mais aussi la rate ou d’autres sites lymphoide®saati cours de
maladies auto-immunes) et y assurer une protection pouvant durer pour des années (Nutt et al.,
2015; Shapiro-Shelef and Calame, 2005; Thai et al., 2018). Cette différenciation plasmocytaire
est associée a certaines modifications du profil d’expression génétique qui @errzett
répression des facteurs B spécifiques tels que Paxéxptd'ssion des facteurs plasmocytaires
spécifiques (IRF4l(terferon Regulatory Factor)4XBP1 (X-box Binding Protein)l BLIMP1

(B Lymphocyte-Induced Maturation Protei)) &fin d’activer le programme de la sécrétion

d’anticorps(Kassambara et al., 2017; Tellier et al., 2016).

Les cellules mémoires B résident dans les organes lymphoides secondaires, et qui peuvent étre
rapidement mobilisées lors d'une nouvelle rencontre antigénique. Aprés réactivation, ces
cellules se différencient majoritairement en plasmocytes de longue durée et sécretent des Ac
qui peuvent étre détectés parfois pendant des années. Il a été suggéré que les cellules B
mémoires soient maintenues par la présence prolong&mtigdne et qu’elles pourraient étre
stimulées de facon continue pour donner lieu a des plasmocytes de courte durée contribuant a
maintenir le niveau de anticorps dans le sériautres études ont montgéle les cellules B
mémoire pourraient survivre dans un état quiescent en I'absence d'antigéne (Kurosaki et al.,
2015; Reynaud et al., 2012).
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IV. Activateurs transcriptionnels du locus IgH

Les activateursenhancey et les super-activateursuperenhancertranscriptionnels sont les
principaux régulateurs du destin cellulaire qui agissent sur des longues distances sur des genes
adjacents. Le locus de la chaine lourde des immunoglobulines IgH portestgevenhancer

situés sur les deux extrémités 5’'et 3'des genes de la région constasupekenhances’E

qui favorise la recombinaison VDJ pendant les premiéres étapes de I'ontogenese des cellules
B et lesuperenhanceB8’RR (3'regulatory region ou la région régulatrice 3'RR qui joue un

réle essentiel durant les phases de différenciation tardive (Saintamand et al., 2017).

D’autres activateurs d’'importance moindre ont été identifiés chez la souliféégentes
positions du locus, parmi les segments V et au voisinage du segment DQ52.

1. L’activateur intronique E

C’est le premieenhancerdécouvert en 1983 au sein du locus IgH (Banerji et al., 1983; Gillies

et al., 1983). Iest localisé en amont des genes constants dans I'intron entre le degniens

J1 (JH4 pour la souris et JH6 cheHBmme) et le géneonstant C. Chez la souris, il est
organisé sous forme d'&iément central de 220 pb appelé coreod cE flanqué de deux

régions d’attachements a la matrice nucléaird/atrix Attachment Regions (MARS) de 310 a

350 pb.Le cE est formé de plusieurs sites de liaison de facteurs de transcripti®heb&’

se situe un site C/EBRC¢aat-Enhancer-Binding Proteipns E1, E5, E2, A, E3, E4 et

une séquence octamérique. Cette séquence octamérique permet la fixation de certains facteurs
B spécifiques Octl et Oct2 (Ernst and Smale, 1995)

La délétion compléte d’E(coreet matrice) chez la souris bloque partiellement la transition du
stade de différenciation pro-B vers le stade pré-B avec une accumulation de la proportion et du
nombre des précurseurs pré-pro-B et des cellules pro-B. Leodad& diminue mais n’abolit

pas la CSR, alors tplle affecte drastiqguement I'assemblagdges segments VDJ (Marquet et

al., 2014).

2. Larégion régulatrice 3'RR

a. Structure de la3'RR

La région régulatrice 3’ du locus IgH ou 3'RR s’étend sur une région 8@ kb localisée en

aval du géne Cet joue un role crucial pendant la CSR et la synthése d’'lg mais andanpe

I hypermutation somatique SHM qui touche les génes de la région variable. Le locus IgH de la
souris possede une seule copie de la région 3'RR alors que le locus IgH humain posséde deux
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copies nommeées 3'RR1 et 3'RR2 localisées en aval deeCC 2 repectivanent. L'existence

de deux copies de 3'RR est duéaaduplication du locus IgH, ces régions possedent une
séquence trés similaire mais avec une large inversion d’'un segment ceiigalstence

d’alleles de la 3'RR1 liés a des variations d’oréinn ¢ de séquence de l'activateur hsl,2
(Frezza et al., 2012; Pinaud et al., 1990haque région 3'RR humarcontient 3 activateurs

qui constituent des sites hypersensildléds DNase | (hsl1,2, hs3 et hs4). La seule région 3'RR
chez la souris contient quatre sites hypersensibles a la DNase | (hs1,2, hs3a, hs3b et hs4). Trois
autres sites ont été également idégien aval de la 3'RR murine et nommeés hs5, hs6 et hs7
(Figure 15) (Birshtein, 2014; D’Addabbo et al., 2011; Pinaacle 2011).

Une analyse de séquence sur 23 espéeces différentes de mammiféres montre que tous possedent
au moins une copie de la 3'RR mais seulement 8 especes présentent \egediestis1,2, hs3

et hs4 ensemble (Chat, Chien, Panda, Gorille, Lapin, Souris, Rat noir et Orang-Outan). Les
dauphins ne semblent pas posséder hs4, les chevaux ne semblent pas posséder hs1-2 ni hs4. Des
homologues des isolateurs hs5, hs6 et hs7 présents chez la souris en aval da'len8 &R

retrouvés que chez le rdD’Addabbo et al.,, 2011)Il est cependant a noter que ces
comparaisons sont généralement faites in silico et qu’elles peuvent dontaiboggliger des

éléments non codants dont la séquence aurait fortement divergé tout en conservant sa fonction,
d’autant qu’un certain nombre de facteurs de transcription fixant la séquererehdasersle

la 3'RR ont des séquences assez dégenérées (cas de Pax5 par exemple).

Chez la souris, les trois premiers éléments de cette région hs3a, hsl,2 et hs3b et leurs régions
flanquantes forment une structure dite palindromique qui s’étend sur 25 kb et d@rddwfpe
le centre. hs2-est donc entouré de part et d’autre par des séquences répétées et inRersées (
Inverted Repeats)e 10 & 12 kb (certaines sont en tandem). Les éléments hs3a et hs3b occupent
les extrémités de ce palindrome, ils partagent 97% de similitude et ils ont des orientations
inverses (Chauveau and Cogné, 19963lément hsdsitué a 4 kb en aval du palindrome et
jouerait son réle dnhancerselon un mode un peu différent des auteehancers3’
(Michaelson et al., 1995)’ensemble de la région régulatrice s’étendant entre eebdncers
joue un role global dans la fonction et constitue fonctionnellemerstuparenhancerdont
I'architecture globale (et sa nature palindromique) contribuent a I'efféodes recombinaisons
(Le Noir et al., 2017a; Saintamand et al., 2016). Cette régiparenhancereprésente environ

28 kb et est suivie par une autre région dE2 kb formée par hs5, hs6 et hs7 riches en sites
de fixation pour CTCRCCCTC-binding factorgt Pax5, qui joue le rdle d’isolateur (mais dont

la délétion par knockut n’a révélé qu’un effet tres modeste lausage des V, sans impact sur
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les recombinaisons AID-dépendantes) (Birshtein, 2014; Pinaud et al., 1997, 2011; Volpi et al.,
2012).

Figure 15: Structure de la 3'RR chez 'Homme et chez la souris

A. La souris posséde une seule région 3'RR possédant 4 sites hypersensibidaselaflanqués par

des régionsS notés de 5vers 3': hs3a, hsl-2, hs3b et hs4 &bl 15 kb, 25 kb et 30 kb de C
respectivement. Le palindrome est formé comme chez I'Hommséqleences répétées et inversées de
10 kb de chaque c6té d’h&1 hs3a et hs3b situées aux extrémités de ce palindrome ont une orientation
inversée. Ces activateurs hs sont flanqués par des régions Like-switch LS rem¢serdés losanges

gris.

B. L'Homme posséde deux 3'RR nommées 3'RR1 et 3'RR2. Chaque région possedstdmis
hypersensibles a la DNase | noté de la coté 5’ versis3, hsl-2 et hs4 a 7kl kb et 20 kb de
respectivement et a 7 kb, 2 kb et 22 kb d@ @spectivement. Le palindrome est formé de séquences
répétées et inversées de 2.5 kb qui sont représentées par des fleches ayant une orientation inversée. hs3
et hs4 occupent les extrémités de ce palindrome aveZ fistentre. La séquence d'¥sgst inversée

dans la 3'RR1 par rapport a la 3'RR2

Les deux 3'RR chez 'Homme mesurent chacune environ 20 kb, et incluent chacune(com

chez la souris méme si les séquences des régions intervenantes, non codantes, ont totalement
divergé) une structure palindromique d’envirei@b, donc taille, un peu plus courte que le
palindrome observé chez la souris. Cette structure de 10 kb dont hs1-2 occupe aussi le centre
est flanquée du coté Fp hs3et du cbté 3'par hs4. La similarité entre les deux versants du
palindrome est de I'ordre de 94%. La présence de2lel milieu du palindrome avec deux
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éléments de segments répétés pourrait faire postuler qusugderenhanceradopte
eventuellement une conformation tri-dimensionnelle en épingle a cheveux de cette région,
méme s'il reste a comprendre comment cet arrangement peut optimiffet te
superenhancerAu centre, hsP- peut avoir ou non (selon un allélisme de la 3'RR1) une
orientation opposée altede I'élement hsP de la 3’'RR2 (D’Addabbo et al., 2011; Pinaud et

al., 1997, 2011)Aprés la description initiale de ces alléles de la 3'RR1 par notrpeéqtide

son impact sur le niveau de production d’lgAl au cours degogathies a IgA (Aupetit et al.,
2000), les travaux du groupe de D. Frezza ont connecté cet allélisme a la prévaliverses

autres manifestations dys-immunitaires (Cianci et al., 2008; Frezza et al., 2004, 2012).

Outre la fonction dnhancer notre laboratoire a décrit I'existence des séquences répétées
ressemblant a celles trouvées dans la régiércBez 'Homme ethez la souris (Chauveau and
Cogné, 1996; Péron et al., 2012a). Ces régions, nommeées « Like-Switch » (LS) peuvent
constituer des cibles potentielles pour le mécanisme de la recombinaison suicide du locus IgH
(LSR) (Péron et al., 2012a).

b. Activité desenhancersde la 3'RRlors de I'ontogénie B et lesemaniements

qui touchent le locus IgH

La région 3'RR ne semble pas nécessaire a la recombinaison VDJ etbéiskément du
répertoire pré-immun (Rouaud et al., 2012). Elle démontre plutét méme usilefieerde la
transcription IgH dans les progéniteurs B (Braikia et al., 2015).dian&’'RRest le régulateur
principal du locus IgHjui contrdle la commutation de classe CSR, I'hypermutation somatique
SHM mais aussi I'expression du locus IgH durant le stade plasmodytiNoir et al., 2017a).
L’activateur hs4 mais aussi les aetigurs hs5, hs6 et hs7 deviennent actifs pendant le stade
pro-B et pré-B et qui reste actif tout au long du développement B alors que hs1-2, hs3a et hs3b
n'apparaissent actifs que pendant les stades les plus avancés surtout dans éss cellul
plasmocytaires. Cette activation est associée avec une chromatine active (acétylation de
I'histone H3 et H4, déméthylation de la lysine 9 d’'H3 et déméthylatidiADN) créant une
conformation ouverte de '’ADNbermettant la fixation de certains facteurs de transcription
(Garrett et al., 2005; Giambra et al., 2008).

L’implication de la 3'RR dans les remaniements qui se produisent au locues dtgHétudiée
sur différents modéles de souris et de lignées cellulaires. Lagyeedd@létion de la région 3'RR
alors méme que sa séquence, sa structure et son réle régulateur étaient inconnus (et donc sans

gue le phénotype obtenu ne puisse alors étre compris), a été en fait observée il ya plus de 30

Iman DALLOUL | Thése de doctorat | Université de Limoges | 52



ansdans une lignée de myélome murine sécrétrice d’lgA. Cette lignéafaésane délétion
spontanée d’une large séquence endv&@ montrit une diminution de la transcription d’IgA
(Gregor and Morrison, 1986). Plus tard, Lieberson et ses collégues ont montré que la
remplacement d’hs2 par un gene deéodans une lignée cellulaire sécrétrice d’'lgG2a et déja
déficiente en E affecte la transcription du locus IgH alors que cette méme lignée déficiente en

E continue a sécréter I'lgG2a montrant que cette production d’Ac est 3'RR dépenda
(Lieberson et al., 1995a). La fonction de3IRR dans lesellules B a été approchée par des
expériences d'inactivation dans des cellules ES. Le remplacement ciblé dettBtis3gpar

un géne de néomycine a d'abord suggéré son implication majeure dans la transcription
germinale de plusieurs génes de la région constante du locus IgH et dans la CSR (Cogné et al.,
1994; Manis et al., 1998). Cependant ce phénotype observé serait di moins a la délétion
ponctuelle d’'un umueenhancemu’a 'effet «Néo», puisqiune nouvelle délétion d’ugene

de résistance a la néomycine « floxé » restaure la CSR (Manis et al., 1998; Pinaud et al., 2001).
En revanche et méme sans insertion de casseftdandélétion combinée des deux activateurs
hs3b et hs4 chez la souris altére la transcription germinale accompagnée avec une baisse de la
synthese des Igs sauf pour IgG1 et IgM (Pinaud et al., 2001). Il a été suggéré que cet effet est
da a la délétion d’hs4 et pas a hs3b parce que la délétion d’hs3b qui partageSi3fadse

avec hs3a et qui edbsent chez 'THommeortant donc une sorte de knock-out naturel de hs3b

n'a pas pour autant de « handicap » en matiere de de CSR. Pour clarifier ce point, notre
laboratoire a développé deux modeles de souris qui possedent une délétimudhs®a et
untroisieme modéle qui possédent une délétion de I'intégralité de la 3'RR afin de savoir si ces
activateurs pourraient étre impliqués individuellement ou nécessitent une coopération afin de
réguler I'expression du locus IgH. Seules les souris ayant une délétion de tégiena3'RR
montrent une diminution de la synthese de tous les isotypes due a la diminution de la
transcription du locus IgH (incluant IgM) mais aussi une altération de la CSR. Ce phénotype
est aussi accompagné par une altération du mécarde I'hypermutation somatique SHM

alors qu’elle n’affecte pas la recombinaison \dddlignant que cette région pourrait orchestrer
I'activité du locus IgH au cours des derniers stades de la différenciation des cellules B. Les seuls
effets observés avea délétion d’hs4 sont une diminution du nombre des splénocytes et de
I'expression des IgM membranairés délétionde toute la 3'RRpourrait perturber la boucle

qui se forme entre E les régions switch et la 3'RR nécessaire pour la (B&Rin et al., 2010;
Rouaud et al., 2012, 2013; Vincent-Fabert et al., 2009, 2010). Aprées que de multiples délétions,

insertions ou regticturations de la 3'RRient été analyséegsar notre laboratoire, I'image
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globale qui se dégage est sans doute que toute altératiod'&Rlaffecte les remaniements
tardifs du locus IgH (CSR et/ou SHM), mais soit de facon discrete pour des délétions
ponctuelles (méme quand celles-ci touchent un «@oehancer), ou soit de fagon majeure
guand il s’agit de délétions larges (plusieardhancerk ou d’insertions de genes exogenes
(comme neoR) ou encore quand tous les core enhancers sont respectésomais<itére »
I'architecture des séquences intervenantes en répétition inversées sépagahtinesrglLe

Noir et al., 2017a; Pinaud et al., 2011; Saintamand et al., 2016).

c. Implication de la 3'RR dans la structure tridimensionnelle du locus IgH

L'expression des genes est régulée par des interactions entre des éléments régulateurs séparés
par des centaines de kilobases. Plusieurs études ont montré que des éléments chromosomiques
éloignés dans de nombreux loci génétiques s'associent pour former des boucles chromatiniennes
fournissant ainsi un mécanisme d'activation permekixyression des geneses régions S

ciblées pour la recombinaison sont situées entre les deux activiateer8RR pouvant étre
séparées par plus que 150 kb ; cette distarcg’avére pasin obstacle a la formation des
synapses S-S (Feldman et al., 2015; Wuerffel et al., 2007). Dans les cellules B au repos,
I'interactions entr& etla 3RR favorise la formation d’une boucle permettant la juxtaposition

de ces deux régions alors que l'activation des lymphocytes B conduit a la juxtaposition des deux
régionsswitchdans la méme boucle permettant la transcription germinale et la recombinaison
(Kenter et al.,, 2013)La délétion de la 3'RR altére la formation de la boucle induite par
I'interaction entre E et la 3'RR montrant qa la CSR est dépendante de la structure
tridimensionnelle de la chromatine facilitant des interactions intrachromosomiques a longue
distance entre des éléments transcriptionnels éloi¢ffigsire 16) (Feldman et al., 2015;
Vincent-Fabert et al., 2010). Il faut enfin garder un regard critique sur le réle de ces boucles,
car méme si leur éstence physique est démontrée elles peuvent fort bien n’étre qu’une
conséguence des synapses entres régions switch, et non un préalable a ces synapses ; la haute
fréquence des recombinaisons inter-alléliques observées en physiologie plaide plutét pour une
telle vision (Dougier et al., 2006; Laffleur et al., 2014b; Reynaud et al., 2005). En ce sens, des
régions riches en AID actif (notiallAID factories » ou de « switch factories ») pourraient fort

bien jouer un réle fonctionnel et constituer un attracteur formant aussi bien la base de boucles
intra<chromosomiques, qu’'un lieu pour lescombinaisons alternatives (mais tout aussi
|égitimes) de transswitch entre alleles IgH. L'existence d’interactions physiques et

fonctionnelles entre alléles IgH, farisées par la 3'RR, va dans ce s@resNoir et al., 2017b).
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Figure 16: Structure tridimensionnelle du locus IgH facilitant la CSR dans les cellules B matures

Dans les cellules B, une interaction entreeEla 3'RR crémit (classiquement et au moins dans le cas
de lacis-CSR) une structure tridimensionnelle du locus IgH (& droite). Lors de |'aativis cellules
B la juxtaposition d& et de S favorise laformation de la synase S-S.

d. Larégion 3'RR : cible pour la recombinaison suicide du locus IgH ou LSR

Un nouveau mécanisme de recombinaison médiée par AID, appelée la recombinaison suicide
du locus IgH (LSRR été mis en évidence en 2012 chez la souris par notre laboratoire. C’est
une recombinaison entre la région 8t la région 3'RR, qui déleteensemble des génes
constants et aboutit a la mort des cellules Bgperte de I'expression du BCR a la memiera

cellulaire (Péron et al., 2012a).

Les activateurs transcriptionnels 3'du locus IgH sont flanqués par des séquences répétitives en
tandem qui ressemblent aux régismstch ces régions sont appelées LS (Chauveau and Cogné,
1996). L'analyse des dots plots de la 3'RR de la souris a révélé 11 segments de L3 #b 0,5 a
dont 60% contiennent les mémes répétdiaui se trouvent au niveau delS(blocs de
répétition de 49 pb). Du c6té 5’ vers BS1 précede hs3a ; six segments (LS2 a LS7) sont
inclus dans le palindrome flanquant hs1-2, deux segments (LS8 et LS9) sont situés apres hs3b,
et deux autres (LS10 et LS11) sont situés en aval de hs4ddte plots de la 3'RRchez
’Homme montrent la présence de six régions: L1 précede hs3, deux segments (LS2 et
LS3) précedent hs1;2L.S4 et LS5 précédent hs4 et enfin LS6 est situé en aval d’hs4. La
présence de ca®gions LS au niveau de la 3'R8uggére qu'elles peuvent avoir un réle

fonctionnel qui pourrait étre une cible potentielle pour AARyure 17).

Iman DALLOUL | Thése de doctorat | Université de Limoges | 55



Figure 17: Localisations des LS dans la région 3'RR murin et humain

Dot plot montrant les positions desgions LS au niveau de la 3'RR chez la souris (a gauche) 2t che
I'Homme (3'RR2 ) (a droite) Adaptée dé*éron et al., 2012a

Outre leur structure, une caractéristique majeure des régions S est la transcription germinale
avant la CSR qui permet learutement d’AID sur 'ADN Péron et ses collegues ont donc
évalué la transcription inattendue de la 3'RR chez la souris en étudiant la transchgtieh d
etd’hs4. Les transcrits sont a peine détectables dans les cellules B au repos mais apparaissent

facilement lors de I'activation par le LPS.

Alors que laccessibilité a la recombinaison LSRRt sans doute assurée comme pour la CSR

par la transcription de la 3'RR, la présencerdgons contenant des séquences répétitives (LS)
favoriserait’accésd’AID ala 3'RR. Ce type de recombinaison entree$ LS (sans doute 10

a 100 fois plus rare que la CSR, mais avec une fréquence difficile a comparer puisque la CSR
est associée a une survie de cellules mémoire alors que la LSR est associée a la mort cellulaire)
a été détectin-vivo etin-vitro par séquencage Sanger et par Southern Blot. De plus, une des
conségquences attendues de la LSR apres immunisatiano est la présence d'une petite
proportion de cellules B perdant I'expression de BDRs'engagent dans l'apopto@&gure

18) (Péron et al., 2012a, 2012b).
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Figure 18: Mécanisme de recombinaison LSR

Lors de l'activation des lymphocytes B, I'expression de I'AID induit des mutationadéagmh variable
de I'lg par SHM générant des BCR d'affinité améliorée pour l'antigéne. Baitdales cellules B
changent la classe du BCR exprimé a la surface des cellules par CSR. La resombinaide du locus
IgH (LSR) rejoint éventuellement la Savec l'une des régions répétitives LS situémssda région
régulatrice 3' (3'RR), puis supprime tous les génes constants du locus IgH, conduisa@nkaameit
des cellules B par perte du signal tonique de survie induit par le(B@aptée de la revue: Laffleur et
al., 2014a).

Au sein du centre germinati§ LSR pourrait participer a ’lhoméostasie des cellules B mais elle
pourrait aussi éliminer les cellules auto-réactives et les moins affined' qrdigene Apres

avoir subi la SHM, les cellules B qui ont une haute affinité pantigene exprimé sur les
cellules FDC bénéficierait de la CRd’une possible différenciationmeémoire » alors que

les cellules les moins affiseet qui n'ont pas recu assez de signaux d’activation
seraient éliminées par LSR ? Des études supplémentaires sont clairement nécessaires pour
mieux comprendre ce phénomesattout chez I'Homme. J'ai ainsi analysé la survenue de la
LSR chez Homme et la nature des jonctions observées afin de tenter d’enerar les

modalités pendant mes quatre années de thése.
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Chapitre Il : Complexe Médiateur au niveau du locus IgH

La recombinaison de classe impliquerait comme évoqué plus hfmutriation d’une boucle

(et/ou d’'un rapprochement intaliélique) permettant la juxtaposition des génes entre lesquels

va survenir la recombinaison @&svitch Bien que ces contacts physiques préalables soient
démontrés, les facteurs qui contrdlent ces interactions sont incomplétement connus (Mehra et
al., 2016). Le complexe Médiateur est considéré comme un « multiplex » qui joue un role
crucial dans les interactions géniques a longue distance et notamment dans celles survenant au
sein du locus IgH, mais il est également impliqué dans la transcription germinale de la région
switch acceptrice ; deux phénomeénes requis pour le mécanisme de la CSR (Thomas-
Claudepierre et al., 2016).

Le complexe Médiateur a été décrit en premier chez la |S8ageharomyces cerevisia@mme

un coactivateur transcriptionnel (Kelleher et al., 1990; Kim et al., 18%f)uis sa découverte,

ce complexe s'est avéré étre un composant hautement évolutif et conservé chez tous les
eucaryotes (Conaway and Conaway, 2011). Sa fonction la plus connue est de réguler la
transcription des génes réalisée par I'ARN polymérase Il. Bien que les mécanismes par lesquels
le complexe Médiateur régule la transcription soient souvent compliqués, plusieurs études ont
monté qu’il joue un rble central dans des nombreuses voies biologiques (Soutourina et al.,
2011; Youn et al., 2016).a participation du complexe médiateur dans la formation d’'une
boucle entre le promoteur et keshancergranscriptionnels est largement documentée (Kagey

et al., 2010).

Au cours de ma thése je me suis particulierement intéressée a étudier le réle de ce complexe sur
le locus IgH. Je détaillerai plus loin son implication dans la transcription mais aussi les

recherches qui expliquent son importance sur le mécanisme de switch.

1. Structure du complexe Médiateur

Le complexe médiateur est composé de 25 a 30 sous-unités organisées en trois modules de base
dépourvues d’'une activité enzymatique : la téte, le centre et la gqetuwbun module CDK8
(Cyclin-Dependent Kinase 8upplémentaire possédant une activité kinase. Les composants de
chague module sont supposés structurellement et fonctionnellement cor{Rrepiés 19)

(Tsai et al., 2014).

Les trois modules de base présentent une forte fonction activatrice de la transcription alors que
le module CDK8, capable de s'associer de maniére réversible aux autres modules du complexe,
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a plutot une fonction répressive en perturbant I'association du complexe Médiate UARN
polymérase Il. Il est supposé que le module CDKS8, formé de quatre sous-unités (CDKS8, la
cycline C, MED12 et MED13), fonctionne comme une unité autonome et peut exister en tant
gue sous-complex@our réguler négativement I'expression des génes, ceceaydexe doit

étre associé au complexe Médiateur (Hengartner et al., 1998; Knuesel et al., 2009; Tsai et al.,
2013).

Le module « Téte » interagit avec I'ARN Po| tfestle module le plus conservé pendant
I'évolution et dont la perturbation libére les deux autres modules (« centre » et « queue ») du
promoteur, provoquant alors un arrét de la transcription. Le module « queue » est la structure
la moins conservée et il interagit avec les régulateurs d'expression génique. Le module
« centre »permet de stabiliser I'association des modules du complexe Médiatetioforant

comme un régulateur des interactions inter-modules (Napoli et al., 2012).

@ Téte
@ Centre
Queue

® Kinase
® MED1 ou MED26

Figure 19: Représentation schématique du complexe Médiateur humain

Il est constitué de 30 sous-unités organisées en 4 modules distinctes : la &#treldacqueue et le
module CDK8. Les deux sous-unités MED1 et MED 26 ne sont pas présentes dans les complexes e
sont localisés entre le module du centre et le module de la queue.

2. Fonctions du complexe Médiateur

Chez les eucaryotes, tous les genes codant pour les protéines sont transcrits par I'ARN
polymérase Il (Pol Il). La régulation de la transcription par Pol Il nécessite l'intervention de

divers activateurs et répresseurs de la transcription (collectivement connus comme facteurs de
transcription spécifiques), qui se lient a leurs séquences cibles dans les régions de régulation
transcriptionnelle permettant - soit par interaction directe entre les protéines ou par des actions

Iman DALLOUL | Thése de doctorat | Université de Limoges | 59



sur la chromatine (remodelage de la structure, modification des histones, etc.) - I'assemblage de
la machinerie de transcription. Pour initier la transcription a partir d'un promoteur, la Pol Il a
besoin d'un ensemble de plusieurs facteurs de transcription généraux Gdrerdl
Transcription Factorset du complexe Médiateur (Soutourina, 2018) pour former le complexe

de pré-initiation de la transcription ou PI®re-Initiation Complex)dont le complexe
Médiateur a été en 1990 le dernier constituant découvert (Kelleher et al., 1990). Initialement,
le complexe Médiateur était seulement considéré comme un pont protéique qui favorisait
l'interaction entre les promoteurs et lemnhancers Des études ultérieures ont ajouté de
nombreuses autres fonctions a ce complexe. En effet, des découvertes récentes midntrent qu
influence presque toutes les étapes de la transcription et coordonne ces événements en

provoguant des changements de l'organisation de la chromatine (Carlsten et al., 2013).

a. Implication du complexe Médiateur dans la transcription

Pour réguler la transcription, le complexe Médiateur est recruté senlesmcersdes géenes.
Ensuite, ce complexe interagit avec les composants du PIC positionnés sur les promoteurs qui
peuvent étre situés a différentes distances des régions activatrices. La régulation de son

recrutement dans ces régions chromatiniennes est encore mal comprise (Soutourina, 2018).

Le premier GTF qui se fixe au promoteur est THITRanscription Factor 1ID) Ensuite TFIIA

et TFIIB sont recrutés suivi par le Pol Il en association avec TFIIF. Enfin, TFIIE et TFIIH
complétent la formation decomplexe d’initiation de la transcriptidtiC (Eyboulet et al., 2015).
Une analyse de la localisation du PIC a travers le gémenteelevure a permis l'identification
des éléments de type TATA (boite TATA) qui lientla Pol Il et les GTFs (Rhee andZid}),

Une fonction de base du Médiateur est de communiquer des signaux de régulation des facteurs
de transcription liés a I'ADN directement a I'enzyme ARN Pol Il. Les mécanismes précis par
lesquels le Médiateur régule l'activité du Pol Il restent mal compris, mais ils impliquent
clairement des interactions protéine-protéine entre le Médiateur, la Pol Il, et les GTFs. Deux
fonctions clés supplémentaires du complexe Médiateur sont aussi décrites, a sdvoir qu
stabilise le complexe d'initiation PIC en coopérant avec TFIIB, TFIID et TFIIH et il gimul
l'activité kinase de TFIIH qui phosphoryle le domaine carboxy-terminal (CTD) de Pol lI
(Figure 20) (Allen and Taatjes, 2015; Soutourina, 2018).

La phosphorylation dia sérine 5 du CTD perturbe l'interaction entre le Médiateur et I&l Pol
ce qui permet la dissociation de Pol Il du complexe PIC et laticande I'étape de l'initiation

vers |'étape de I'élongation de 'ARKWong et al., 2014). Le Médiateur est aussi impliqué
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dans I'étape de I'élongation eeda terminaison de la transcription en recrutant des facteurs
impliqués dans ces deux étapes (Mukundan and Ansari, 2011; Takahashi et al., 2011; Wang et
al., 2013). Mukundan et ses collegues ont montré que le complexe Médiateur peut se
positionner aux deux extrémités 5’ et 3’ des génes IN@dsitol-3-phosphate synthase)

CHAL (Catabolic (L-serine) (L-threonine) deaminag@rmettant de recruter des facteurs de
terminaison de la transcription lorsqu’il est positioniiéxtrémité 3' du genéMukundan and

Ansari, 2011).

Figure 20: Activation de la transcription par le complexe Médiateur

L'activation de la transcription commence par la liaison des facteurs de traossiptiesenhancers

(ici situées en amont du géne a transcrire). Le site de démarrage de la trang@ig&ipast indiqué

par une flechga). Les activateurs recrutent alors des complexes de coactivateurs agissant comme
modificateurs de la chromatine afin de la rendre plus accessible pour d'autres tadgtpersettent
lassemblage de la machinerie transcriptionnelle (le complexe de pré-initiatiog BdGhpris le
complexe Médiateur]b). Le PIC assemblé sur le promoteur comprend le Pol Il, les facteurs de
transcription généraux GTFs. Le Médiateur agit pour faciliter le recruteméntida stabilisation de
différents composants du P(€). La phosphorylation de la sérine 5 du domaine carboxy-terminal (CTD)

de Pol Il médiée par le Médiateur est nécessaire pour que le Pol Il s'échappe du pronmo&ttanper

ainsi la transition de I'étape d'initiation a I'étape d'élongdtip(Extrait de revue ; Soutourina, 2018).

b. Répression de la transcription par le Médiateur

Lors de l'initiation de la transcription, la Pol Il qui quitte le promoteur laisse derriére elle le
complexe PIC qui peut ensuite recruter une deuxieme enzyme Pol Il (et ainsi de suite) pour
compléter plusieurs tours de transcription activée. Un tel moyen efficace de ré-initiation est
probablement critique powme expression rapide d’'un géne mh@&st aussi important que la
transcription activée soit arrétée pour éviter une surexpression inappropriée des genes actives
pouvant déclencher certaines maladies graves (Knuesel et al., 2009). Cette régulation est
assurée par le module CDK8 qui peut avoir un impact direct et indirect sur Il'activité du

complexe Médiateur, Pol Il et sur TFIIH (Hengartner et al., 1998).
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L’arrét de I'activité du complexe Médiateur de base est assuré princgriem la fixation
du module CDKS. L'association des sous-modules Meédiateur-CDK8 seule semble étre
suffisante pour bloquer l'interaction du Médiateur avec Pol Il inhibant ainsi la transcription

indépendamment de I'activité kinageigure 21) (Elmlund et al., 2006).

D’autres études ont montré que le complexe CpKBt phosphoryler la cycline H, ce qui
inhibe TFIIH et empéchealtransition de I'étape d'initiation a I'étape de I'élotiga de la
transcription par une inhibition de la phosphorylation de CTD du Pol Il (Akoulitchev et al.,
2000). Il peut aussi phosphoryler directement la GI@®I'ARN Pol I, ce qui perturbe
I'association Médiateur-ARN Pol Il (qui requiére une CTD hypo-phosphorylée pour la fixation
du Médiateur et 'assemblage du P& qui régule négativement la transcription (Hengartner
et al., 1998).

Figure 21: Inhibition de la transcription par le module CDK8

Le module CDK8 (kinase cycline-dependant 8) (vert) peut réguler négativement les interactibns Pol |
Médiateur en inhibant la transcriptigBxtrait de la revue: Carlsten et al., 2013)

c. Formation d’'une boucledurant la transcription

La régulation de l'expression génique implique fréquemment la liaison des facteurs de
transcription particuliers sur deghancerssitués a des distances éloignées du promoteur
(pouvant se situer a un million de paires de base de leur promoteur chez les mammiféres). Les
enhancersont des séquences d'ADN distales qui peuvent augmenter la transcription de leur (S)
gene (s) cible (s) (éléments eig). lls peuvent étre situés en amont ou en aval de leurs genes
cibles ou méme placés dans les introns des genes. Afin de stimuler la transcription, les

activateurs liés adhhanceret la machinerie de transcription liée au site du promoteur doivent
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étre réunis, vraisemblablement par une boucle qui relie ces deux régions. Pour que ces
activateurs puissent exercer leurs fonctions, la formation d’'une boucle s#rebtegique pour
rapprocher Enhancerde son promoteur pouvant augmenter la concentration locale des
composants de la machinerie de transcription au voisinage du géne cildehainderpeut

servir a "délivrer” le PIC a un promoteur (Cuylen and Haering, 2010 ; Pennacchio et al., 2013).

La maniére précise dont ces boucles sont formées reste incertaine, mais il semble que
I'interaction du complex&lédiateur avec les facteurs de transcription joue un réle important.

La stabilisation de la boucle est assurée par certaines protéines dont les cohésines. Le complexe
cohésine forme une structure en anneau qui engloberait I'ADN en configuration de boucle pour

maintenir les interactions promoteur-enhar{€ggure 22) (Kagey et al., 2010).

Figure 22: Formation de la boucle d'ADN par le complexe Médiateur

Le complexe Médiatelavec 'aide dda cohésine établit une boucle de chromatine, amenant la région
activatrice & proximité du promoteur. Le médiateur relie ainsi les facteutsartgription liés a
'enhanceraux GTF et a la Pol [Adaptée de la revue: Streubel and Bracken, 2015).

d. Roéle du Médiateur dans les cellules B

Comme déja expligué dans le Chapitre I, au cours de la CSR le locus IgH subit des changements
tridimensionnels permettant la juxtaposition des régionsdEla 3'RR etdes régionswitch.

Les mécanismes moléculaires qui contrélent ces changements conformationnels restent a étre
élucider. La CSR implique aussi la transcription germinale des régwibsh donneuse et
acceptrice pour substituer I'isotype de I'immunoglobuline exprimé par les cdlulgisn que

les protéines qui sont impliquées dans la formatiomeadboucle durant la CSR soient mal

compris, une étude récente a montré que la délétion du facteur de transcription YY1 entraine
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une baisse significative de la CSR et altére la formation de la boucle emtrtaBB’'RR(Mehra
et al., 2016). On notera a ce propos queldmncersle la 3'RR portent des sites de liaison de
YY1 (Pinaud et al., 2011).

L'implication du complexe médiateur dans la formati@nksbucles du locus IgH et dans la
CSR a été étudiée par Thomas-Claudepietral qui ont montré par la technique du ChIP
(Chromatin Immunoprecipitationgn utilisant des anticorps spécifiques pour les deux sous-
unité MED1 et MED12, le recrutement du complexe Médiateur a I'enhBnegraux €léments
hs1-2 et hsdle la 3'RR dans les cellules B au repos mais aussi dans les promoteliet de

apres stnulation avec du LPS+IL4 (CSR vers IgG1 et IgE) et dans les promofeats2b
apres stimulation avec du LPS (CSR vers IgG3 et IgG2b). La délétion de ces deux sous-unités
par des shRNA spécifiques dans la lignée CH12 (powswitthervers IgA apres stimulation
in-vitro) entraine une réduction significative de I'efficacité de la CSR (37%), accompagnée par
une réduction de la transcription germinale de la région S accedtri€z ) alors que la

transcription germinale de la région S donnelis€Z( ) n’est pas affectée.

L'inactivation de MED1in-vivo est aussi associée a une CSR défectueuse avec une réduction
entre 30 a 60% vers tous les isotypéws que I'expression d’AID dans ces souris n’est pas
affectée, montrant un effet direct de MED1 sur la CSR. Cette délétion est accompagnée par une
diminution de la transcription germinale des régions switch acceptrices et une augmentation
destranscrits germinaux tC qui s’accumulat lorsque la CSR ens’accomplit pasCette

méme étude a montré que la délétion de MED1 affecte également la structure tridimensionnelle
du locus IgH en perturbant I'interaction entfe et S1 apres stimulationn-vitro avec du
LPS+IL4. Le gene G n'est pas efficacement mis en proximité $le dans les cellules

B déficientes en MED1De maniere similaire, les interactions-B 2b induites par le LPSont

aussi moins fréquentes dans ces cellulésnsemble de ces données montrent NUEDI

pourrait renforcer les interactions a longue distance entrenlesncersdu locus IgH et les

région S nécessaires pour activer la transcripgonl’induction de la CSR(Thomas-
Claudepierre et al., 2016). La boucle formée durant la CSR est maintenue grace au complexe

cohésine (Thomas-Claudepierre et al., 2013).

La délétion de MED1 chez ces mémes souris ne montre pas une différence significative dans la
fréquence de mutation au niveau des genes de JH4 ni dans le recrutement d’AlDhsaggéra

le mécanisme de SHM est indépendant de la présence de la sous- unité MED1 au plan
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guantitatif, méme si le pattern des bases ciblées par les mutations se trouve modifié en condition
de déficit Med1 (moins de mutation des paires A/T). (Gaudot et al., 2018).

3. Implication du complexe Médiateur en pathologie

Aprés la découverte de ce complexe, beaucoup de recherches ont montré son importance dans
la régulation de la transcription a plusieurs niveaux permettant de réguler des voies de
signalisation impliquées dans la croissance cellulaire, la différenciation et le développement
tissulaire. Des mutations affectant des sous-unités de ce complexe sont aussi observées lors de
certaines maladies et anomalies (Yin and Wang, 2@€9 altérations de I'expression de la
sousunité MED1 chez 'Homme sont associéedes dysfonctionnements cardiaques majeurs.

La délétion génétique de la sous-unité MED1 chez la souris entraine la mort embryonnaire, due
en grande partie a un développement cardiague altéré mais elle entraine aussi des changements
importants dans la fonction cardiaque comprenant la dilatation ventriculaire gauche et la
diminution de la fraction d'éjection due a cimangement du profil transcriptionnel du coeur
(Spitler et al., 2017). Des mutations de la sous-unité MED17 du complexe Médiateur sont
associées a une fréguence élevée de microcéphalie primaire caractérisée par des nombreux

troubles neurologiques (Kaufmann et al., 2010).
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Figure 23: Récapitulatif des fonctions du complexe Médiateur
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Objectifs et problématiques

Au cours de leur développement, les cellules B subissent des remaniements consécutifs et
majeurs du locus IgH. Lors de la phase précoce, les recombinaisons V(D)J permettent de créer
la diversité du répertoire antigénique indépendamment de la rencontre avec un antigéne. Durant
la phase tardive de la lymphogenése Baets I'action d’AID, la SHM permettent la création

des immunoglobulines (Ig) plus affines contre un antigene alors que la CSR permet a la cellule
B et aux lgd’acquérir de nouvelles fonctions effectricEsfin les cellules engagées a devenir

des plasmocytes subissent une hytpanscription des genes d’immunoglobuline pour assurer

une production élevée des anticorps (Ac).

Ces évenements de la phase tardive du développement B nécessitent des interactions a longue
distance au sein du locus IgH et ils sont étroitement contrélés par des élésyggalateurs

qui contrélent la transcriptionle remodelage de la chromatine et I'accessibilité des
recombinases, tout particulieremensigerenhance®’RR situé a I'extrémité 3’ du loau En

2012, un nouveau type de recombinaison généfignize Su et la 3'RRgst décrit chez la

souris au niveade la région 3'RR. Ces recombinaisons dénomméesambinaisons suicides

du locus » (« LSR ») emportent avec elles une partie majeure du locus de lchaitessd’lg

et interdisat donc aux cellules B I'expression du BCR nécessaire pour leur gRéren et al.,

2012a).

L’objectif principal de ma thése a été de mettre en évidence ce méme'itypeactions a
longue distance et de recombinaison au nivdzsideux 3'RRIu locus IgH humairArticle
1).

Afin d’aborder la mécanistique de ces recombinaisons et des interactions adistanee qui

les préceédent,;gi également étudié le réle du complexe médiateur sur le locustighr les
remaniements qi’subit sous le controle du supenhancer3’'RR (Article 2) mais aussi sur

les recombinaisons VDJ durant la phase précoce du développeiffetit 3) en travaillant

sur un modele murin déficient en la sous-unité MED1 dont sa délétion a un impact clair sur la

physiologie du locus IgH.

Parallelement a ces travaux, jai contribué a différents prajaetdabo qui consistaient a
développer un outil bicrformatique qui permet d’analyser les jonctions CSR chez les souris
mais que nous avons aussi utilisé pour analyser les jonctions CSR et LSRHomend

(Annexe 1) Jai aussi contribué a d’autres projet @tidiaientl'effet de certainsagents
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pharmacologiques sur la CSR comme le RHR84agent liant TADN G4qui s’est avéré

diminuer le switchn-vitro (Annexe 2)
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Article 1 : Article soumis dans Plos Research et accepté
dans BioRxiv

Locus Suicide Recombination of the functionally rearranged IgH allele

actively occurs in B-cells from inflamed human lymphoid tissues

Iman Dalloul, Francois Boyer, Zeinab Dalloul, Amandine Pignarre, Gersende Lacombe, Thierry Fest,
Fabrice Chatonnet, Céline Delaloy, Anne Durandy, Robin Jeannet, Emilie Lereclus, Hend Boutouil,
Jean-Claude Aldigier, Sophie Peron, Jeanne Cook-Moreau, Michel Cogné.

L'activation des cellules B entraine une mort cellulaire abondante parallelement a
I'amplification clonale et au remodelage des gehiesndunoglobuline (Ig) par la désamination
d’'une cytosineinduite par AID « Activation-Induced cytidine Deaminase ». AID permet la
maturation d'affinité des régions variables d'lg et la recombinaison de classe (CSR) dans les
lymphocytes B matures. Dans le locus IgH, ces processus sont contrblés par la région
régulatrice 3 ’(3'RR), une régioqui chez la souris est a la fois transcrite et elle-méme ciblée
par recombinaison médiée par AID. Alternativement a la CSR, les délétions joignant Sp a la
région « Like-Switch» flanquant les activateurs de la 3'RRelon un mécanisme décrit
premierement en 2012 chez la sougsuvent accomplir ce qu’on appelle la recombinaison

suicide du locus IgH ou LSR « Locus Suicide Recombination ».

Nous nous sommes intéressés a chercher si ce méme mécanisme de recombinaison
suicide se produit aussi dans les cellules B humaines. Afinoid’accés a différents
échantillons nous avons collaboré avec plusieurs laboratoireBrate s'intéressant a

I'activation B ou auxdéficits immunitaires.

Nous montrons maintenant que la LSR se produit aussi activemerit-tbr@me, est
médiée par AlDet induit la mort cellulaire dans plusieurs conditions d’activation des cellule
B. Les délétions de la LSR se produisent soit sur l'allele IgH fonctionnel, soit sont bi-alléliques,
puisqu'elles ne peuvent étre détectées que lorsqu'elles sont en cours et que leur signature
disparait au stade des plasmocytes complétement différenciés mais aussi dans les cellules B
mémoires du sang « au repos » (pour lesquelles une signature LSR ne réapparait que si les
cellules B mémoires sont restimulées in vitro). Des points de rupture hautement diversifiés sont
répartis dans les deux copies du sugr@rancel(3’RR1et 3'RR2) ; et il semble que toutes les
conditions activant la CSR in vitro peuvent déclencher la LSR.

Iman DALLOUL | Thése de doctorat | Université de Limoges | 71



Notre travail reste descriptif, tant du phénomeéne que de sa mécanistique moléculaire,
mais sans encore donner de clé a propos de sa régulation. Une analyse in vivo plus détaillée,
pouvant teir compte de l'affinité pour I'antigéne, et capable de préciser gaeke zone du
centre germinatif se produit préférentiellement la LSR sera claitemite dans I'avenir. Elle
impliquera cependant la mise en place de nouvelles méthodes (qui idéalement seraient adaptées

au suivi de cellules uniques).
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Abstract: B-cell activation yields abundant cell death in parallel to clonal amplification and remodeling of
immunoglobulin (Ig) genes by activation-induced deaminase (AID). AID promotes affinity maturation of Ig variable
regions and class switch recombination (CSR) in mature B lymphocytes. In the IgH locus, these processes are under
control bythe 3’ regulatory region (3'RR) supenhancer, a region demonstrated in the mouse to be both transcribed
and itself targeted by AlD-mediated recombinatidtiernatively to CSR, IgH deletions joining Su to “lissvitch’

DNA repeatghat flank the 3’ supeenhancer can thus accomplishcadled “locus suicide recombination” (LSR) in
mouse B-cells. We now show that AlD-mediated LSR also actively occurs in humans, and provides an activation-
induced cell death pathway in multiple conditions of B-cell activation. LSR deletions either focus on the functional
IgH allele or are bi-allelic, since they can only be detected when they are ongoing and their signature k@nishes f
fully differentiated plasma cells or from “resting” blood memorgdls, but readily reappears when such memory B-
cells are re-stimulateith vitro. Highly diversified breakpoints are distributed either within the upstream (3'RR1) or
downstream (3'RR2) copies of the IgH 3’ supahancer and all conditions activating CBRvitro also seem to

trigger LSR.



INTRODUCTION
Humoral immune responses and immunoglobulin (Ig) production rely on the selection of B-cells harboring antigen
(Ag)-specific B-cell receptors (BCRs). This selection implies not only proliferation and differentiation of those cells
optimally binding Ag but also elimination of the less efficient or inappropriately activated cells. The latter can be
accomplished through various pathways leading to anergy, death-by-neglect or activation-induced cell death (AICD).
While AICD pathways have been characterized in detail for T-cells, and notably involve FAS-induced apoptosis, they
are less documented in B-cells. A major and unique feature of mature B-cells during Ag-driven responses, is their
ability to reshape their genome, and more specifically Ig genes, after activation-induced deaminase (AID)-dependent
modifications. Somatic hypermutation (SHM) within germinal centers (GC) can yield cells with higher affinity V
domains, which preferentially capture Ag from follicular dendritic cells, undergo stimulatory cognate interactions
with T follicular helper cells and are further selected for survival. In parallel, AID-dependent class switch
recombination (CSR) diversifies IgH classes by joining repetitive switch (S) regions that precede the various constant
(C) genes. Besides the selected winners of AID-mediated reshaping, many cells are losers or undesired responders
deserving elimination, in agreement with the considerable amount of GC B-cells which have been demonstrated as
actively undergoing apoptosis [1,2]. Out-of-frame or other unfavorable V region mutations might result in BCR loss
and promote apoptosis while more subtle cell fate decisions will arbitrate between death, short-term or long-term
survival as memory lymphocytes or plasma cells [1,3]. Such intra-GC cell fate choices are crucial since inappropriate
survival or terminal differentiation of bystander cells producing useless Ig or Ig with increased affinity for self or
environmental Ags might trigger auto-immunity, inflammation and disease. Since class-switched antibodies are potent
actors of auto-immunity and/or hypersensitivity, means for restricting CSR and reentry of class-switched cells into
SHM thus appear as necessary safeguards to keep humoral immune responses both specific and innocuous. The AID-
dependent process of locus suicide recombination (LSR) reported in mouse B-cells ideally fits this necessity [4]. We
now show thathe human IgH 3'RR sup@nhancers include sequences ideally suited as recombination targets, and
that LSR actively occurs in human lymphoid B-cells.

LSR features recombination between Sy dred3 regulatory region (3'RRpcated downstream of the IgH
locus, thus deleting the whole IgH constant gene cluster. The 3'RR inclweeal &lineage specific enhancers (hs3,
hs1-2 and hs4) which are mostly active after B-cell activation and then promote transcription and recombination [5].

Targeted mutationsf ¢the 3'RRin the mouse demonstrated its major role in SHM, its control of germline transcription



and CSR to most C genes, its booster effect on IgH gene expression in plasma cells and even its ability to promote
inter-allelic transvection between IgH alleles-18]. The mous&’RR has aunique palindromic architecture with
functional implications [1215], and this structure is shared by all mammalian species studied to date, including
humans [16]In addition, the mouse 3’ Ricludes multiple stretches of repetitive DNA resembling S-regions albeit
shorter [4,12], potentially promoting LSR through a mechanistic process similar to CSR. In B-cells, Ag stimulation
with appropriate co-stimuli induces AID expression and then initiates staggered DNA nicking in repetitive S-regions,
double strand breaks (DSBs) and C&Rghly repetitive “Like switch” (LS) regionffom the 3'RRmight serve a
similar role, ending witts -3'RR junctions and deletion of the entire IgH constant region gene cluster. By abrogating
BCR expression, which is critical for B-cell survival, this eliminates the corresponding cells.

In humans and old-world apes, an internal duplication of the IgH locus constant gene cluster has additionally
duplicated 3’ regulatory regiordownstream of each Cgene 8'RR1 and 3'RR2espectively downstream of @
and C 2)[16,17].We show that both human 3'RRs indLS-regions which are highly structured in terms of DNA
repeats and which can locally be G-rich, with predicted ability to form the G-quadruplex (G4) DNA now known as
the ideal substrate for AID [18,19]. Importantly, these regions also actively undergo AlD-dependent recombination in

activated B-cells, whatever the activation conditions assayedirbeitro andin vitro.



MATERIALS AND METHODS

Human samples

Blood from healthy volunteers was collected, after obtaining written informed consent, fradithéupuytren

Hospital, Limoges, Franc ANSM: 2012-A00630-43p O from the Etablissement Francais du Sang (Rennes,
France; French Ministry of Higher Education and Research approval: AC-2014-2315) according to the Declaration of
Helsinki. Blood from septic patients was collected from the Hematology depar@téntdupuytren The study was
accepted by the Ethics Committee 6HU Dupuytren (n° 119-2013-19). The trial was registered under
ClinicalTrials.gov: NCT01995448.0onsils were obtained from patients undergoing tonsillectomy performed in CHU

de Rennes, while adenoids were obtained from CHU Dupuytren. All were operative Bienegnarrow aspirates
obtained from patients undergoing cardiac surgery. Subjects were recruited under institutional review board approval

and informed consent according to the Declaration of Helsinki. Samples from AID-/- patients (3 PBMC samples and
1 sample of sorted tonsil B-cells) were provided by Pr Anne Durandy, Hopital Necker, Paris, France.

Activation of human B-lymphocytesin vitro

Human PBMC were obtained by density gradient centrifugation and human B-cells were negatively sorted from
PBMC using EasySep Human B-cell Isolation Kit (StemGCadfording to the manufacturer’s instructioRsirified
B-lymphocytes were seeded at 1 % ¢6lls/ml in IMDM medium (Lonza) supplemented with 20% fetal bovine serum

(Deutscher), 1% penicillin/streptomycin (Gibco) and stimulated for 4 days with 100 ng/ml human recombinant CD40L

(Enzo Life Sciences) alone or with 50 ng/ml recombinant human IL-4 (Peprotech) or 2 pg/ml Gardiquimod
(InvivoGen) or 2.5 pg/ml CpG oligodeoxynucleotide 2006 (InvivoGen) or 100 ng/ml IL-21 (R&D Systems) or
100ng/ml INF (R&D Systems) or 50 ng/ml Pam3CSK4 (InvivoGen) or 0.5 pg/ml goat anti-human kappa (Southern
Biotech).

Sorting of memory, transitional, and naive B-cells, and generation oh vitro activated plasmablasts from
cultured naive B-cells

PBMCs from healthy volunteers were obtained after density centrifugation. Naive B-cells (NBCs) were purified by
negative selection using magnetic cell separation (Naive B-cell Isolation Kit Il; Miltenyi Biotec), following the
manufacturer’s instructions, with the AutoMACS deplstmsitive program. Purity of isolated CD19+CD2¥BCs

was routinely >99%. Purified NBCs were labeled withtM. CFSE (Thermofisher) at 37°C f@0 min and washed in
complete medium consisting of RPMI 1640 supplemented with 10% FCS and antibiotics (all from Gibco,
Thermofisher). Purified human NBCs were cultured at 7.5%c#&ls/ml in 24-well plates and stimulated during 4
days with 2.6 g/ml F(ab)2 goat anthuman IgA+lgG+IgM (H+L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA), 100 ng/ml recombinant human soluble CD40L (NCIyy/&hl CpG oligodeoxynucleotide 2006 (Miltenyi
Biotec), and 50 U/ml recombinant IL-2 (SARL Pharmaxie). Day-4 activated B-cells were washed and cultured at 4 x
1 cells/ml with 50 U/ml IL2, 12.5 ng/ml IL-10 and 5 ng/ml IL-4 (R&D Systems). At day-6, cells were separated by



cell sorting (FACSAria cell sorter, BD Biosciences) into undifferentiated CRSE38° (bystander lymphocytes,
without proliferation), CFSE CD38° (proliferating activated B-cells), and differentiated CRSED38"
(plasmablasts) subsets[20].

After B-cell isolation (B-cell isolation kit I, Miltenyi Biotec), we also purified transitional, naive and memory B-
cells which were sorted as CD27+C[I@D24°, CD27-CD38®CD24° and CD27-CD38CD24" subsets,
respectively. Isolated cells were stimulated 4 days with different combinations of 100 ng/ml CD40L, 50 ng/ml IL4
and 2 pg/ml Gardiquimod (InvivoGen).

Sorting of in vivo differentiated early plasmablasts
Actively differentiating plasmablasts from tonsils were purified as previously described [21]as CD19+IgD-CD10-

CD38" cells. CD38/CD138+ mature plasma cells were purified from bone marrow aspirates.

RNAseq on activated human B-cells

Human naive B-cells were purified and activatedvitro as described (Hipp et al. Nat Commun. 2017). RNA
extractions were performed on day 4 IL-2 primed cells with the NucleoSpin RNA XS kit (Macherey-Nagel). Libraries
were prepared with the TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit (lllumina) and samples were sequenced on an
lllumina NextSeq 500 using 75-bp single-end reads (NextSeq 500 High Output v2, lllumina) by Helixio (Clermont
Ferrand, France). Quality of sequencing data was monitored by FastQC. Residual adapters from sequencing were
trimmed using Cutadapt 1.0. Potential PCR duplicates were removed using SAMtools 1.3. Reads were then aligned
on the GRCh38 human genome using STAR 2.4.2a.

Amplification of S /S for CSR-seq experiments

DNA from B-cells was extracted usifigenElute Mammalian Genomic DNA MinipreptkSigma). S/S junctions

were amplified in triplicate by nested PCR with 200 ng DN#erculase |l Fusion DNA Polymerase, Agilent

Genomic$ using the following consensus primers which amplify all four classes of human IgG junctions: PCR1: Spla
5'- CCAGGTAGTGGAGGGTGGTAR' andlgGa consensus reverSe GGTCACCACGCTGCTGAGS', PCR 2:

Splb  forvard 5- CAGGGAACTGGGGTATCAAG3 and IgGb  consensus reverse: %
CTTGACCAGGCAGCCCAGR?'. Forward primers used in both PCRs are located wiS8le the reverse primers are
located in the 1gG consensus sequence of the CH1 region.

Amplification of S /3'RR junctions for LSR-seq experiments

S /3'RR junctionswere amplified under the same conditions as for Sjut&tions using different primers located at
different positions within the 3’ RR. The forward primer located in thedgion (E H1) was used with a reverse

primer located downstream of Hs4 (3'FarHhs4 reverse) or with a primer located in(Hs1.2 reversel) or in Hs3

(Hs3 reverse 1). PCR1 product was used to perform PCR2 usitgf@mard with all reverse primers located in 3’
RR. The primers sequences and PCR programs are given in Table I.



Table I. Primers used in nested PCR for amplification of LSR junctions

PCR 1 Primers Sequence
E H1 Forward 5'- AGGCTGACCGAAACTGAAAA-3
3'farHhs4 reverse 5'- CAAGCGTCAAGGTGTGGAC3
Hs1,2 reverse 1 5-TTCCCAGGGGTCCTGTGGGTE
Hs3 reverse 2 5'- CTGGCCAGGTCTCGGTTTT
PCR2 primers Sequence
Sulb Forward 5'-CAGGGAACTGGGGTATCAAGS3’
Probe 3'Hhs4 reverse 5'-GGACGCGGTTTGCTTTTAT3
Hs1,2 reverse 2 5-GCTGAGTTTTCGGCATCTCTZ’
Hs3 reverse 1 5-GTTTTGGGGCATGTTTCTCA3’

lon torrent next generation sequencing NGS

Barcoded libraries with 200-pb read lengths were prepared using lon Xpress plus Fragment Library Kit (Thermo
Fisher Scientific) according to manufacturer’s instructions. Each library was @depsing 200 ng ®R2 product.

For LSR junction sequencing equal amounts of each PCR2 product (using hs3, hs12 and h4 primers) were mixed
together and diluted to 100 pM to prepare one barcoded library. Libraries were run on an lon Pl v3 chip on the lon

Proton sequencer (Life Technologies). Data analysis was performed using CSReport [22].

Data analysis:
Data was analyzed by using GraphPad Prism software. Data are shown as means + SEM of the indicated number of

values. The student T test was used to determine significance between stimulation conditions.



RESULTS

Human 3'RR1 and 3'RR2 share multiple common features with S regions
Architectures of human 3'RR1 and 3'RR2 elements were analyzed for the gredaticect and inverted
repeats (Figl). As previously described for the mouse 3'RR,-8kkiéch” (LS) sequences.¢§. stretches of highly

repetitive  DNA somehow resembling S regions) were readily evidenced using the YASS algorithm

(http://bioinfo.lifl.fr/lyass/yass.phpfor a survey of direct repeats in window range set over 20bp, with a minimal
identity threshold set at 90% (Fig. LArive to six human LS regions stand in each of the human IgH 3'RR-super
enhancers. These LS regions are each 0.5 to 2 kb long, and are interspersed with core enhancer elements, which they
do not overlap.

Human 3'RRLS sequences additionally show 35-50% G-richness on one or the other DNA strand, and

analysis using the G4-hunter algorithiip://bioinformatics.cruk.cam.ac.uk/G4Huntg3], predicted the occurrence

of several clusters of G4-DNA, standing in either one or the other DNA strand of LS regions (Fig 1B).

When checking RNA-seq data from activated human Bcelt noticed that 3'RR transcriptiogcurred in both the

sense and antisense orientation in reference to IgH constant genes, and that, quantitatively, it revealed equivalent
amounts of transcripts corresponding to either orientation (Fig.TH8) is in contrast with IgH constant genes (see

for example C and the preceding Segion on Fig 1B), which are predominantly transcribed in the sense orientation.

LSR occurs at multiple sites within the whole extent of both human 3'RR

As previously described for mouse LSR, we identified human LSR junctions by nested PCR in DNA from
B-cell samples [4]. The specificity of the read-out for these PCR assays was improved by replacing the final
hybridization step of PCR products, initially done with specific probes[4]), with high-throughput sequencing adapted
from our recently described CSR evaluation algorithm, CSReport [22]. Sequence determination thus precisely mapped
the breakpoint sites. CSReport mapped LSR junctions linking Su to either the BiRfRil downstream of ClL or
3'RR2 downstream of C2.

Although such an “LSFseq” DNA amplification method (ith some amplified fragments above 30kb) is
necessarily biased towards amplification of the shorter fragments, the use of 3 primers located either downstream from

the h3, hsl,2 andsh enhancers finally amplified breakpoints located throughout 3'RR1 and 3'RR2.
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Figure 1: 3'RR structure and transcription in activated B-cells. A.Structure of genomic fragments including either
human S1, C 1 gene and 3'RR1 (left), or 2, C 2 and 3'RR2 (rightwas analyzed for presence of G4 DNA on

the template (TS) or non-template (NTS) strahapj. Dot plot analysis of internal repeaBoftom) was ran with the

YASS algorithm: colored dots indicate short stretches of homology in direct (green) or inverted (red) orientation
(green squares thus mark positions of highly repetitive S or LS regions / red lines indicate positions of inverted repeats,
notably the palindrome centered on the hsl1,2 enharigefyanscription of human’BR2 in sense and antisense
orientation, as evaluated by RNA-seq experiments with RNA frowitro activated B-cells.

These breaks were joined to various positions within Sy, with preferentiaf biseakpoints at the 5’ side of Sy,
especially for jungons with the downstream part of the 3'RRs. When considering the sumwfaibns mapped in

this study (Fig. 2), the most striking observation was their highly diversity and scattered distribution throughout the

3'RRs poth within LS regions and in their proximity).











































































































































































































































































































































































