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Résumé

Le processus aléatoire des recombinaisons V(D)J permet d’obtenir un répertoire
d’anticorps (Ac) ou immunoglobulines (Ig) hautement diversifié. En revanche, le caractere
imprécis des jonctions V(D)J conduit a 1’apparition de décalages du cadre de lecture dans deux
tiers des cas. Ainsi, la plupart des cellules B hébergent des all¢les d’Ig avec des réarrangements
V(D)J non-productifs au sein de leur génome. Plusieurs études incluant celles menées au
laboratoire ont montré que ces alleles non-productifs sont transcrits mais subissent une
régulation post-transcriptionnelle impliquant le mécanisme de dégradation des ARNm appelé
NMD « Nonsense-Mediated mRNA Decay ». Cette surveillance ARN diminue ainsi le taux
d’ ARNm codant pour des chaines d’Ig tronquées. En revanche, I’impact de 1’épissage alternatif
des transcrits d’Ig non-productifs sur la production d’Ig aberrantes reste jusqu’ici peu exploré.
L’¢tude de ce processus appelé NAS (« Nonsense-associated Altered Splicing »), et en
particulier du phénomeéne de saut d’exon, présente un grand intérét car cet épissage alternatif
peut permettre la synthese d’Ig tronquées présentant des délétions internes.

Les projets développés lors de cette theése ont révélé la toxicité des chaines d’Ig
dépourvues de domaine variable (V) dans les plasmocytes, et mis en évidence 1’existence d’un
nouveau point de contrdle au cours de la différenciation plasmocytaire. Ce phénomene nommé
TIE-checkpoint (Truncated-Ig Exclusion) conduisant a [’élimination des plasmocytes
exprimant des Ig tronquées, est la conséquence d’un saut d’exon lors de 1’épissage des transcrits
Igk non-productifs. Pour étudier les événements de NAS lors de 1’épissage des transcrits d’Ig
dans les plasmocytes, il faut par conséquent limiter I’activation du TIE-checkpoint. A 1’aide
d’un modele murin présentant un exon non-sens additionnel au locus IgH, nous avons pu
analyser in vivo I’épissage alternatif par « saut d’exon » des transcrits d’Ig non-productifs. En
effet, ’élimination de cet exon addtionnel aboutit a la synthése d’une chaine d’Ig normale et
non a la production de chaines tronquées. Cette étude a ét€ menée dans des cellules B primaires
et des plasmocytes. Les résultats obtenus ont révélé que I’hypertranscription des génes d’Ig, qui
accompagne la différenciation plasmocytaire, favorise 1’épissage alternatif des transcrits d’Ig
non-productifs, par un phénomene de saut d’exon.

Nous avons également étudié les éventuelles connexions entre le mécanisme de NMD,
impliqué dans la surveillance des ARNm, et ’'UPR (« Unfolded Protein Response ») permettant
de réguler I’homéostasie protéique dans les plasmocytes. De facon originale, nous avons
identifié¢ une boucle de régulation positive entre les processus de surveillance ARN (NMD) et
protéique (UPR, autophagie, protéasome). La mise en évidence de cette coopération dans les
plasmocytes constitue un exemple unique au vue de la littérature et, aurait pour effet de limiter
la synthese d’Ig tronquées tout en autorisant la synthése massive d’Ig.

Enfin, nous avons étudié le role de 1’épissage des transcrits d’Ig non-codants (appelés
transcrits I « germinaux ») au cours du processus de CSR « Class Switch Recombination ».



Cette ¢tude a apporté des précisions sur le role des sites donneurs d’épissage des exons I et
révélé que la reconnaissance de ces sites d’épissage module I’intensité de la transcription de la
région « switch » S adjacente, et par conséquent, son accessibilité a AID « Activation-Induced
cytidine Deaminase » lors de la CSR.

Mots clefs : Immunoglobulines (Ig), Plasmocytes, NAS (Nonsense-associated Altered
Splicing), Epissage alternatif, Saut d’exon, NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay), UPR
(Unfolded Protein Response).



Abstract

The random V(D)J recombination process contributes to the generation of a vast
immunoglobulin (Ig) repertoire. However, imprecise V(D)J junctions lead to the appearance of
frameshift mutations in two-third of the cases. Hence, numerous B-lineage cells retain non-
productively V(D)J rearranged Ig alleles in their genome. Several studies including ours have
shown that these non-productive alleles are transcribed but rapidly degraded by NMD «
Nonsense-Mediated mRNA Decay », thus decreasing the level of mRNA encoding truncated
Ig. However, less is known about the impact of alternative splicing on non-productive Ig
transcripts, and especially « exon skipping », with regard to the production of truncated Ig with
internal deletions.

During my thesis, we have shown that truncated Ig chains lacking variable (V) domain
exhibted toxic effects in plasma cells revealing a new « Truncated-Ig Exclusion » (TIE-)
checkpoint during plasma cell differentiation. The TIE-checkpoint eliminates plasma cell-
expressing truncated Ig, as a consequence of exon skipping during splicing of non-productive
Igk transcripts. However, the TIE checkpoint activation limits the analysis of NAS (« Nonsense
associated Altered Splicing ») of Ig transcripts in plasma cells. Using a mouse model harboring
an additional frameshift-inducing V exon at the IgH chain locus, we could analyze NAS of non-
productive Ig transcripts in primary B cells and plasma cells. This study revealed that
hypertranscription of Ig genes accompanying plasma cell differentiation favors alternative
splicing of non-productive Ig transcripts.

We also investigated potential connections between the NMD mechanism, involved in
mRNA surveillance, and the UPR (« Unfolded Protein Response ») pathway that regulates
protein homeostasis in plasma cells. Interestingly, we identified a positive regulatory loop
between RNA (NMD) and protein (UPR, autophagy, proteasome) surveillance processes. In
view of the literature, the occurrence of such cooperation is unique to plasma cells, and this
should help to limit the expression of truncated Ig while allowing massive Ig synthesis.

Finally, we studied other aspects of Ig RNA splicing, and investigated the role of splice
donor site on non-coding « germline » I transcripts during CSR (« Class Switch Recombination
»). Using dedicated mouse models, we found that the deletion of Iy1 splice donor site drastically
decreased CSR to IgG1. Overall, this study demonstrated that the recognition of I exon donor
splice site enhances transcription of « switch » regions S, facilitating their opening and the
subsequent recruitment of AID « Activation-Induced cytidine Deaminase » during CSR.

Keywords: Immunoglobulins (Ig), Plasma Cells, NAS (Nonsense-associated Altered Splicing),
Alternative Splicing, Exon skipping, NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay), UPR
(Unfolded Protein Response).
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Pour assurer la défense de I’organisme, les cellules du systeme immunitaire (SI)
possedent la capacité de reconnaissance de signaux de danger, portés par des agents pathogenes
(bactéries, virus ou parasites) ou les cellules tumorales. La réponse immune repose donc
essentiellement sur la tolérance des antigénes (Ag) du « soi » et I’élimination des antigénes du
«non-soi ». Ce systeme de défense complexe (constitué d’organes, de tissus, de cellules et de
molécules spécialisées) s’articule autour de deux types d’immunités : I’immunité innée et
I’immunité adaptative. Les lymphocytes T (LT) et B (LB) sont les acteurs de I'immunité
adaptative et expriment des récepteurs antigéniques appelés TCR (pour « T-Cell Receptor »)
ou BCR (pour « B-Cell Receptor »). Au cours de la réaction immunitaire, les lymphocytes
peuvent se différencier en cellules mémoire qui permettront de mieux lutter en cas d’agression
ultérieure par un méme pathogene. Les cellules de la lignée lymphocytaire B, objet de mon
travail, sont a 1’origine de la réponse humorale. Ces cellules expriment d’abord la forme
membranaire des immunoglobulines (Ig) appelée BCR puis sécretent des Ig solubles ou
anticorps (Ac) lorsqu’elles se différencient en plasmocytes. Ces molécules sont capables de

lier spécifiquement un Ag dans le but de le neutraliser ou de 1’éliminer.

Les genes d’Ig ne sont pas fonctionnels dans leur configuration germinale et de
nombreux réarrangements intra-géniques sont nécessaires pour permettre la production de
chaines d’Ig fonctionnelles. Les premiers réarrangements ont lieu au cours du développement
B précoce et permettent a chaque cellule B d’exprimer un BCR unique (Jung et al., 2006). Ce
processus appelé recombinaisons V(D)J implique les enzymes RAG (pour « Recombination-
Activating Gene ») et permet d’assembler les segments V, D et J pour former les domaines
variables de chaines lourdes et légeéres d’Ig. Le caractere aléatoire et imprécis des
recombinaisons V(D)J contribue a la génération d’un répertoire d’Ig hautement diversifié.
Néanmoins, cette imprécision jonctionnelle provoque des décalages du cadre de lecture dans
deux tiers des cas et I’apparition de codons stop prématurés (PTC pour «Premature
Termination Codon ») sur les transcrits d’Ig. Pour limiter la synthése d’Ig tronquées, les
mécanismes de « surveillance des ARN », tels que la dégradation des ARNm non-sens par
NMD (pour « Nonsense-Mediated mRNA Decay ») sont tres actifs dans la lignée B (Tinguely
et al., 2012).

Mes travaux de theése s’inscrivent dans cette thématique, en mettant [’accent sur la
régulation de I’expression des Ig au cours du développement lymphocytaire B tardif. Au cours
de ma premicre année de thése, j’ai participé a une étude révélant que la présence de PTC

perturbe 1’épissage des transcrits d’Ig et provoque un «saut d’exon », conduisant a
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I’¢limination de I’exon variable (V) porteur du codon non-sens (cf Annexe 1). De fagcon
intéressante, les chaines d’Ig tronquées codées par ces transcrits alternatifs dépourvus de I’exon
V sont particulierement toxiques et provoquent un stress du réticulum endoplasmique (RE)
conduisant a la mort des cellules plasmocytaires (Srour et al., 2016). L’ensemble de ces
observations a permis de proposer 1’existence d’un nouveau point de controle lors de la
différentiation plasmocytaire : le TIE-checkpoint (« Truncated-Ig Exclusion »). Ce processus
de sélection négative permettant d’éliminer les plasmocytes défectueux exprimant des Ig
tronquées permettrait d’optimiser les réponses anticorps en favorisant I’émergence de
plasmocytes a longue durée de vie supportant une forte sécrétion d'Ig. En recherche clinique,
ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives de saut d’exon thérapeutique ciblant les
transcrits d’Ig dans le traitement des maladies plasmocytaires (cancer, maladies auto-immunes,
allergies ...). Un dépot de brevet a été effectué afin de protéger cette stratégie innovante, basée
sur ’administration d’oligonucléotides antisens (AON pour « Antisense OligoNucleotides »)
pour forcer 1’¢élimination de 1’exon variable des transcrits d’Ig dans le traitement du Myélome
Multiple (MM) (Delpy et al, 23/11/2015, brevet W0O2017/089359). Le MM est un cancer
incurable des cellules plasmocytaires caractérisé par une production ¢levée d’Ig monoclonale
dans la plupart des cas. Les traitements AON ciblent des séquences spécifiques sur les transcrits
codant pour 1’Ig monoclonale et permettent d’éliminer I’exon variable lors de 1’épissage. Le
rationnel de cette approche de saut d’exon thérapeutique, favorisant 1I’expression de chaines
d’Ig tronquées dépourvues de domaine variable, consiste a provoquer un stress cellulaire et une

autodestruction des plasmocytes en forcant I’activation du « TIE checkpoint ».

Afin de poursuivre cette thématique, j’ai consacré une majeure partie de ma theése a
étudier I’épissage alternatif des transcrits d’Ig non-codants au cours du développement B tardif.
Les résultats obtenus ont révélé que I’hypertranscription globale des genes d’Ig (productifs et
non-productifs), qui accompagne la différentiation plasmocytaire, favorise le saut d’exon sur
les transcrits d’Ig non-productifs. En lien avec les aspects valorisation et les applications
thérapeutiques du saut d’exon ciblant les transcrits d’Ig, nous avons validé un protocole
permettant I’administration passive d’AON (in-vitro et in-vivo) et observé un « saut d’exon »
beaucoup plus fort dans les cellules plasmocytaires, comparativement aux cellules B. (Ashi et

al., soumis : Article 1).

En complément de ces études, j’ai obtenu différents résultats montrant 1’existence d’un
rétrocontrdle positif entre le mécanisme de NMD, contrdlant la qualit¢ des ARNm par

dégradation des transcrits non-productifs, et les mécanismes assurant le maintien de la
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protéostasie cellulaire (réponse UPR pour « Unfolded Protein Response », activation du
protéasome, autophagie) dans les plasmocytes. Ces données révélant pour la premiere fois une
coopération entre la surveillance ARN et protéique sont présentés dans la section résultats
(Ashi et al., Manuscrit en préparation : Article 2). En agissant a deux niveaux, cette
coopération permettrait de limiter efficacement 1’apparition d’Ig tronquées et/ou mal-repliées

et, par conséquent, I’élimination massive de plasmocytes par activation du « TIE checkpoint ».

Au sein des organes lymphoides secondaires, les LB activés par I’Ag vont pouvoir
améliorer I’affinité et/ou changer les propriétés effectrices de leur BCR grace aux mécanismes
d’hypermutations somatiques (SHM pour « Somatic Hypermutation ») et de commutation de
classe (CSR pour « Class Switch Recombination »). Contrairement aux réarrangements V(D)J
impliquant les enzymes RAG, cette seconde vague de remaniements géniques dépend de
I’activité de I’enzyme AID (pour « Activation Induced Cytidine Deaminase ») (Di Noia and
Neuberger, 2007; Stavnezer et al., 2008). Au cours de ma these, je me suis également intéressé
au role de I’épissage des transcrits d’Ig germinaux au cours du processus de CSR. Nous avons
analysé¢ finement le role des sites donneurs d’épissage sur les transcrits germinaux et
I’ensemble de nos résultats montre que la reconnaissance du site donneur d’épissage sur I’exon
Iyl augmente I’accessibilité de la région « switch » Syl a ’enzyme AID. Nous avons également
mis en évidence que la présence de site donneur d’€pissage active la transcription de toute la
région Sy1, en agissant telle une boucle amplificatrice sur le promoteur I situé en amont. (Ashi

et al., Manuscrit en préparation : section résultats Article 3).

La capacité particuliere des LB a faconner leur génome est génératrice de nombreuses
cassures de I’ADN. Ces mécanismes doivent donc étre finement régulés et controlés afin
d’éviter des erreurs telles que des translocations d’oncogenes et limiter I’émergence de cellules

tumorales.
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Figure 1 : Structure d’une immunoglobuline, exemple d’une IgG1

Le domaine variable (représenté en gris et rouge) est composé des régions variables de chaines
lourdes et légeres, respectivement Vi et V;. Chacune de ces régions contient trois régions
hypervariables (représentées en rouge) nommées CDR 1 a 3 ("Complementarity Determining
Region"), séparant quatre régions moins variables appelées FR 1 a 4 ("Framework Region" ou
région de charpente).

Le domaine constant (représenté orange) est composé des régions constantes des chaines lourdes et
légeres (respectivement Cy et C;). La région charniere conférant une flexibilité a I’Ig est située
entre les domaines Cy1 et Cp2.



Chapitre 1. La Lymphopoiese B

Chapitre 1. La Lymphopoiese B

1- Généralités sur les Immunoglobulines

i. Structure des Immunoglobulines

Les Immunoglobulines (Ig) sont créées par assemblage de deux chaines lourdes
identiques (IgH pour « Heavy ») associées a 2 chaines légeres identiques (IgL pour « Light »)
par des ponts disulfures. Il existe également des liaisons covalentes (S-S) entre les deux chaines

lourdes et ’ensemble forme un tétramere d'environ 150 kDa (Figure 1).

Chaque chaine d’Ig est composée d'une région variable (V) et d'une région constante C
(Figure 1). L'association des domaines V des chaines lourdes et 1égeres définit le site de
fixation a 1'Ag tandis que les domaines constants des chalnes lourdes conférent ses propriétés
effectrices a 1'immunoglobuline, telles que I’activation du complément ou la liaison aux
récepteurs Fc. Il existe deux isotypes de chaines 1égeres : kappa (k) et lambda (1), et cinq
isotypes de chaines lourdes: mu (u), delta (8), gamma (y), alpha (a) et epsilon (g),
correspondant respectivement aux IgM, IgD, IgG, IgA et IgE. Les chaines lourdes comportent,

selon I’isotype, trois a quatre domaines Cy : (Cul, Cu2, Cu3 et Cu4).

Sur le plan structural, les régions variables et constantes partagent une structure tri-
dimensionnelle répondant a la définition de la superfamille des Ig et caractérisée par des
domaines d'homologie d'une longueur d'environ 110 acides aminés organisés en feuillets 3-
plissés. La structure tertiaire de ces domaines est maintenue par quatre régions tres conservées
: les régions d'armature ou "framework regions" (FR1, FR2, FR3, FR4). Au sein des parties
variables, trois régions d'une dizaine d'acides aminés, dites hypervariables ou encore appelées
régions déterminant la complémentarité avec 1'Ag (CDR1, CDR2, CDR3), s'associent pour
former le site de liaison a I'Ag. 1l est également important de noter que les exons V sont
précédés d’une séquence de 60 a 90 paires de bases (pb), nommé exon L (pour « Leader »), qui

code la majeure partie du peptide signal de la protéine.
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Figure 2 : Représentation schématique des différents loci d’immunoglobulines

A. Le locus Igk dans sa configuration germinale (localisé sur le chromosome 16). Les segments
VA, Jk et les genes constants CA sont représentés respectivement par des rectangles noir, gris et
orange.

B. Le locus Igk dans sa configuration germinale (localisé sur le chromosome 6). Les rectangles
noir , blanc et orange représentent respectivement les segments Vx, Jk et I’exon Cxk.

C. Le locus IgH dans sa configuration germinale (localisé sur le chromosome 12). Les segments
codants la partie variable et les génes constants sont représentés par des rectangles: segments Vi
(noir), segments Dy (gris), segments Ji (blanc) et les genes constants (orange). Les genes
constants sont précédés par des ellipses oranges représentant les différentes régions S
("Switch"), impliquées dans le processus de commutation isotypique ou CSR ("Class Switch
Recombination") .

D. Représentation schématique de la structure d’un gene constant (Cyy) ici Cyl, avec différents
exons Cy1 a 3, I’exon charniere H ("Hinge") et deux exons de membrane M1 et M2.



Chapitre 1. La Lymphopoiése B

iil. Organisation des loci d’Immunoglobulines

Chez la souris comme chez ’Homme, les génes d’Ig sont regroupés en trois loci
distincts, localisés sur trois chromosomes. On distingue deux loci codant les chaines légeres,
le locus Igk et le locus IgA, et un codant les chaines lourdes, le locus IgH. L’organisation du
locus murin étant similaire a celle du locus humain, la souris est un excellent modele pour
1’étude de la génétique des Ig (pour revue Rauta et al., 2012). Je détaillerai donc ici uniquement

I’organisation des loci d’Ig murins, sur lesquels j’ai travaillé.

e Le locus des chaines légéres Kappa (Igk)

Le locus Kappa murin (Igk), situé sur le chromosome 6 (chromosome 2 chez ’homme),
comporte dans sa conformation germinale 176 segments Vi (dont 94 a 96 sont fonctionnels)
et 5 segments Jk (dont 4 fonctionnels). La région constante est codée par un seul segment Ck
(Figure 2B) (Thiebe et al., 1999; Giudicelli et al., 2005; Aoki-Ota et al., 2012). D’une fagon
intéressante, la moitié des genes Vk est positionnée dans le sens inverse des 5 segments Jk et
du seul gene constant Ck. Par conséquent, de nombreux segments V sont conservés pour une
utilisation potentielle lors des réarrangements secondaires qui peuvent avoir lieu avec les

segments de jonction situés en aval (Aoki-Ota et al., 2012).

e Le locus des chaines légéres Lambda (Igh)

Le locus lambda murin (Ig)h), situ¢ sur le chromosome 16 (chromosome 22 chez
I’homme), est assez petit de 200 Kilobases (Kb) et présente une diversité limitée (Figure 2A).
Il possede une structure particuliere, et est constitué¢ de trois segments VA et de 4 familles
comprenant chacune une paire de segment JA et CA (noté chacun de 1 a 4). Il est organisé en 2
clusters ordonnés : VA2-VA3-JA2-CA2-JA4-CA4 et VA1-JA3-CA3-JA1-CAl (Eisen and Reilly,
1985).

e Le locus des chaines lourdes IgH

Le locus des chaines lourdes IgH murin (Figure 2C) est situé sur le chromosome 12
(chromosome 14 chez I’homme), ou il s’étend sur environ 2,8 Mégabases (Mb). Il comprend
plus de 200 segments Vu (dont une trentaine de pseudogenes), une douzaine de segments Dy
(segments dits de " diversité " propres au locus de chaines lourdes) regroupés en 4 familles
(DFL16, DSP2, DST4 et DQS52) (pour revue Lefranc, 2009) et un groupe de quatre segments
Ju tous fonctionnels. Plus de la moitié des segments Vu appartiennent a la famille J558

(Johnston et al., 2006).
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Figure 3 : L’ontogénie B

Le développement lymphocytaire B est divisée en deux phases principales: une phase précoce
indépendante de I’antigene se déroulant au niveau de la moelle osseuse et, une phase tardive
dépendante d’une stimulation antigénique dans les organes lymphoides secondaires (rate,
ganglions, tissus lymphoides associés aux muqueuses, plaques de Peyer). Les différents marqueurs
de surface pour chaque type cellulaire B sont indiqués sur le schéma. Adaptée d’apres Cambier et
al., 2007
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En 3’ des segments VDI, on trouve huit génes codant les régions constantes répartis
selon l'ordre suivant: y, d, y3, y1, y2a, y2b, €, et a (Brodeur and Riblet, 1984; Retter et al., 2007;
Collins et al., 2015). Chaque gene constant est composé de multiples exons codant les
domaines structuraux propres a chaque chaine lourde ainsi que les régions charnieres pour les
IgG. Enfin les exons de membrane (M1 et M2) codent les régions trans-membranaires et intra-
cytoplasmiques des BCRs et, leur absence provoquée par utilisation de sites de poly-

adénylation (poly-A) alternatifs, permet la sécrétion des anticorps (Figure 2D).

2- Le développement B précoce

L’ontogénese des lymphocytes B peut étre séparée en deux phases principales,
dépendantes ou non de la présence d'antigene (Figure 3). La premiere phase de de maturation
indépendante de I’antigéne se déroule au niveau de la moelle osseuse et du foie feetal. Les
précurseurs B subissent plusieurs étapes marquées par les réarrangements ordonnées des genes
d’Ig (pour revue Hardy and Hayakawa, 2001, Rolink et al., 2004). Plusieurs points de contrdle
permettent d’évaluer la qualité du BCR et notamment I’absence d’autoréactivité (Nemazee and

Weigert, 2000).

i. Les recombinaisons V(D)J

La lymphopoiese B précoce est un processus multi-étapes permettant la prolifération et
la maturation des lymphocytes B indépendamment de la présence d’un antigéne. Pour devenir
fonctionnels, les génes d’Ig subissent des remaniements géniques ordonnés au niveau des
segments variables V (variable), D (diversité) et J (jonction). Ces recombinaisons V(D)J vont

ponctuer les stades précoces du développement B.

D’un point de vue moléculaire, les recombinaisons VDJ sont initiées par les
endonucléases RAG (pour « Recombination Activating Gene ») codées par les genes Ragl et
Rag?2 dont I’expression est restreinte aux seules lignées lymphoides B et T (Schatz et al., 1989;
Oettinger et al., 1990). Ces enzymes vont introduire des cassures doubles brins (DSB, pour «
Double-Strand Breaks ») précisément entre une séquence spécifique nommée séquence signal
de recombinaison ou RSS (pour « Recombination Signal Sequence ») et une séquence codante
(dans ce cas le segment Du ou le segment Jy). Ces RSS qui bordent tous les segments V, D et
J sont constituées d’un heptamere (CACAGTG) et d’un nonamere (ACAAAAACC) tous deux

extrémement conservés et séparés par une séquence peu conservée de 12 ou 23 nucléotides
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Figure 4 : Les réarrangements VDJ au locus des chaines lourdes d’Ig (IgH)

Les exons codants sont représentés par des rectangles, les introns par des traits fins, les signaux de
recombinaison (RSS) par des triangles, les promoteurs par des fleches et I’activateur
transcriptionnel Ep par un cercle orange. Les réarrangements débutent par assemblage aléatoire de
segments Dy; et Ji; (bleu), et sont poursuivis par assemblage d’un segment VH (gris) sur le bloc
réarrangé DJ;;. A noter que les segments V; sont précédés par un exon « leader » (L, rectangle
gris), codant la quasi-totalit¢ du peptide signal impliqué dans la translocation des Ig dans le
réticulum endoplasmique lors de la traduction. La machinerie enzymatique catalysant les
recombinaisons V(D)J est présentée par une fleche rose. Adaptée d’apres Dudley et al., 2005
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nommeée « espaceur » (pour revue Tonegawa, 1983). La longueur des espaceurs tient une place
importante dans ce processus puisqu’un réarrangement ne peut subvenir qu’entre deux
segments dont les RSS possedent des espaceurs de longueurs différentes (i.e entre une RSS-12
et une RSS-23) selon la regle dite « 12/23 ». Or au locus IgH, les segments Vy et Ju sont
flanqués par une RSS-23 alors que les segments Dy sont encadrés par des RSS-12, si bien
qu’un segment Vy ne pourra jamais s’associer avec un segment Jy (pour revue Jung and Alt,

2004; Schatz and Ji, 2011; Schatz and Swanson, 2011).
ii. Réarrangements au locus IgH et expression du pré-BCR

L’entrée dans le lignage lymphoide commence par la différenciation de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) en progéniteurs lymphoides communs dits « CLP » (communs aux
LB, LT et cellules NK pour « Natural Killer »). L’expression de facteurs de transcription
(comme E2A, EBF1, PUIl, Ikaros, Pax5) permet ensuite I’engagement vers la lignée B et
I’expression de Pax5 (nommé également BSAP pour « B-cell Specific Activation Protein »)
joue un role essentiel dans le maintien de I’identité B (pour revue Fuxa and Skok, 2007; Hardy

et al., 2007; Nutt and Kee, 2007; Mandel and Grosschedl, 2010).

L’engagement des CLP dans le lignage B est caractérisé par I’expression a la surface
du marqueur B220 (récepteur du CD45), on parlera alors de cellules pré-pro-B. Précurseurs B
les plus immatures, elles expriment notamment les marqueurs c-kit et CD43 mais n’expriment
pas encore CD19 (Hardy et al., 1991, 2007; Rumfelt et al., 2006; Audzevich et al., 2017). Le
stade pré-pro-B marque le début des réarrangements des genes d'Ig. Ils ont d’abord lieu au
locus IgH entre un segment Dy et un segment Jy et s’ operent simultanément sur les deux alleles.
IIs aboutissent a la formation de segments réarrangés DJy. Ce premier évenement caractérise

le stade pro-B dit « précoce » (pour revue Jung et al., 2006).

Le locus IgH subit ensuite un second réarrangement intra-génique entre un segment Vy
et le segment DJy préexistant. Cette étape acheéve ainsi la formation de 1'exon codant la région
variable de la chaine lourde (Figure 4) et caractérise le stade pro-B dit « tardif ».
Contrairement aux réarrangements bi-alléliques DJy, le réarrangement Vu-DJn se produit de

facon asynchrone sur un seul allele IgH.

Pour tenter de comprendre comment les réarrangements V(D)J ciblent
préférentiellement un alleéle sur un méme locus, Mostoslavsky et al., ont analysé leur vitesse

de réplication au cours de la division cellulaire (Mostoslavsky et al., 2001). Ces auteurs ont fait
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Figure 5 : Réarrangements V(D)J ordonnés et phénoméne d’exclusion allélique

Cette figure montre que le réarrangement Dy, vers J;; a lieu sur les deux alleles des le stade pré-
pro-B. Ensuite la recombinaison d’un segment Vy sur le segment DJ; déja réarrangé s’effectue
sur un seul allele (phénomene d’exclusion allélique) durant le stade pro-B. Si ce réarrangement est
productif (VDJ*, partie du haut) et que la chaine lourde peut s’associer a la pseudo-chaine 1égere
pour former le pré-BCR, la signalisation en aval de ce récepteur pré-B permet a la cellule B de
poursuivre sa maturation et d’activer les réarrangements des geénes de chaines légeres. Par contre,
deux fois sur trois, le réarrangement VDJ est non-productif et entraine I’apparition de codon non-
sens (VDJ-, partie du bas). Un second réarrangement VDJ s’effectue alors sur le second all¢le
IgH. Les cellules présentant des réarrangements bi-alléliques de type VDJ/VDJ* peuvent
poursuivre leur maturation, tandis que les cellules hébergeant 2 réarrangements non-productifs
VDJ/VDJ- sont éliminées. Ensuite le réarrangement sur le locus des chalnes l1égeres a lieu au
niveau du stade pré-B. L’état des réarrangements des génes variables est indiqué au sein des
cellules (dans les cercles) et les pourcentages indiquent la proportion de cellules présentant la
configuration indiquée. D’apres Jung et al., 2006
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le constat que tous les loci d’Ig subissent une réplication asynchrone. Il en est de méme pour
les alleles contenant les genes TCRp (pour « T Cell Receptor 3 ») (Norio et al., 2005). Cette
réplication asynchrone semble marquer chacun des alleles des le stade embryonnaire et avant
I’engagement dans la lignée lymphoide. De fagon intéressante, 1’allele qui présente une vitesse
de réplication rapide est celui sur lequel s’initie les recombinaisons V vers DJ pour les chaines
lourdes (ou V vers J pour les chaines légeres). Ainsi cette réplication asynchrone semble étre a
la base du phénoméne d’exclusion allélique au cours des réarrangements V(D)J. Des
modifications asymétriques de la structure chromatinienne (acétylation des histones,
déméthylation de I’ADN...) vont alors se produire sur les alleles a réplication rapide,

augmentant ainsi leur accessibilité aux enzymes RAG (Mostoslavsky et al., 1998, 2001).

Suite a ces recombinaisons, la transcription d’'un ARN pré-messager (pré-ARNm) est
initiée a partir du promoteur situé¢ en 5’ de la région variable réarrangée (i.e. le promoteur du
segment Vu recombiné ou pVh). L’exon VDJ ainsi formé est associé a la région constante par
épissage du pré-ARNm (Weichhold et al., 1990; Huber et al., 1993; pour revue Zachau, 1993;
Dudley et al., 2005).

Si le réarrangement VuDJn est « productif » I’expression d’une chaine lourde p capable
de s’associer a une pseudo chaine légere, formée par les protéines Vpré-B (CD179a) et A5
(CD179b), va alors permettre I’adressage membranaire du pré-BCR et valider I’entrée de la
cellule au stade pré-B. L’association du pré-BCR aux molécules de transduction du signal
Iga (CD79a) et Igf (CD79b) permet une cascade de signalisation et provoque une expansion
clonale. De facon concomitante a cette prolifération, le signal pré-BCR réprime 1’expression
des enzymes RAG. Ceci a pour conséquence d’inhiber les réarrangements V-DJy et de laisser
’autre allele IgH dans un statut de réarrangement incomplet (DJ) (Figure S) (pour revue Jung
et al., 2006). Ce processus d’exclusion all¢lique permet la synthése d’une seule chaine lourde
au sein d’'une méme cellule B. En revanche, dans le cas ou le réarrangement VDJy sur le
premier allele est non-productif, I’absence d’expression de pré-BCR autorise le réarrangements
Vh vers DJy sur le second allele. Si ce dernier est productif et permet 1’expression du pré-BCR,
la cellule B poursuit sa maturation et hébergeant des réarrangements bi-alléliques de type VDI
/VDJ*. En absence de réarrangement productif sur les 2 alleles IgH, la cellule est éliminée par
apoptose (Alt et al., 1984; Ehlich et al., 1993; Rajewsky, 1996). La prise en charge des
transcrits issus de 1’alleéle non-productif par les différents mécanismes de surveillance des ARN

sera décrite au chapitre 2.
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Figure 6 : Edition du BCR dans la moelle osseuse

L’absence de BCR en surface des cellules B, sa faible expression ou son autoréactivité
n’inhibent pas [’expression des enzymes RAG, autorisant ainsi des réarrangements
secondaires touchant principalement les chaines légeres d’Ig. Par contre, une signalisation
optimale synonyme d’expression suffisante d’un BCR non auto-réactif induit I’arrét des
réarrangements, par inhibition de I’expression des enzymes RAG. Adaptée d’apres Nemazee
et Hogquist, 2003

\ 4



Chapitre 1. La Lymphopoiése B

La signalisation en aval du pré-BCR joue un role crucial dans le maintien de I’exclusion
allélique des alleles IgH. Cette étape permet de s’assurer qu’une cellule pré-B exprime une
chaine lourde unique et fonctionnelle avant d’initier les réarrangements sur le locus des chaines
légeres (Martensson et al., 2007). A ce stade intensif de prolifération les cellules sont appelées
« large pre-B », en référence a leur grande taille. Pour permettre la transition vers le stade
« small pre-B », le signal pré-BCR exerce un rétro-controle négatif sur la transcription des
genes codant la pseudo chaine 1égere, ce qui va inhiber sa propre expression. La diminution du
signal s’accentue a chaque division cellulaire. Cette dilution aboutit a I’arrét de la prolifération
et a un changement morphologique des cellules. Ces cellules small pre-B réexpriment alors les
enzymes RAG, avec pour conséquence le déclenchement des réarrangements Vi-Ji sur les loci

des chaines légeres (pour revue Reth and Nielsen, 2014).

Comme pour les chaines lourdes, les réarrangements V vers J aux loci des chaines
l1égeres s’effectuent selon la régle 12/23. Les réarrangements de chalnes 1égéres se produisent
d’abord au locus Igk, puis au locus Igh si les premiers s’averent défectueux. Un réarrangement
Vk vers Jk productif, codant une chaine légere k capable de s’associer avec la chaine lourde
1, permet ’expression d’un BCR de classe IgM. Le signal BCR, de fagon analogue a celui du
pré-BCR, diminue I’expression des enzymes RAG et conduit a I’arrét des recombinaisons.
L’expression d’un BCR fonctionnel non autoréactif marque le passage au stade de lymphocyte
B immature. Par contre si le premier allele est réarrangé d une fagcon non productive, I’absence
de signal BCR autorise les recombinaisons sur le second allele Igk. Si les échecs se répetent,
c’est le locus A qui sera réarrangé selon le méme principe. Ainsi, une méme cellule exprime un
seul type de chaine légere k ou A (Gorman and Alt, 1998; Mostoslavsky et al., 2004; Jung et
al., 2006). A la différence des jonctions VDJ de chaines lourdes qui présentent une grande
diversité grace a I’action de I’enzyme TdT (pour « Terminal deoxynucleotidyl Transferase »),

les jonctions VJ aux loci des chaines 1égeres présentent tres peu de « N-diversité ».

Les cellules B immatures exprimant un BCR fonctionnel de type IgM vont subir un
deuxieme point de contrdle visant a limiter 1’expression de BCR auto-réactifs (i.e. qui

reconnaissent des Ag du soi).

Au cours de ce point de contrdle un phénomene de sauvetage connu sous le nom de
I’édition du BCR (« Receptor Editing ») peut se produire au locus Igk (Figure 6) (Hertz and
Nemazee, 1997; Melamed and Nemazee, 1997; Sandel and Monroe, 1999; Casellas et al.,

2001). Ce processus cible les cellules B qui ont échappé a la sélection négative, en opérant des
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Figure 7 : Mécanisme d’épissage alternatif permettant I’expression simultanée d’IgM et
IgDh

A. Les lignes pointillées rose et bleue représentent les événements d’épissage alternatif
permettant la synthese d’IgM et d’IgD, respectivement. Les traits pleins représentent les exons
conservés apres épissage.

B. L’IgM contient 4 domaines Cy, tandis que I'IgD n’en contient que deux (le deuxiéme étant
quand méme noté C3) et possede une région charniere plus longue.
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réarrangements secondaires visant a modifier le réarrangement ViJk afin de produire des
nouvelles chaines 1égeres et d’exprimer un BCR compatible avec les éléments du soi. Le locus
Igk peut également subir des réarrangements de type kappa-RS (RS pour « Recombining
Sequence »), durant lesquels un segment Vk se recombine avec la séquence kRS inactivant
ainsi le locus Igk, et autorisant des réarrangements sur 1’autre allele Igk ou au locus Igh (Edry
and Melamed, 2004). Si ce processus se révele infructueux, alors la cellule est soit éliminée

par des mécanismes d'apoptose (Hartley et al., 1993; Norvell et al., 1995), soit inactivée par

anergie (Pike et al., 1982; Goodnow et al., 1988).

Les cellules B immatures exprimant un BCR fonctionnel et non auto-réactif quittent
alors la moelle osseuse afin de rejoindre la circulation sanguine et les organes lymphoides
secondaires (rate, ganglions, tissus lymphoides associés aux muqueuses, plaques de Peyer)

pour devenir des cellules B matures.

3- Le développement tardif : maturation des cellules B

Au sein des organes lymphoides secondaires, les cellules B matures peuvent s’activer
par la liaison de leur BCR avec un Ag. Ce développement tardif est donc dépendant des Ag et
permet une différenciation en plasmocytes sécréteurs d’anticorps ou en cellules B mémoires.
Cette seconde phase de la lymphopoiese B aboutit a la production d’anticorps plus affins, grace
au phénomene d’hypermutation somatique (SHM), et dont les propriétés effectrices peuvent

varier apres activation de la CSR (cf chapitre 1 § 4-ii et 4-iii).
i. Le stade B transitionnel

Les cellules B transitionnelles font le lien entre les cellules B immatures de la moelle
osseuse et les cellules B matures périphériques. A ce stade, ces cellules sont caractérisées par
I’expression de marqueurs de surface AA4.1 (CD93) et HSA (CD24) (Allman et al., 1992;
Norvell and Monroe, 1996; Allman et al., 2001), et la co-expression d’un BCR de classe IgD
en plus de I’'IgM grace a un mécanisme d’épissage alternatif des exons constants Cp et Co
(Figure 7) (Mountz et al., 1990; pour revue Chen and Cerutti, 2011). Cependant, les cellules
B transitionnelles forment une population hétérogene. En fonction de leur localisation, de leur
phénotype et de leur fonction, elles peuvent €tre divisées en trois sous-populations : les cellules
B transitionnelles de type 1 (T1) [IgM""[gD°YCD23], de type 2 (T2) [IgM"e gD CD23+]
et de type 3 (T3) [IgM"“IgD"¢"CD23*] (Figure 8) (Allman et al., 2001).
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Localisation  Sous-ensemble des cellules B Phénotype Moléculaire
Rate B transitionnel type 1 (T1) CD19* CD93* IgM"™ CD21" CD23"
B transitionnel type 2 (T2) CD19* CD93* IgM" CD21" CD23"
CD19"* IgD" IgM"" CD21* CD23"

B de la zone folliculaire (FO)

CD1d""
+ low hi hi low
B de la zone marginale (MZ) CD19hiIgD L SOl E 2
CD1d
low/- + + +
Plasmablaste Cl.)IS: CD138" CD93" MHCII
Ki67
Plasmocyte CD19""" CD138* CD93*
Cavité péritonéale B-1a CD19* CD11b* CD5*
B-1b CD19* CD11b* CD5

B-2 (ou B ""conventionnelles'') CD19* CD11b" CD5

Figure 8 : Marqueurs exprimés par les principales sous-populations de cellules B chez la
souris

Les principales sous-populations de cellules B murines retrouvées dans la rate ou la cavité
péritonéale et leur phénotype moléculaire sont présentés. Adaptée d’apres Ping Shen et Simon
Fillatreau, 2015
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Figure 9 : Représentation schématique de I’architecture de la rate

(Haut) Schéma d’une rate représentant les deux zones, la pulpe blanche et la pulpe rouge.
(Bas) Un zoom sur la pulpe blanche avec notamment, la localisation de la zone marginale,
frontiere entre les pulpes blanche et rouge, contenant les lymphocytes B de la zone marginale
(MZ). Dans la pulpe blanche seront retrouvés également, des PALS (pour Periarteriolar
Lymphoid Sheath), des follicules dans lesquels sont localisés les lymphocytes B dit
folliculaires (FO) ainsi qu’un réseau de canaux. Adaptée d’apres Batista et Harwood, 2009
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Il est généralement admis que les cellules T1 sont phénotypiquement proches des
cellules B immatures et se situent au niveau de la moelle osseuse, du sang et de la rate. C’est
au niveau des manchons lymphoides péri-artériolaires, PALS (pour « Periarterial Lymphatic
Sheaths ») situés dans la pulpe blanche (Figure 9), que ces cellules vont subir une sélection
négative aboutissant a leur élimination par apoptose (Loder et al., 1999; pour revue Chung et
al., 2003). Les cellules T1 ayant passé ce point de contrdle rentrent alors dans les follicules de
la rate et deviennent des cellules T2. L’engagement du BCR des cellules T2 induirait une
sélection positive permettant leur différenciation en cellules B folliculaires (FO pour
« Follicular B Cells ») ou cellules B de la zone marginale (MZ pour « Maginal zone B cells »)

(Su et al., 2004; Srivastava et al., 2005).

Différentes théories ont été proposées quant a la nature des cellules B transitionnelles
T3 (pour revue Allman and Pillai, 2008). Basé sur des expériences de marquage BrdU (pour «
Bromodésoxyuridine »), il a été proposé que les T3 représentent une partie intermédiaire de la
scene de développement T1=> T2 => T3=> B matures (Allman et al., 2001). En revanche,
d’autres études suggerent que cette population ne soit pas a ’origine des cellules matures
(Teague et al., 2007). Ces cellules T3 semblent en effet principalement auto-réactives et

pourraient correspondre a une population de cellules anergiques (Merrell et al., 20006).

ii. Le stade B mature

Selon leur phénotype, leur localisation et leur fonction, les cellules T2 vont se
différencier en cellules B matures qui peuvent étre subdivisées en deux populations distinctes :
les cellules de la catégorie B-1, connues comme étant des cellules productrices d’anticorps
naturels (Reynolds et al., 2015; Baumgarth, 2016) et les cellules de la catégorie B-2 qui sont
plutot associées a I’immunité adaptative. Elles s’appellent aussi des cellules B conventionnelles
dont font partie les cellules B de la zone folliculaire (FO) et celles de la zone marginale (MZ)

(Figure 10) (Pillai and Cariappa, 2009).

e Les cellules B-1

Les cellules B-1 sont majoritairement rencontrées au niveau de la cavité péritonéale et
pleurale (Martin and Kearney, 2001) ou elles peuvent représenter jusqu’a 30 a 60% de la
population B (Baumgarth, 2013, 2016). Les cellules B-1 sont extrémement rares au niveau de
la rate et des autres organes lymphoides (0,2 a 1% des LB totaux). Ces cellules représentent

une population hétérogeéne divisée en deux sous-classes sur la base de I’expression du marqueur
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Figure 10 : Développement distinct des cellules B-1 et B-2
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Les cellules B-2 (partie du haut) sont produites dans la moelle osseuse apres la naissance.
Apres maturation, elles migrent vers la rate (cellules B-2 transitionnelles T1, T2 et T3) puis,
selon la nature et la force de la signalisation BCR, ces cellules vont devenir des cellules B
matures de la zone folliculaire (FO) ou de la zone marginale (MZ). Le développement des B-2
est dépendant d’IL-7. Les cellules matures B-1 (partie du bas) sont générées a partir des CLP
B-1 qui se différencient séquentiellement en progéniteurs B-1, pro-B, pré-B (non représenté)
puis en cellules B-immatures. Les cellules matures migrent ensuite vers la rate (stade
transitionnel) et acquierent des phénotypes B-la ou B-1b au niveau des cavités pleurales et
péritonéales. Adaptée d’aprés Montecino-Rodriguez et Dorshkind, 2012.
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de surface CD5 (B-1a CD5* et B-1b CD5") (Haas, 2015). Les cellules B-1a produisent des
anticorps naturels importants pour la protection précoce, alors que les cellules B-1b sont
induites apres exposition a un Ag, fournissant ainsi une protection a long terme (Haas et al.,
2005). Bien que l’origine de ces cellules soit encore controversée, elles sont facilement

générées a partir des précurseurs de foie feetal et leur production est réduite a 1’age adulte

(Montecino-Rodriguez and Dorshkind, 2012).

e Les cellules B-2

Les cellules B-2 appelées aussi « cellules B conventionnelles » se regroupent en deux
sous-ensembles de cellules B matures : les cellules B de la zone marginale (MZ) et les cellules

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

Les cellules B MZ représentent 5 a 10% des cellules B de la rate et sont localisées a

I’interface de la pulpe blanche et la pulpe rouge (Figure 9) (Cerutti et al., 2013).

Les cellules B MZ possedent des fonctions similaires aux cellules B-1 et présentent
toutes deux des faibles taux d’hypermutations au niveau de leurs génes d’Ig. De méme, leur
BCR présente souvent une polyréactivité voire une faible autoréactivité. Ces cellules sont ainsi
capables de reconnaitre des motifs communs a de nombreux pathogenes (les PAMP) ou des
débris de cellules apoptotiques (DAMP) (Martin and Kearney, 2002; Pillai and Cariappa,
2009). Ces cellules sont caractérisées également par une forte expression de récepteurs TLR
(pour « Toll Like Receptor »), capables de reconnaitre des molécules d’origine bactériennes
telles que les lipopolysaccharides (LLPS) ou encore certaines séquences d’ADN (CpQG)
(Genestier et al., 2007; Rubtsov et al., 2008; Braun et al., 2017). L’activation simultanée du
BCR et des TLRs va induire une différenciation rapide en plasmablastes sécréteurs d’anticorps
a courte durée de vie, majoritairement de facon T indépendante (Martin et al., 2001; Balédzs et
al., 2002). La majorité des Ig sécrétées seront d’isotype IgM, mais une partie des cellules B
MZ peut sécréter des IgG ou des IgA apres avoir subi une CSR (MacLennan et al., 2003). La
sécrétion en grande quantité d’Ig de faible affinité constitue une réponse rapide T indépendante
a la rencontre d’antigenes transportés par le sang, et représente le role principal des B MZ

(Cerutti et al., 2013).
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Figure 11 : Prolifération et différenciation des cellules B dans les centres germinatifs

Les lymphocytes B activés par la rencontre avec 1'Ag vont former la population des
centroblastes qui proliferent dans la zone sombre du centre germinatif (Dark Zone) et vont subir
le processus d’hypermutations somatiques (SHM). Ces cellules vont ensuite migrer dans la zone
claire (Light Zone) et former la population des centrocytes. Ces derniers vont étre sélectionnés
pour leur affinité avec I'Ag, avec l'aide des FDC (cellules dendritiques folliculaires) et des TFH
(LT auxiliaires folliculaires). Ils ont alors la capacité de retourner dans la zone sombre. Les
centrocytes sélectionnés peuvent ensuite subir des évenements de CSR puis se différencier en
cellules B mémoires ou en plasmablastes. D’apres De silva et Klein, 2015
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Figure 12 : Principaux acteurs de I’interaction Tgy-B au sein du centre germinatif

Les différentes interactions entre les cellules Tpy (T-cell Follicular Helper) et B sont
consécutives a I’internalisation de I’Ag par le BCR. Cet Ag est apprété et présenté via le CMH
de classe II aux cellules Tg; exprimant un TCR spécifique de ce complexe antigénique
peptide/CMHIL Les cellules Tpy; sont caractérisées par la sécrétion d’IL-21 et I’expression du
récepteur aux chimiokines CXCRS5 permettant leur migration dans le follicule et leur maintien
dans de le centre germinatif. Le signal fournit aux cellules B via les interactions CD40-CD40L
permet leur survie et leur prolifération. D’autres interactions notables sont faites via ICOS et
ICOSL pour former des contacts stables T-B. CXCRS: Chemokine Receptor; ICOS: Inducible
COStimulator. D’aprés Sudhanshu Shekhar et Xi Yang, 2012
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- Les cellules B de la zone folliculaire (FO) et formation du centre
germinatif (GC)

Les cellules B FO représentent la majorité des cellules B de la rate (Allman and Pillai,
2008). L’activation de ces cellules par un antigéne va entrainer la formation d’un centre
germinatif (GC, pour « germinal center ») qui constitue un foyer de prolifération intense dans
lequel les LB interagissent avec les cellules Tth (pour « Lymphocytes T follicular helper »)
(Figure 11) (Okada and Cyster, 2006; Qi et al., 2008; pour revues : Batista and Harwood, 2009;

Qi, 2012).

Au cours de la réaction du GC, les genes d’Ig peuvent subir des réarrangements
secondaires comme le SHM permettant de favoriser le développement des cellules exprimant
les Ig de plus haute affinité pour I’antigene. En effet, les cellules B du GC expriment fortement
I’enzyme AID (pour « Activation-Induced cytidine Deaminase »), indispensable aux processus
de SHM et de CSR. La prolifération et la sélection des clones sont séparées physiquement : la
prolifération a lieu dans la « zone sombre » ou DZ (pour « Dark Zone ») du GC, tandis que la
sélection a lieu dans la « zone claire » ou LZ (pour « Light Zone »), en présence de LTth et de
cellules dendritiques folliculaires (FDC) (Figure 11). Les LB peuvent effectuer plusieurs
allers-retours entre les deux zones afin de sélectionner les clones les plus affins pour I’antigéne.
En effet, le GC est une structure dynamique dans laquelle une migration interzone est autorisée.
Plusieurs études ont montré que le mouvement DZ vers LZ n’est pas unidirectionnel et que les
centrocytes de LZ sélectionnés positivement peuvent retourner dans la DZ afin de subir un
nouveau cycle de prolifération/mutation et d’exprimer un BCR encore plus affin pour ’Ag
(pour revues : Meyer-Hermann and Maini, 2005; De Silva and Klein, 2015). Ce phénomene
appelé «cyclic re-entry » a été observé par 1’équipe de Nussenzweig M. qui a montré, en
utilisant des cellules photoactivables, qu’environ 50% des LB suivent le chemin classique DZ-
LZ en 4h et que 10% font le chemin inverse (Victora et al., 2010). Apres une phase de
prolifération dans la DZ, les cellules B vont entrer en compétition dans la LZ pour interagir
avec les LTfth et les FDC (Figure 12) (pour revue MacLennan, 1994; Victora and
Nussenzweig, 2012; Victora and Mesin, 2014). Ces interactions fourniront les signaux de
survie nécessaires et permettront de sélectionner les LB ayant un BCR de forte affinité vis-a-
vis de I’Ag. A I’inverse, les cellules B du GC expriment fortement le récepteur pro-apoptotique
Fas (CD95) (Naito et al., 2007) et, en absence de signaux de survie, les cellules B exprimant
un BCR de faible affinité (ou auto-réactif) entreront en apoptose. Le processus de CSR

permettant de modifier les propriétés effectrices des Ig se déroule également dans les GCs. Ce
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Figure 13 : Les séquences ciblées par AID lors des processus de maturation d'affinité ou
de commutation isotypique des Ig

Lors de la SHM (A) ou la CSR (B), I’enzyme AID désamine les résidus Cytosines (C) en
Uraciles (U) sur des sites préférentiels de ’ADN appelés points chauds autrement dits «
hotspots ». Ces courtes séquences portent un motif particulier WRCY (W = dA/dT ; R =
dA/dG ; Y =dT/dC/dA).

A. Motifs ciblés par AID dans lesquels une seule déamination est possible.

B. Motifs dans lesquels AID peut cibler les deux brins d’ADN, comme indiqué sur la figure.
Les régions S (switch) contiennent une densité importante du motif AGCT souvent répétés
en tandem.

D’aprés Basu et al., 2009 (SHM : Somatic HyperMutation ; CSR : Class Switch
Recombination ; AID : Activation-Induced cytidine Deaminase).

Fréquence de
mutations

L VDJ

Figure 14 : Localisation des hypermutations somatiques au niveau des exons VD]
réarrangés

Les mutations observées lors de la SHM s’étendent de 150 pb a environ 1,5 kb apres le site
d’initiation de la transcription (fleche noire). L'exemple du locus IgH réarrangé illustre le
ciblage de l'activité d'AID sur I'exon VDJ. L’activateur transcriptionnel intronique Ep et la
partie constante Cp ne sont pas touchés par les mutations. Adapté d’apres Peled et al., 2008
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phénomene sera détaillé au § 4-iii. La réaction du GC aboutit au final a la différenciation des

cellules B activées en cellules B mémoires ou en plasmocytes sécréteurs d’anticorps (pour

revues : De Silva and Klein, 2015; Mesin et al., 2016).

4- Recombinaisons secondaires aux loci d’Ig : SHM et CSR

Comme énoncé précédemment, les cellules B activées peuvent subir des remaniements
secondaires au niveau de leur génes d’Ig : I’hypermutation somatique (SHM) et la commutation
isotypique (CSR ou « switch »). La SHM correspond a I’induction de mutations dans la
séquence codant les régions variables des chaines lourdes et légeres d’lg, permettant
d’augmenter ’affinité pour 1’antigéne. La CSR est une recombinaison permettant de changer
I’isotype de I’'Ig exprimée, en remplacant le géne Cp par un geéne localisé en aval codant un

autre isotype, sans modifier la région variable.

i. AID : enzyme clé des recombinaisons secondaires

Bien que la SHM et la CSR ont des fonctions différentes, ces deux processus, critiques
pour la diversification des anticorps nécessitent [’intervention de [’enzyme AID,
essentiellement exprimée au niveau des GC (Muramatsu et al., 1999). Sa délétion chez la souris
n’affecte pas le développement B mais bloque la SHM et le CSR (Muramatsu et al., 2000).
Cette petite protéine de 26 kDa (198 acides aminés) est codée par le géne Aicda et appartient a
la famille des déaminases éditrices d’ARN, APOBEC (pour « APOlipoprotein B mRNA editing
Enzyme-Catalytic Component ») qui est un sous-groupe d’une superfamille de déaminases

Zinc-dépendantes (Conticello et al., 2007).

L’apparition des protéines AID/APOBEC au cours de D’évolution a eu lieu
simultanément a I’apparition de I’immunité adaptative, chez les premiers vertébrés (pour revue
Conticello, 2008). Les plus anciens homologues d’AID ont été identifiés chez les poissons
cartilagineux et chez les agnathes (poissons sans machoires, tels que les lamproies). Leur
découverte chez les agnathes est particulierement remarquable puisque I’immunité de ces
vertébrés ne repose pas sur des Ig, mais sur des récepteurs variables nommés VLR (pour «

Variable Lymphocyte Receptor ») (Conticello et al., 2005; Rogozin et al., 2007).

Il a été démontré qu’ AID agissait sur I’ADN simple brin (ssDNA pour « single strand
DNA ») (pour revue Di Noia and Neuberger, 2007). C’est une petite protéine dite « navette »,
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Figure 15 : Principales étapes intervenant dans le processus d’hypermutations
somatiques

AID initie les hypermutations somatiques par déamination des cytidines (C) sur un brin
d’ADN. La déamination de C conduit a I’apparition d’uracile (U), donnant lieu a un
mésappariement G:U. Ce mésappariement sera pris en charge par trois voies différentes :
la simple réplication, le mécanisme du BER (pour « Base Excision Repair »), ou la
MMR (pour « MisMatch Repair »).

UNG: Uracil DNA Glycosylase ; EXO1: Exonuclease 1; MSH: homologue of
Escherichia coli MutS ; POLn: polymérase (DNA directed)-n. PCNA: Proliferating Cell
Nuclear Antigen. D’apres Peled et al., 2008
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elle est principalement localisée et maintenue au niveau du cytoplasme (Rada et al., 2002;
Schrader et al., 2005), mais elle exerce son activité dans le noyau des cellules B activées (Ito
et al., 2004; Patenaude and Di Noia, 2010). La fonction de cette enzyme est régulée par
phosphorylation qui se fait via la protéine kinase-A (c-AMP- dependent Protein Kinase A)
(Basu et al., 2005).

L’enzyme AID catalyse la déamination d’une Cytosine (C) en Uracile (U) sur des sites
particuliers au niveau de I’ADN appelés points chauds autrement dits « hotspots » (Dorner et
al., 1998). Ces séquences ont le motif suivant WRCY (W = weak = dA/dT, R = purine = dA/dG
et Y = pyrimidine = dT/dC) (Figure 13) (Basu et al.,, 2009; Hwang et al., 2015). Le
mésappariement dU:dG résultant de 1’action d’AID est ensuite pris en charge par différents
systetmes de réparation de I’ADN afin de produire des mutations ponctuelles dans la partie
variable des chaines lourdes et légeres d’Ig (cas de la SHM) ou des cassures doubles brins au
sein des régions répétitives « switch » au locus IgH (cas de la CSR) (Di Noia and Neuberger,
2007; Alt et al., 2013). Les différences entre ces deux mécanismes sont principalement dues

aux régions ciblées par AID et la fagcon dont seront traités les mésappariements.

ii. Hypermutation somatique (SHM)

Les recombinaisons des segments géniques V(D)J déterminent le répertoire primaire
des Ig. Afin d’augmenter 1’affinité de ces récepteurs a I’Ag, des mutations sont générées au
niveau des genes de la région variable par le processus de SHM. Ces mutations sont de 1’ordre
de 10 mutations pour 1000 pb (pour revue Seki et al., 2005) et s’accumulent dans les régions
hypervariables CDR (pour « Complementarity Determining Region »). La fréquence de ces
mutations est maximale au niveau des régions variables et diminue ensuite de maniere de fagon
a ne pas affecter la partie constante des Ig (Figure 14) (Rada and Milstein, 2001; Peled et al.,
2008).

Les mutations sont la résultante de la prise en charge des mésappariements dU:dG qui
découlent directement de la déamination des cytosines sur I’ADN simple brin par AID. Ensuite,
ces mutations sont introduites ultérieurement durant la réplication lorsque se produit la
réparation des résidus Uraciles (Figure 15) (Rada et al., 1998; Hwang et al., 2015). Les
Uraciles générés vont, soit étre ignorés par la polymérase qui va les considérer comme une
Thymine (T) et ainsi insérer une Adénine (A) et donc créer une transition C:T (Cytosine :

Thymine), soit étre excisés par 1'Uracile Glycosylase (UNG pour « Uracil-DNA glycosylases
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Figure 16 : Mécanisme général de la commutation isotypique ou CSR (Class Switch
Recombinaison)

L’exemple d’un éveénement de CSR vers IgA est représenté. La fleche rouge symbolise
I’initiation de la transcription a partir du promoteur pVy. Les promoteurs situés en amont de Sp
et Sa (fleches bleue) vont initier la transcription de deux régions S ciblées par le processus de
CSR. Les schémas d’épissage des ARNm p, 6 et du transcrit germinal a sont représentés sous le
locus, en haut de la figure. La transcription germinale permet a l'enzyme AID d'initier des
cassures dans les régions S. Ces régions vont ensuite étre recombinées entre elles, rapprochant
ainsi le géne codant Ca, du pVy; et de I'exon VDJ réarrangé pour permettre la production d'IgA.
Un cercle d'excision appelé épisome intervient dans 1’élimination de la partie située entre les
deux régions S. Adaptée d'apres Stavnezer et al., 2008
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»). Dans ce second cas, des sites abasiques vont étre générés et pris en charge par le mécanisme
du BER (pour « Base Excision Repair ») qui grace a I'action de polymérases peu fideles, telles
que REV1, pol B (pour « DNA polymerase Beta ») , pol | (pour « DNA polymerase eta»), vont
remplacer le site abasique par une base aléatoirement choisie A, C, T ou G (Weller et al., 2008;
Chahwan et al., 2012) et donc induire des transitions (remplacement d’une purine par une
purine ou d’une pyrimidine par une pyrimidine) ou des transversions (purine remplacée par
pyrimidine ou pyrimidine par purine). Les bases entourant le site abasique peuvent également
étre la cible de ces polymérases, dans ce cas les mutations induites seront dite "long-patch
repair" (Peled et al., 2008). Enfin, une derniere possibilité peut résoudre ces sites abasiques, il
s'agit du MMR (pour « MisMatch Repair »). Dans le cas du MMR, les mésappariements sont
reconnus par I'hétérodimere MSH2/MSHG6 (pour « MutS Homologue 2 et 6 »), les changements
conformationnels médiés par ' ATP promeuvent le recrutement de PCNA (pour « Proliferating
Cell Nuclear Antigen ») et de I'exonucléase EXO1, qui vont exciser le mésappariement ainsi
que les 20 a 30 nucléotides voisins de la cassure. Des polymérases infideles seront alors
recrutées pour combler ces 1ésions et particuliecrement la polymérase n (Figure 15) (Peled et

al., 2008).

iii. Commutation de classe (CSR)

La commutation de classe (CSR pour « Class-Switch Recombination ») permet
I’expression de différents isotypes d’lIg, sans changer la spécificité antigénique. Le choix de
I’isotype produit dépend de I’environnement cytokinique auquel les cellules B sont exposées.
Par exemple, chez la souris, une stimulation des cellules B en présence de TGFf (pour «
Transforming Growth Factor f ») favorise une CSR vers IgA (Figure 16). Alternativement,
une stimulation en présence d’IL-4 favorise la CSR vers IgG1 et IgE (Grawunder et al., 1997).
En réponse au LPS sans addition de cytokines, les isotypes prédominants sont les IgG3 et

I1gG2b.
e Les régions « switch » (S)
En amont de chaque région constante, sauf pour C9, se trouve une région S (« switch »)
constituée de nombreuses séquences répétées riches en G/C. Les séquences S présentent des

tailles comprises entre 1kb et 12kb et sont la cible des mutations induites par AID, a I’origine

des cassures double-brins (DSB) requises pour la la CSR (Dunnick et al., 1993).

De nombreux travaux ont mis en évidence l'importance de l'orientation, de la longueur

et du caractere répétitif des régions S notamment pour 1’établissement des structures appelées
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Figure 17 : Représentation schématique d’une boucle R (R-Loop)

La RNA pol II est représentée en violet, les octameres d’histones en gris, et I’ARN
néosynthétisé en rouge. La nature riche en G des régions S permet a cet ARN de former une
structure hybride ADN/ARN tres stable, facilitant le mécanisme de CSR. Adaptée d’apres
Vertino et Wade, 2012
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Figure 18 : Transcription germinale initiée a partir des promoteurs I

Chaque région switch (S) située en amont des genes constants possede sa propre unité
transcriptionnelle, formée d’un promoteur I inductible (P), d’'un exon I non codant, d’une
région S et des exons constants Cyy. Le transcrit primaire est épissé pour former un transcrit
mature non codant. X représente n’importe quel isotype sauf 6. Adaptée d’aprés Matthews et
al., 2014
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« boucles R » (ou « R-loops ») (Figure 17) (Luby et al., 2001; Shinkura et al., 2003; Khamlichi
et al., 2004; Zarrin et al., 2005, 2008). En effet, lors de la transcription de ces régions S, des
hybrides ADN-ARN vont se former et stabiliser ces « R-loops » dans lesquelles le brin non-
matrice d’ADN va étre isolé et rendu accessible a AID (pour revues : Odegard and Schatz,
2006; Vertino and Wade, 2012; Pavri, 2017). La richesse en G du brin matrice est essentielle
pour maintenir ces structures stables (Zhang et al., 2014) d’ou I’importance de 1’orientation des
régions S, une inversion de celle-ci conduisant a une inhibition de la CSR (Daniels and Lieber,
1995; Kinoshita et al., 1998; Yu et al., 2003; Zarrin et al., 2004). Les régions S sont donc
requises pour permettre une CSR optimale (Luby et al., 2001; Shinkura et al., 2003; Khamlichi
et al., 2004; Zarrin et al., 2005, 2008; pour revue Chaudhuri et al., 2007; Grigera et al., 2017).

e Les transcrits germinaux

En amont de chaque région S, on trouve un exon I et un promoteur, qui initient la
production des transcrits germinaux, dits aussi transcrits stériles ou « non codants » du géene
Cu associé (Snapper et al., 1997; Manis et al., 2002). Tous les transcrits germinaux lors de la
CSR ont une structure analogue. Le TSS (pour « Transcription Start Site ») est localisé en 5’
de chaque région S au niveau du promoteur I. Apres initiation, la transcription se poursuit a
travers 1’exon I non codant, traverse la région S intronique et les différents exons constants Cy

et s’acheve au site de polyadénylation normal des ARNm (Figure 18) (Matthews et al., 2014).

Comme ils sont antérieurs a la CSR, ils sont connus sous le nom des transcrits pré-
switch (pour revue Chaudhuri and Alt, 2004). La génération de ces transcrits est nécessaire
pour la mise en place de la CSR. Dans ce sens, il a ét€¢ démontré que les cellules porteuses de
mutations au niveau de 1’exon I ou de son promoteur présentent un défaut de switch (Zhang et
al., 1993; Bottaro et al., 1994). Ces transcrits matures pré-switch ne semblent coder aucune
protéine car ils présentent de nombreux codons stop au niveau des exons I (Lennon and Perry,
1985; Stavnezer-Nordgren and Sirlin, 1986; Lutzker and Alt, 1988; Stavnezer et al., 1988;
Radcliffe et al., 1990; Xu and Stavnezer, 1992; pour revue Chaudhuri and Alt, 2004).

Un second type de transcrits est produit suite a la recombinaison, ce sont les transcrits
post-switch, qui sont initiés par le promoteur I, traversent I’exon I puis la région S hybride
(Sp/Sx) formée par le réarrangement et les exons codant 1’isotype nouvellement recombiné.
Apres épissage, ces ARNm de type In-Cx sont également stériles (Li et al., 1994; pour revue
Chaudhuri et al., 2007). La détection des transcrits pré- et post-switch est classiquement utilisée

pour estimer 1’activité d’une unité transcriptionnelle et I’efficacité de la CSR respectivement.
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Figure 19 : Structure chromatinienne et acteurs intervenant dans le ciblage d’AID lors de la
CSR

Cette figure illustre un éveénement de CSR vers IgG1.

A. L’ARN pol II et des enzymes impliquées dans le remodelage chromatinien (histones acétyl-
transférases et méthyl-transférases) sont recrutées au niveau du promoteur Iyl pour initier la
transcription germinale de la région Syl et catalyser les modifications des histones au niveau de
cette derniere. La région Sp est quant a elle constitutivement transcrite. Grace au facteur
d'élongation de la transcription SPTS5, I’ARN pol II s’associe avec AID au niveau des promoteurs Iy

et Iyl.

B. Pendant ’élongation de la transcription, I’ARN pol II peut marquer une pause et former un
complexe macromoléculaire avec SPT5 et, vraisemblablement, SPT6, PTBP2 et le « RNA
exosome », au niveau des régions Sp et Syl. Cette pause pourrait permettre la mise en place de
modifications chromatiniennes permissives (H3K4me3: ovales jaune et H3K9acS10ph: ovales
orange). Ces modifications associées a la perte de modifications répressives comme H3K9me3
(ovales bleu clair) et H3K27me3 (ovales pourpre) reflétent une chromatine ouverte au niveau de Sp
et Syl permettant l'acces a AID et a d'autres facteurs de la CSR. L’interaction d’AID avec la
machinerie transcriptionnelle favorise son recrutement au niveau des régions S. Le « backtracking »
de I’ARN pol II lors de la pause permettrait le recrutement du « RNA exosome » et rendrait le brin
matrice accessible a AID.

C et D. La présence d’adaptateurs protéiques de la famille 14-3-3 (par leurs interactions avec des
répétitions 5'-AGCT-3’) favorisait également la stabilisation d’AID au niveau des régions S. Ces
derni¢res recrutent PKA qui peut phosphoryler AID et permettre 1’interaction entre AID et RPA fixé
au niveau de I’ADN simple brin. D’aprés Xu et al., 2012
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Outre les transcrits germinaux sens, des transcrits antisens (vraisemblablement non
épissés) peuvent également étre détectés au niveau des régions S, suivant le méme profil
d’expression que les transcrits sens (Perlot et al., 2008). En revanche, les exons Cp (localisés
en aval de la région switch Sp) qui ne sont pas ciblés par AID, ne sont pas transcrits en
orientation antisens. Ces données ont donc suggéré que la transcription antisens des régions S
contribuerait a leur ciblage par AID (Figure 19). Cependant, Haddad et al. ont démontré que
seule la transcription sens de la région Sy3 est essentielle et suffisante pour induire la CSR vers
IgG3 in vivo. En effet, lorsque ces auteurs bloquent spécifiquement la transcription sens au
niveau Sy3, en insérant une cassette de polyadénylation et de pause transcriptionnelle en amont
de cette région, la CSR vers IgG3 est totalement abolie. Par contre, le blocage de la
transcription antisens par I’insertion de la méme cassette en aval de Sy3 n’affecte pas la CSR

vers cet isotype (Haddad et al., 2011).

Enfin, il est a noter que notre laboratoire a montré précédemment que ce phénomene de
transcription germinale touche aussi bien 1’allele productif que I’allele non-productif et qu’il
n’est pas rare que les deux alléles IgH recombinent vers le méme gene constant (Delpy et al.,

2003).

o L’épissage des transcrits germinaux et la CSR

Bien qu’essentielle, la transcription germinale en elle-méme n’est pas suffisante pour
induire la CSR de fagon optimale. En effet, le remplacement de 1’exon Ie par un promoteur
efficace (Ep associé a un promoteur pVu) conduit a une transcription normale, pourtant la CSR
vers IgE est diminuée d’un facteur 10 a 100 dans ce modéle murin (Bottaro et al., 1994). Cette
dichotomie entre le caractere obligatoire de la transcription germinale et le fait qu’elle ne soit
pas a elle seule suffisante pour permettre la recombinaison peut s’expliquer par les travaux du
groupe de Radbruch sur I’importance de la maturation des transcrits germinaux dans la CSR.
Ces auteurs ont démontré que 1’épissage des transcrits pré-switch, et/ou la machinerie

d’épissage, est requis pour induire ce processus (Lorenz et al., 1995; Hein et al., 1998).

Par des approches indirectes, d’autres études ont confirmé le role clé de I’épissage des
transcrits pré-switch dans la CSR (Qiu et al., 1999; Kuzin et al., 2000; Samara et al., 2006).
Bien que des travaux récents tendent vers une implication de la machinerie d’épissage dans le
recrutement d’AID au niveau des régions S, le role de cette maturation des ARN dans la CSR
reste encore méconnu (Conticello et al., 2008; Nowak et al., 2011). Par ailleurs, il a été

démontré que la présence d’un site donneur d’épissage a proximité d’un promoteur facilite le

26



>

T

ARN guide
Transcrit germinal Intron épissé
épissé (Ix-Cx) (Lariat)
Epissage
oy, '5
pré-ARNm ]

Transcription

ADN ===V|D|J -

Exons Cx

Figure 20 : Ciblage d’AID par des ARN « guides » non codants

L’épissage des transcrits germinaux forme le transcrit germinal mature (Ix-Cx), et un intron
sous forme de « lasso » (Lariat). La linéarisation de ce structure en boucle par 1’enzyme
DBRI1 (« débranchage »), peut former des ARN « guides » capables d’interagir avec AID et
de cibler son action sur les régions switch (S,) complémentaires. Adaptée d’aprés Zheng et
al., 2015
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recrutement du complexe d’initiation de la transcription et ainsi augmente le taux de
transcription (Furger et al., 2002; Damgaard et al., 2008). Ces observations ont été renforcées
par la découverte que CTNNLBI1 (pour « catenin (cadherin-associated protein), f-like 1) ») et
PTBP2 (pour « Polypyrimidine Tract Binding Protein 2 »), des protéines associées au
spliceosome et impliquées respectivement dans 1’épissage et sa régulation, sont requises pour
une CSR efficace puisqu’elles fixent la protéine AID (Conticello et al., 2008; Nowak et al.,
2011).

Si le mécanisme exact par lequel le spliceosome favorise le recrutement d’AID n’est
pas encore bien connu, un role a récemment été identifié pour les transcrits germinaux non
codants. Les régions introniques €pissées sont générées sous forme de lassos, dites structures
de « Lariats » (Figure 20). Cette forme circulaire va étre linéarisée par I’enzyme DBR1 (pour
« debranching RNA lariats 1 »). L’ARN linéaire ainsi formé, riche en G, va former des
quadruplexes de G qui lui permettront de se lier a I’enzyme AID et ainsi de servir de « guide

» a I’enzyme pour la diriger vers les régions S ciblées (Zheng et al., 2015).

Si ces travaux révelent la contribution de I’épissage dans le processus de CSR, les
mécanismes sous-jacents restent encore méconnus et ont fait 1’objet d’une partie de mes

travaux de these présentés dans la partie Résultats (cf Article 3).

e Régulation de la transcription germinale

La transcription initiée au niveau des promoteurs I est permise grice a une série
d’¢léments cis-régulateurs agissant apres activation des cellules B. La région régulatrice située
en 3' du locus IgH (3°’RR pour « Regulatory Region ») apparait aujourd’hui comme le principal
élément cis-régulateur du locus IgH intervenant au cours de la CSR (Pinaud et al., 2001
Vincent-Fabert et al., 2009). Cette région régulatrice a fait I’objet de nombreuses études au
sein de notre laboratoire. Elle se compose de quatre enhancers (hs3a, hs1,2, hs3b et hs4) et trois
isolateurs (hs5, hs6, hs7) qui controlent 1’expression des chaines lourdes et plus

particulierement la transcription au niveau du locus IgH.

Des modeles murins KO (pour « Knock-Out ») des différents éléments composant la
région 3’RR ont été réalisés mais n’ont montré que peu d’effets individuellement (Cogné et
al., 1994; Manis et al., 1998; Pinaud et al., 2001; Morvan et al., 2003; Vincent-Fabert et al.,
2009; Bébin et al., 2010). Par contre, I’action synergique des quatre enhancers est nécessaire

pour les évenements de CSR et de SHM (Vincent-Fabert et al., 2010; Pinaud et al., 2011;
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Figure 21 : Modification conformationnelle du locus IgH lors de la CSR

Dans les cellules B au repos, les régions Eu, 3’RR et Sp présentent une conformation
rapprochée. En revanche apres stimulation (LPS, LPS+IL4), la conformation du locus IgH
est modifiée. Le rapprochement des régions switch (Su et Sx) ciblées par le processus de
CSR favorise ainsi la recombinaison. D’apres Wuerffel et al., 2007

DNA-PKcs

H4-K20me2

(CH3)

Figure 22 : Protéines impliquées dans la reconnaissance des cassures d’ADN double
brin lors de la CSR

Les complexes DNA-PK (DNA-PKcs-Ku70-K80) et MRN (MRE11-NBS1-RADS50) au
niveau des cassures de I’ADN et recrutent ATM qui peut alors phosphoryler H2AX, 53BP1
et MDCI1. La présence de RADS0 permet aux deux extrémités d'ADN de rester proches et

favorise la formation d’une synapse entre deux régions switch (S). D'apres Stavnezer et al.,
2008
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Rouaud et al., 2013). En effet, les souris pour lesquelles plusieurs éléments ou la totalité de la
3’RR ont été invalidés présentent un défaut de CSR et/ou de SHM (Pinaud et al., 2001;
Vincent-Fabert et al., 2010; Rouaud et al., 2013; Saintamand et al., 2016). Ce déficit de CSR
peut s’expliquer par 1’effet délétére de I’absence de la 3’RR sur la transcription du locus IgH
en général et des transcrits germinaux en particulier. En effet, des travaux publiées en 2015,
ont montré que la région 3’RR agit sur la transcription germinale initiée a partir des promoteurs

germinaux I mais pas sur la phase de réparation (Saintamand et al., 2015).

Cependant, I’absence de SHM est plus complexe a comprendre, la transcription des
régions variables n’étant que faiblement diminuée malgré une absence totale de SHM (Rouaud
et al., 2013). Cela révele qu’au-dela de I’effet sur la transcription, la 3’RR pourrait jouer un
role dans l’organisation tridimensionnelle du locus, facilitant le phénomene de SHM et
possiblement, celui de la CSR (Wuerffel et al., 2007). L’hypothese qui prévaut aujourd’hui
pour expliquer I’efficacité des recombinaisons entre la région donneuse Su et les régions S
acceptrices serait celle d’une conformation 3D adaptée dans laquelle les régions S sont
maintenues a proximité I’une de 1’autre par interaction physique avec la 3’RR (Figure 21) (Ju

et al., 2007; Wuerffel et al., 2007; Kenter et al., 2012; Thomas-Claudepierre et al., 2016).

e Génération des cassures double brins (DSB)

La transcription des régions S permet d’exposer le brin d’ADN non transcrit a 1’action
de I’enzyme AID et ceci va initier la création de multiples 1ésions de ’ADN (pour revue
Chaudhuri and Alt, 2004). La dégradation de I’ARN formant une R-loop avec le le brin d’ADN
transcrit est ensuite assurée par le RNA exosome (Basu et al., 2011). Cette étape rend ainsi
accessible le brin d’ADN transcrit et permettant I’apparition des DSB au niveau des deux
régions S (donneuse et acceptrice). Ces DSB sont reconnus par le complexe MRN
(Mre11/Rad50/Nbs1) qui vient se localiser au niveau de la cassure, ot il recrute et active ATM
(pour « Ataxia Telangiectasia Mutated ») (Dinkelmann et al., 2009). ATM phosphoryle ensuite
I’histone H2AX (pour « Histone 2A family member X ») et la protéine S3BP1 (pour « p53-
Binding Protein 1 »), ce qui aboutit a la formation de foyers de réparation qui vont stabiliser
les DSB (Figure 22) (Reina-San-Martin et al., 2003, 2004, 2005; Lahdesmiki et al., 2004;
Franco et al., 2006; pour revues : Stavnezer et al., 2008; Khan and Ali, 2017).

La réparation des cassures et par conséquent la jonction entre les deux régions S clivées
fait appel a la voie de réparation C-NHEJ (pour « Classical Non-Homologous End Joining »).

Cependant, I’absence d’un des facteurs impliqués dans cette voie tels que Ku70 diminue
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Figure 23 : Résolution des cassures double-brins lors de la CSR

AID induit des cassures double-brins dans les régions switch ciblées par le processus de CSR. La
résolution de ces cassures fait intervenir la machinerie de réparation par les voies C-NHEJ (gauche
du schéma) ou A-EJ (droite du schéma). C-NHEJ: Classical Non Homologous End Joining; A-EJ:
Alternative End Joining. D’aprés Xu et al., 2012
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I’efficacité¢ de la CSR mais ne 1’abolit pas totalement. Cela suggere que la voie de C-NHEJ
peut étre suppléée par une seconde voie alternative appelée A-EJ (pour « Alternative End
Joining ») (Figure 23) (Vaidyanathan et al., 2014). Le complexe MRN, PARP-1 (pour « Poly
ADP-Rribose Polymerase I »), XRCC1 (pour « X-ray Repair Cross Complementing Protein 1
») et les ligases I et III interviendraient dans la voie de ’A-EJ (Audebert et al., 2004; Robert
et al., 2009; pour revue Boboila et al., 2012).

e Les modifications de la chromatine

A la liste des éléments permettant le recrutement de I’enzyme AID sur les régions S
s'ajoute la régulation épigénétique et 1’accessibilité des régions S. En effet, seules les régions
S visées par le processus de CSR présentent des marques de chromatine ouverte. Ces régions
perdent ainsi les marques d’histone dites « répressives » telles que H3K27me3 au profit de
marques « activatrices » (H3ac, H4ac, H3K9ac, H3K4me3, H3K36me3, H3K27ac, ...)
(Nambu et al., 2003; Chowdhury et al., 2008; Kuang et al., 2009; Daniel et al., 2010; Pavri et
al., 2010; Stanlie et al., 2010; Yamane et al., 2011; Wang et al., 2006, 2009, 2014; pour revues
: Li et al., 2013; Vaidyanathan et al., 2014; Zan and Casali, 2015). L’induction concomitante
des modifications d’histones et de la transcription germinale suggere une régulation
coordonnée de ces deux processus par des facteurs de transcription qui se fixent sur les
promoteurs 1. De tels facteurs pourraient recruter PTIP (pour « PAX Interaction with
Ttranscription-activation domain Protein ») qui a un rdle crucial dans I’initiation de la
transcription germinale et dans la génération de multiples modifications d’histones (H3K4me3,
H3K36me3, H3K27ac) dans les régions S (Daniel et al., 2010). D’autres facteurs semblent
réguler 1’accessibilité des régions S et, il a été montré que le complexe FACT (pour
« FAcilitates Chromatin Transcription complex »), la méthyl-transférase SET1 ou bien encore
le facteur SPT6 (pour « Suppressor of Ty 6 ») semblent jouer un rdle dans la mise en place du
motif activateur H3K4me3 au niveau des région S (Stanlie et al., 2010; Okazaki et al., 2011;
Begum et al., 2012; pour revues : Kenter, 2012; Xu et al., 2012; Kato et al., 2013).

Enfin, il faut souligner I’importance de la marque chromatinienne inactive H3K9me3
au niveau du recrutement d’AID sur la région donneuse Sp. Cette marque permettrait le
recrutement d'AID via une interaction avec les protéines HP1 (pour « Heterochromatin Protein

1 ») et KAP1 (pour « KRAB domain Associated Protein 1 ») (Jeevan-Raj et al., 2011).
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Figure 24 : Principales étapes intervenant dans la différenciation en cellules B mémoires et
en plasmocytes

Suite a une stimulation antigénique de type T-dépendante, les cellules B activées migrent vers les
bords des follicules B et vers les zones des cellules T des organes lymphoides secondaires.
Ensuite les cellules B activées et les cellules T migrent vers 1’extérieur des follicules, ou les
cellules B subissent une prolifération (partie a). Une partie de ces cellules peut se différencier en
plasmocytes a courte durée de vie (partie b), donnant lieu a des foyers extrafolliculaires. Une
autre partie peut se différencier en cellules B mémoires (partie c; cellules B mémoires
indépendantes du centre germinatif GC). Alternativement, les cellules B activées rentrent au sein
des follicules et peuvent subir une prolifération rapide pour former le centre germinatif (GC)
(partie d), sicge des évenements de CSR et de SHM. A la fin de la réaction du GC, les cellules B
peuvent se différencier en cellules B mémoires (partie e, cellules B mémoires dépendantes du
GC) ou en plasmocytes a longue durée de vie (partie f). La force des signaux recus par les
cellules B influence leur destin : des signaux forts (fleches épaisses) sont en faveur d’une
différenciation en plasmocytes ou en cellules B du GC, tandis que des signaux plus faibles

(fleches fines) orienterait vers une différenciation en cellules B mémoires. D’aprés Kurosaki et
al., 2015
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5- La différentiation finale : mémoire immunitaire et sécrétion
d’anticorps

A T’issu de leur différenciation, les lymphocytes B auront deux grands rdles : d’une part

la sécrétion d’anticorps pour lutter contre les pathogenes, et d’autre part la mise en place d’une

mémoire immunitaire, qui permettra une réponse plus rapide et plus efficace lors d’une

nouvelle rencontre avec le méme antigene. Ainsi, les dernieres étapes de la lymphopoicse B

sont caractérisées par la génération des plasmocytes et des cellules B mémoires (pour revues

: Shlomchik and Weisel, 2012; Zhang et al., 2016).

i. Les lymphocytes B mémoires

Les lymphocytes B mémoires sont générés lors d’une réponse immunitaire primaire
(1% rencontre avec I’antigéne) et vont jouer un role trés important lors de la réponse secondaire
(2™ rencontre avec le méme antigéne). Ces cellules sont capables de se différencier
rapidement en plasmocytes et permettent ainsi une réponse plus rapide et efficace lors d’une
nouvelle stimulation antigénique (Dogan et al., 2009; Good-Jacobson and Shlomchik, 2010;
pour revues : Shlomchik and Weisel, 2012; Zhang et al., 2016).

Chez ’Homme, la plupart des lymphocytes B mémoires expriment un marqueur de
surface, appartenant a la famille des récepteurs TNF (pour « Tumor Necrosis Factor »): le
CD27 (Klein et al., 1998; Tangye et al., 1998). Néanmoins, aucun marqueur spécifique
caractérise les B mémoires de souris, bien que des études suggerent que les phénotypes
CD38"°Y et CD38"¢" sont représentatives des cellules B du GC et des cellules B mémoires
respectivement (Ridderstad and Tarlinton, 1998; Xiao et al., 2004). Plus récemment, de
nombreuses études ont montré que plusieurs marqueurs incluant CD38, CD73, CD80 et PD-
L2 aient été proposés pour définir au moins cinq sous-ensembles de cellules B mémoires
(Anderson et al., 2007; Tomayko et al., 2010; Conter et al., 2014; Zuccarino-Catania et al.,
2014).

La génération des cellules B mémoires de souris se fait au sein des GC, suite a une
réponse antigénique de type T-dépendante (Figure 24). Ces cellules sont sélectionnées sur leur
capacité a résister a I’apoptose, apres une sélection positive dans le GC. En effet, il a été
démontré que 1’expression renforcée du transgéne Bcl2 (pour « B cell lymphoma 2 ») qui est
inhibiteur de la mort cellulaire, permet d'avoir environ vingt fois plus de cellules B mémoires

que dans des conditions normales, cependant le nombre de plasmocytes a longue durée de vie
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Figure 25 : Caractéristiques principales de la différenciation des cellules B en
plasmocytes

Schéma représentatif de la maturation des plasmocytes sur la base de différents criteéres qui
influencent le devenir des cellules (durée de vie, localisation, marqueurs...). Tout au long de
la différenciation plasmocytaire, 1’expression du facteur de transcription Pax5, qui maintient
le programme génétique des cellules B, diminue en faveur de Blimpl, Irf4 et Xbpl
(principaux acteurs du programme transcriptionnel des plasmocytes). Adaptée d’apres Nutt et
al., 2015



Chapitre 1. La Lymphopoiése B

demeure inchangé (Smith et al., 2000). Ce méme modele de surexpression de Bcl2 et d’autres
études ont permis de mettre en évidence que les plasmocytes expriment des Ig de plus haute
affinité que celles des LB mémoires (Smith et al., 2000; Phan et al., 2006; Kriutler et al., 2017).
Dans ce sens, les résultats de 1’équipe de Robert Brink ont permis de voir que seules les cellules
B présentant la meilleure affinité possible peuvent se différencier en plasmocytes (Phan et al.,

2006) et, que cette différenciation est complétée par les cellules Tth (Kriutler et al., 2017).

ii. Les plasmocytes

La réponse humorale repose sur la sécrétion d’anticorps par les plasmocytes (PC :
«Plasma Cells » ou ASC : « Antibody Secreting Cells »). Ces cellules représentent le stade
final de la différentiation et la maturation des lymphocytes B. Elles sont responsables de la
sécrétion massive des Ig et présentent une grande taille, ainsi qu’un réticulum endoplasmique
(RE) développé. Les PC sont caractérisés par l'expression du marqueur CD138 (appelé aussi
«syndecan 1 ») et n'expriment généralement plus les marqueurs B-spécifiques (B220 et CD19)
(Figure 25) (Smith et al., 1996). Leur programme transcriptionnel differe également de celui

des lymphocytes B (cf chapitre 1 § 5-iii).

Les PC forment une population hétérogene de cellules a durée de vie longue ou courte.
Les plasmocytes a longue durée de vie proviennent de la différenciation de LB activés ayant
subi les processus des recombinaisons secondaires (CSR et SHM) au sein du GC. Ces derniers
vont migrer dans la moelle osseuse et assurer la sécrétion d'Ig a long terme (pour revue Oracki
et al., 2010). La capacité des LB a se transformer en un type spécifique de PC est influencée
par la nature de l'antigene, I'environnement et les sous-populations de cellules B dont elles sont
issues. Par exemple, les cellules B de la zone MZ semblent prédisposées a se différencier en
PC a courte durée de vie, indépendamment de I'aide des lymphocytes T (Oliver et al., 1997,

Gunn and Brewer, 2006).

Les PC a courte durée de vie également appelés plasmablastes (PB pour
« Plasmablasts ») se situent principalement dans la rate, les ganglions lymphatiques, la lamina
propria, le sang et les sites inflammatoires (pour revue Nutt et al., 2015). Les PB expriment le
marqueur plasmocytaire CD138 a leur surface et présentent encore différents marqueurs du
lignage B y compris le BCR, les molécules de co-stimulation comme CD80/86 et le complexe
majeur d’histocompatibilité II (CMHII) (Figure 25) (pour revue Oracki et al., 2010). Ce stade
cellulaire précede le stade de plasmocyte mature et il correspond a un niveau intermédiaire

entre la cellule B et le plasmocyte. La stimulation des cellules B in vitro déclenche la
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Figure 26 : Modifications transcriptionnelles lors de la différenciation plasmocytaire

Le facteur de transcription Bcl6 (B-cell lymphoma 6) réprime Blimpl (B-lymphocyte-
induced maturation protein 1), un régulateur majeur de la différenciation plasmocytaire. A
son tour, Blimp1 inhibe I’expression des génes impliqués dans la maintien de I’identité B,
Pax5 (Paired box protein 5) et Bcl6. Cette répression mutuelle empéche la formation des
plasmocytes au sein des centres germinatifs, ainsi que la dédifférenciation des plasmocytes
en cellules B. Blimp1, Xbpl (X-box-binding protein 1) et Irf4 (Interferon-regulatory factor
4) induisent I’expression des genes impliqués dans la différenciation plasmocytaire
(rectangle vert), tout en inhibant les principaux marqueurs B et du centre germinatif
(encadré rose). Adaptée d’apres Shapiro-Shelef M et Calame.K, 2005
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prolifération rapide et ’apparition des PB a courte durée de vie (Hasbold et al., 2004; pour
revue Tangye and Hodgkin, 2004). La fréquence de division de ces cellules plasmablastiques
est dépendante de la nature du mitogene et I’environnement cytokinique. Les Interleukines 5
et 21 (IL-5 et IL-21) sont des activateurs puissants de la formation des PB (Ettinger et al., 2005;
Bryant et al., 2007).

ili. Le programme transcriptionnel impliqué au cours de la

différenciation plasmocytaire

La différenciation plasmocytaire dans les GC est un mécanisme hautement contrdlé,
qui passe par une combinaison de signaux fournis par les différents acteurs du GC (les FDC,
les TFH) mais aussi par la présence d’un signal BCR de faible intensité (Lechouane et al.,

2013).

Auniveau transcriptionnel, la perte de I’identité B est principalement provoquée par la
diminution drastique de l'expression du facteur de transcription Pax5 (pour « paired-box gene
5 ») (Nera et al., 2006). A I'inverse, I’induction du facteur de transcription Blimp-1 joue un
role majeur dans 1’acquisition de 1’identité plasmocytaire. Ces deux facteurs de transcription
sont connus pour s’exclure mutuellement et, la différenciation plasmocytaire dépendra donc de

la balance entre ces deux programmes (Figure 26).

Blimp-1 est un facteur de transcription en doigt de zinc codé par le gene prdml.
L’invalidation de Blimp-1 chez la souris provoque une diminution trés marquée du nombre de
plasmocytes (Shapiro-Shelef et al., 2003; Savitsky and Calame, 2006). Blimp-1 favorise la
différenciation plasmocytaire en réprimant les genes c-myc, Bcl6 (régulateur négatif de la
différenciation plasmocytaire) ou Pax5 (Figure 26) (Lin et al., 1997, 2002; Shaffer et al., 2002;
pour revue Shapiro-Shelef and Calame, 2005). Malgré son importance, Blimp-1 n’est pas
indispensable pour 1’engagement initial de la différenciation plasmocytaire (Kallies et al.,
2007). En effet, une quantité non négligeable d’Ig est retrouvée dans le sérum des souris Ragl”
" reconstituées par des cellules B Blimp-17-. Ces cellules différenciées en PB ont également un
programme transcriptionnel similaire a celui trouvé des PC, a savoir une disparition de Pax5
et une augmentation de I’expression de la chaine J (pour «Joining », qui assemble les
pentameres d’IgM ou les diméres d’IgA), de Xbp-1 (pour « X-box binding protein 1 ») et des

transcrits IgH sécrétés. Ces résultats ont permis de proposer que 1’élément primaire de la
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Figure 27 : De la forme membranaire a la forme sécrétée, exemple d’une IgM

Les IgM des LB sont majoritairement produites sous forme membranaire par utilisation du
site donneur d'épissage interne a I’exon Cpy4 qui est épissé sur le premier exon
membranaire (M1), le site de polyadénylation (poly (A)) utilisé dans ce cas est situé apres
les domaines transmembranaires (M1 et M2). Les plasmocytes quand a eux, produisent
essentiellement des Ig sécrétées ou anticorps. Dans le cas de 1'[gM, le site d'épissage
interne au Cy4 n'est pas utilisé, le transcrit comprend ainsi la derniere partie de cet exon
(Cy4-S représentée en jaune) et utilise le site de poly (A) situé directement en aval. Dans
tous les cas, la spécificité de l'anticorps (région VDJ) reste identique. Adaptée d’aprés
Lefranc et al., 1999
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différenciation plasmocytaire n’est pas I’expression de Blimp-1 mais plutdt I’inhibition de la

fonction de Pax5.

Xbp-1 est également un acteur majeur de la différenciation plasmocytaire, il est
impliqué dans la réponse UPR (pour « Unfolded Protein Response », voir chapitre 1 § 6),
contribuant ainsi a 1’augmentation de la capacité¢ de production d'anticorps (Reimold et al.,
1996; Shaffer et al., 2004). Bien que 1'absence de Xbp-1 ait dans un premier temps été décrite
comme délétere pour la différenciation plasmocytaire (Reimold et al., 1996; Hu et al., 2009),
des études plus récentes ont démontré que 1'établissement des plasmocytes était possible en
absence de Xbp-1. Cependant, ces plasmocytes présentent un RE peu développé et un déficit
majeur de sécrétion d'lg (Taubenheim et al., 2012). L'activation de Xbp-1 lors de la
différenciation terminale des cellules B permet donc d’augmenter la sécrétion des Ig tout en

favorisant les changements morphologiques associés a cette syntheése massive.

I1 a été¢ démontré que le facteur d’élongation de la transcription ELL2 (pour « Eleven-
nineteen Lysine-rich Leukemia protein 2 »), induit par Blimp-1 (Shaffer et al., 2004), participe
au passage de la forme membranaire a la forme sécrétée des Ig (Martincic et al., 2009; Minnich
et al., 2016). Ce changement résulte d’un épissage alternatif du transcrit primaire IgH
consécutif a une modification du site de polyadénylation (Figure 27). Les travaux du groupe
de Milcarek ont montré que ELL2 est essentiel au recrutement du facteur de polyadénylation
CstF-64 (pour « Clivage Stimulating Factor 64 ») sur I’ARN pol II (pour « RNA polymerase
IT ») au niveau du promoteur IgH dans les plasmocytes. Ainsi, le recrutement de ce facteur de
clivage sur I’ARN pol II contribuerait a promouvoir l'utilisation du site de poly (A) de la forme
sécrétée des Ig spécifiquement dans les PC alors que ce site n’est pas reconnu dans les cellules

B (Martincic et al., 2009; Milcarek et al., 2011; Park et al., 2014).

Blimp1 permet une forte expression des Ig en induisant également I’expression de Irf4
(pour « Interferon Regulatory Factor-4 ») qui active les enhancers des loci IgL (k et 1) et Xbp-
1 (Kallies et al., 2004; Sciammas and Davis, 2004). IRF4 est capable d’induire ce dernier, afin
de favoriser I’expansion du RE (Shaffer et al., 2004; Hu et al., 2009).

6- La réponse UPR et la production des Ig

La sécrétion massive d’anticorps engendre également une accumulation de protéines

mal repliées au niveau du RE. Ce stress protéique est détecté, chez les mammiferes, par le
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Figure 28 : Activation de ’'UPR (« unfolded protein response ») lors d’un stress du réticulum
endoplasmique (RE)

La réponse aux protéines mal repliées (réponse UPR) implique trois voies principales: IRE1, PERK
et ATF6. Dans les cellules non stressées (partie A), ces molécules s’associent avec la protéine
chaperonne BiP, et les protéines sécrétoires et transmembranaires sont traduites directement dans le
RE via le translocon SEC61. Suite a 1'accumulation des protéines mal repliées dans le RE, PERK et
IRE1 liberent BiP et s’oligomérisent. IRE1 est une endonucléase qui, une fois activée, va permettre
I’excision de 26 nt de ’ARNm de Xbpl, générant une forme courte (Xbpl-s), plus stable et plus
active que son précurseur non clivé. Parallelement, la dissociation de ATF6 de BiP, assure son
déplacement vers l'appareil de Golgi, ou il va étre clivé par deux protéases (S1P, S2P ; non
représentées). Le facteur de transcription résultant de ce clivage est actif et va permettre
I’expression de diverses protéines chaperonnes et des genes cibles de la réponse UPR. Enfin, la voie
PERK, faiblement active dans les plasmocytes, aboutit & une diminution de la synthese protéique
par phosphorylation de elF2a. L’atténuation globale de la traduction inhibe la dégradation de
’ARNm d’ATF4 par NMD. La stabilisation d’ATF4 augmente I’expression de divers genes cibles
de ’UPR et notamment le facteur pro-apoptotique Chop, qui déclenche le mécanisme d’apoptose
lors d’un stress exacerbé du RE (partie B). ERAD: ER Associated Degradation; SEC61: Super
Elongation Complex 61. D’apres Bettigole et Glimcher, 2015
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domaine luminal de trois protéines transmembranaires du RE : IRE1 (pour « Inositol-Requiring
Enzyme 1 »), PERK (pour « RNA-dependent protein kinase (PKR)-like Endoplasmic Reticulum
(ER) Kinase ») et ATF6 (pour « Activating transcription factor 6 »). Ces trois acteurs sont
capables de déclencher, via leur domaine cytoplasmique, les différentes voies de signalisation
de I’'UPR (Figure 28) (pour revues : Hetz, 2012; Bettigole and Glimcher, 2015; Martins et al.,
2016).

L’activation de I’'UPR permet de résoudre le stress du RE en diminuant de la charge
protéique entrant dans le RE, en renforcant la capacité de repliement des protéines et, en
augmentant la dégradation des protéines mal repliées par la voie ERAD (pour « ER Associated
Degradation ») et par le mécanisme de I’autophagie (cf chapitre 1 § 7-i). Si le stress du RE
reste insurmontable, la réponse UPR conduit a I’induction de 1’apoptose (Harding et al., 2002;

Gass et al., 2004; Janssens et al., 2014).

e Lavoie IREla

IRE1a est une endonucléase qui permet de détecter les protéines mal repliées dans la
lumiere du RE. Sa partie cytoplasmique comprend un domaine kinase et un domaine a activité
endoribonucléase (Tirasophon et al., 1998). Dans les conditions normales, IRE1 est associée a
la protéine chaperonne réticulaire BiP (pour « Binding immunoglobulin Protein ») encore
appelée GRP78 (pour « 78 kDa Glucose-Regulated Protein »). La liaison de BiP au domaine
luminal d’IRE1 la maintient inactive en I’empéchant de former des structures dimériques et
oligomériques. L’accumulation de protéines mal repliées dans le RE entraine la dissociation
de la chaperonne BiP afin de prendre en charge ces protéines anormales. L’activation d’IRE1
dépend de cette dissociation (Oikawa et al., 2009) et son activité RNase favorise 1’excision de
26 nucléotides de I’ARNm codant pour XBP1. Cet « épissage » non conventionnel crée un
décalage du cadre de lecture et aboutit a la production d’une forme courte de Xbpl, plus active
et plus stable, Xbpl-s (s pour« spliced »), qui contient un nouveau domaine d’activation
transcriptionnel a 1’extrémité C-terminale (Calfon et al., 2002; He et al., 2010). Xbp1-s est un
activateur transcriptionnel qui joue un role treés important dans I'activation d'une grande variété
de genes cibles de I’'UPR, ainsi que les génes impliqués dans le mécanisme ERAD. Il induit
I’expression des genes impliqués dans la translocation vers le RE, le repliement des protéines,
la dégradation des protéines mal repliées et le trafic entre le RE et I’appareil de Golgi (Shaffer
etal., 2004). L expression de ces genes est a I’origine des transformations morphologiques des

cellules B lors de leur différenciation en plasmocytes, permettant le passage d’une petite cellule
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avec peu de cytoplasme a une grosse cellule riche en organites. Cependant, XBP1 n’est pas la
seule cible d’IRE1a. D’une fagon intéressante, IRE1a est capable de contrdler son expression
en clivant son propre ARNm (Tirasophon et al., 1998). En effet, il est possible que 1’expression
d’Irela soit limitée en raison d’un processus d’autorégulation spécifique. Cette autorégulation
rigoureuse de la synthése d’IREla est nécessaire pour la survie cellulaire, puisque sa
surproduction entraine une activité constante et continue de la réponse UPR et un retard de la

croissance cellulaire (Shamu and Walter, 1996; Tirasophon et al., 1998).

e La voie PERK

Les protéines transmembranaires PERK et IRE1 se ressemblent en ce qui concerne leur
organisation en domaines fonctionnels. Les domaines luminaux de ces deux senseurs sont
d’ailleurs expérimentalement interchangeables (Bertolotti et al., 2000). PERK posseéde un
domaine cytoplasmique a activité sérine/thréonine kinase, similaire au domaine kinase de la

PKR (pour « Protein Kinase R ») (Harding et al., 1999).

La voie PERK est associée a une atténuation transitoire de la traduction protéique dans
la lumiere du RE pour permettre aux cellules de surmonter le stress. L’activation de cette voie
conduit a la phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction elF2a (pour « eukaryotic
translation initiation factor 2o, »). Cette phosphorylation au niveau de la Serine 52 permet de
diminuer globalement la traduction protéique (Harding et al., 1999, 2000a). Suite a
I’accumulation des protéines anormales dans la lumiere du RE, la dimérisation et la trans-
autophosphorylation de PERK conduit a ’activation de sa fonction de phosphorylation de la
sous-unité¢ o d’elF2 (Figure 28) (Harding et al., 2000a, 2000b). En plus de son rdle dans
I’inhibition de la traduction protéique, PERK induit également environ un tiers des genes
dépendants de I’'UPR (Harding et al., 1999; Ron, 2002), ainsi que 1’activation du facteur pro-
apoptotique Chop (pour « C/EBP homologous protein ») (Marciniak et al., 2004; Shore et al.,
2011).

La voie PERK est réprimée dans les plasmocytes qui synthétisent des grandes quantités
d’Ig (Ma et al., 2010). Si la réponse UPR ne parvient pas a résoudre le mauvais repliement des
protéines, c’est la voie PERK médiée par CHOP, qui va étre activée conduisant a I’apoptose
(Ron and Habener, 1992; Ma et al., 2002). Dans ce sens, il a été démontré que les cellules
déficientes en Chop sont protégées contre 1’apoptose (Zinszner et al., 1998), ce qui indique
I’importance de cette voie en réponse a un stress exacerbé du RE. Bien que le mécanisme précis

par lequel Chop induit I’apoptose est encore mal connu, Chop est connu pour activer la
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Figure 29 : Structure du protéasome 26S

Le protéasome 26S est composé d’une particule centrale 20S qui contient
I’activité catalytique et d’une particule régulatrice subdivisée en une base
surmontée d’un « couvercle » qui permet 1’ouverture de la chambre catalytique
et la reconnaissance du substrat ubiquitinylé. Adaptée d’aprés Boccadoro et
al., 2005
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transcription de plusieurs genes qui peuvent potentialiser 1'apoptose tels que GADD34 (« pour
Growth Arrest and DNA damage 34 »), qui intervient dans la déphosphorylation de elF2a, ce
qui favorise la synthese protéique (Novoa et al., 2001). La synthése de protéines durant la
période de stress active la voie UPR, ce qui induit la mort cellulaire. Chop est également
impliqué dans la répression de la transcription du facteur anti-apoptotique Bcl2 (McCullough
et al., 2001) et il peut étre activé par DR5 (pour « Death Receptor 5 ») qui code pour un
récepteur de mort cellulaire et déclenche les cascades des caspases (Marciniak et al., 2004).
L’expression de DR5 est maintenue dans les PC de souris générés lors d’une réponse immune
T-dépendante, ainsi que dans les PC humains, et I’inhibition de ce récepteur limite leur entrée

en apoptose (Ursini-Siegel et al., 2002).

Il est important de noter que le protéasome peut également jouer un role essentiel dans
la dégradation des protéines aberrantes ou mal repliées néo-synthétisées, nommées DRiPs
(pour « Defective Ribosomal Products »). La dégradation par le protéasome se fait apres
ubiquitinylation des protéines aberrantes (pour revue Sitia and Braakman, 2003). Il existe une
forte corrélation entre la synthese d’Ig et la sensibilité aux inhibiteurs du protéasome (Meister
et al., 2007; Cenci et al., 2012). Dans ce sens, le bortézomib, capable d’inhiber l'activité
chymotrypsine-like du protéasome 26S (Figure 29) des cellules des mammiferes, est utilisé
couramment dans le traitement du Myélome Multiple (MM) (pour revue Moreaux et al., 2012).
En inhibant la dégradation de IkB (pour « Inhibitor of kappa B »), cette molécule bloque
I’activation de NF-kB (pour « Nuclear Factor kappa B ») et diminue la survie des cellules de
myélome et leur résistance a la chimiothérapie et la radiothérapie (Adams, 2001; Mitsiades et
al., 2002). Les inhibiteurs du proétasome, en diminuant la dégradation des protéines mal
repliées, provoquent une surcharge du RE et active la voie pro-apoptotique médiée par Chop
(Zhou et al., 2014). Dans ce sens, une étude récente menée par notre laboratoire, a mis en
évidence une sensibilité accrue au bortézomib des plasmocytes exprimant une chaine lourde

d’Ig aberrante, dépourvue du domaine Cul (Bonaud et al., 2015).

Nous verrons dans la partie Annexe de cette thése, que I’accumulation des Ig tronquées
produites par saut d’exon induit un stress UPR terminal et active I’apoptose via le facteur pro-

apoptotique Chop (Srour et al., 2016 : cf Annexe 1).

e La voie ATF6

La voie ATF6 est aussi impliquée en réponse a I’accumulation des protéines mal

repliées dans le RE. En absence de stress protéique, ATF6 est localisé a la membrane du RE
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Figure 30 : Représentation schématique du mécanisme d’ Autophagie

L'autophagie est un processus de dégradation cellulaire multi-étapes impliquant au moins quatre
phases principales. Ces phases sont controlées par plus de 30 protéines ATG (pour Autophagy-
Related genes) et médiées par deux systemes de conjugaisons de type ubiquitine : Atgl2-AtgS et
Atg8/LC3. Les 4 phases sont : « l'initiation », « 1'expansion et la complétion des vésicules », « la
maturation et la fusion », et la « dégradation ultime de la membrane et de son contenu dans des
lysosomes ». D’aprés Kaur et Debnath, 2015
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en liaison avec la protéine chaperonne BiP. La dissociation de BiP du domaine luminal d’ATF6
démasque son signal d’adressage a I’appareil de Golgi et permet son trafic vers celui-ci dans
des vésicules COPII (pour « Coat Proteins type II ») (Shen et al., 2002; Nadanaka et al., 2004).
La partie cytoplasmique d’ATF6 est ensuite clivée par deux enzymes résidentes de 1’appareil
de Golgi, SIP et S2P (pour « Site-1 or Site-2 Proteases ») (Li et al., 2000). Les deux formes,
ATF6a et ATF6P, générées apres clivage passent ensuite dans le noyau et activent les génes
cibles parmi lesquels figurent BiP, Chop et Edeml (pour « ER Degradation-Enhancing o-
Mannosidase-like protein 1 ») (Figure 28).

En résumé, les trois senseurs de stress du RE : IRE1, PERK et ATF6 partagent un méme
régulateur, la chaperonne réticulaire BiP. Malgré la remise en question d’une activation directe
des voies d’IRE1a et de PERK, et éventuellement d’ATF6 par les protéines mal repliées, il est
admis que BiP ne peut pas étre le seul régulateur de I’activation des trois voies de la réponse
UPR. En effet, il a ét¢ montré que non seulement la cinétique mais également ’ordre
d’activation de ces 3 voies dépend de I’agent inducteur du stress du RE. Ainsi, ’activation
sélective des trois voies ne semble pas reposer uniquement sur des affinités différentielles entre

la chaperonne BiP et les senseurs de I’'UPR (DuRose et al., 2006).

7- Autophagie, UPR et différentiation plasmocytaire
i. Le mécanisme d’ Autophagie (« self-eating »)

L’autophagie (du grec « se manger soi-méme ») est un processus catabolique qui
conduit a la dégradation de constituants cytoplasmiques dans les lysosomes (ou vacuole chez
la levure et les plantes). L autophagie a aussi une fonction de recyclage, car les métabolites
issus de la dégradation lysosomiale sont recyclés vers le cytoplasme, ou ils sont réutilisés dans
le métabolisme cellulaire (Figure 30). Un niveau basal d’autophagie est nécessaire au maintien
du «turn-over » des protéines et organites cellulaires. Diverses conditions de stress activent
des voies de signalisation menant a I’activation de 1’autophagie qui, généralement, contribue a
rétablir I’homéostasie cellulaire. Malgré 1’identification des acteurs impliqués dans

I’autophagie, 1’aspect mécanistique de ce processus reste incomplétement caractériseé.

Il existe plusieurs types d’autophagie qui différent par la facon dont les constituants

cytosoliques sont délivrés dans les lysosomes :
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(1) La macroautophagie se traduit par la séquestration des constituants cytoplasmiques
dans des vésicules a double membrane, les autophagosomes, qui vont fusionner avec les
lysosomes (pour revue Klionsky and Codogno, 2013). Ce type d’autophagie permet de
dégrader un large ensemble de « substrats » incluant des agrégats protéiques, des organites

entiers ou des pathogenes intracellulaires.

(2) L’autophagie médiée par les chaperonnes consiste en la translocation de protéines
cytosoliques dans les lysosomes, avec I’assistance de la chaperonne cytosolique Hsp70 (pour
« Heat shock protein 70 »), via un canal formé dans la membrane lysosomale par
I’oligomérisation de la protéine transmembranaire LAMP-2A (pour « Lysosome-associated

membrane protein 2A ») (pour revue Dice, 2007).

(3) La microautophagie consiste en la délivrance de « substrats » dans les lysosomes
directement par invagination de la membrane de ce compartiment (pour revues : Mijaljica et

al., 2011; Li et al., 2012).

La caractérisation des mécanismes moléculaires de 1’autophagie a débuté il y a moins
d’une quinzaine d’années avec 1’identification des protéines ATG (pour « AuTophaGy-
related ») par « screening » génétique chez la levure. A ce jour on compte plus de 30 protéines

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

ii. L’Autophagie et la réponse UPR

Au cours de la réponse UPR, le RE subit une expansion pour s’adapter a une importante
synthése d’Ig et pour répondre a la demande accrue en membrane imposée par 1’activité
sécrétoire des PC. La réticulophagie (ou « autophagie du RE »), outre son role dans la
dégradation des protéines du RE, est importante dans le maintien de 1’homéostasie de ce
compartiment car elle permet de réajuster sa taille, une fois le stress du RE résolu (pour revue

Bernales et al., 2006).

Les trois voies de la réponse UPR, IRE1, PERK, et ATF6, activées lors d’un stress du
RE, semblent activer I’autophagie. En effet, en réponse a 1’hypoxie, I’activation de PERK
entraine la transcription des genes codant deux protéines de I’autophagie LC3 (pour « Light
Chain 3 ») et Atg5 via I’action respective des facteurs de transcription Atf4 (pour « Activating

transcription factor 4 ») et Chop sélectivement traduits (Rouschop et al., 2010).
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Plusieurs études ont mis en évidence un « cross-talk » entre 1’autophagie et la réponse
au stress du RE (Yorimitsu et al., 2006; Kawakami et al., 2009; Senft and Ronai, 2015). Dans
ce sens, il a été démontré que la voie IRE1a est nécessaire a 1’activation de I’autophagie (Ogata
et al., 2006) et que les fibroblastes embryonnaires de souris déficientes en IREla présentent
une absence d’accumulation de LC3 (facteur clé de 1’autophagie), suite au traitement avec la
thapsigargine pour induire un stress du RE. Cependant, d’autres études ont révélé une

inhibition du flux autophagique suite a un stress prolongé du RE (Lee et al., 2012).
iii. L’Autophagie et la différentiation plasmocytaire

L’autophagie est un processus de dégradation hautement régulé impliqué dans le
renouvellement des organites intracellulaires et peut €tre une voie alternative dont dispose la
cellule pour éliminer les protéines mal repliées qui s’accumuleraient dans le RE. Cette voie
participe ¢galement a la régulation de I’'immunité innée et adaptative (pour revue Levine et al.,

2011).

Récemment, 1’équipe de Cenci, a ¢tudié son rdle au cours de la différenciation
plasmocytaire (Pengo et al., 2013). En effet, les souris Atg5”" CD19-Cre, présentant une
délétion conditionnelle (KO) du geéne Atg5, acteur majeur de 1’autophagie, dans les cellules B
matures, produisent moins d’Ig en réponse a des immunisations de type T-dépendant et T-
indépendant. En parallele, une autre étude a confirmé ces observations en montrant dans le
méme modele KO de souris, une baisse des anticorps produits suite a une stimulation

antigénique (Conway et al., 2013).

Autour de cette thématique, nous avons développés au laboratoire des projets qui
consistent a évaluer I’effet des Ig tronquées sur I’activation de I’autophagie. Nous supposons
que les cellules B et PC survivants chez les souris produisant des Ig tronquées pourraient activer
I’autophagie comme un moyen de survie et pour limiter le stress dii a la production de ces

protéines mal repliées par les cellules plasmocytaires (cf Résultats, Article 2).

8- Dyscrasies des plasmocytes

La prolifération anormale des PC est une situation assez fréquente observée chez

environ 5% de la population agée (>50 ans) (Dispenzieri et al., 2010). Les formes malignes des
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Figure 31 : Le développement du Myélome Multiple (MM)

Le développement du myélome multiple (MM), a partir d'une cellule B post-GC, est un
processus multi-étapes commencant le plus souvent par des stades indolents nommés MGUS
(Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance) et SMM (Smoldering Multiple
Myeloma). La progression vers un MM se traduit par une accumulation importante de clones
plasmocytaires dans la moelle osseuse et I’apparition de signes cliniques (douleurs osseuses...).
A un stade tres avancé de la maladie, le MM peut évoluer vers une leucémie plasmocytaire et
une prolifération extramédullaire du clone tumoral. Les remaniements génétiques fréquemment
retrouvés dans les cellules de MGUS, SMM et MM incluent des translocations chromosomiques
impliquant les genes de chaines lourdes d’Ig (IgH) et I'hyperdiploidie. Le nombre d'altérations
génétiques secondaires augmente au cours de la progression du MGUS vers le MM. D’aprés
Kumar et al., 2017
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dyscrasies plasmocytaires sont en revanche plus rares et concernent, par ordre de fréquence, le

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

i. Le Myélome Multiple (MM)

Le MM est un cancer des plasmocytes, actuellement incurable, caractérisé par la
présence des clones tumoraux dans les niches de la moelle osseuse. Le MM représente environ
1% de tous les cancers et 13% de toutes les hémopathies malignes (Rollig et al., 2014). Chez
presque tous les patients atteints de MM, la maladie est caractérisée par un taux élevé de la
sécrétion d’Ig monoclonales. L'age médian des patients atteints de MM est de 65 ans (Kyle et
al., 2003; Lin et al., 2004). Cette pathologie affecte plus les hommes que les femmes (rapport
3:2). La durée médiane de survie apres le diagnostic est de trois a cinq ans (Fonseca et al.,
2009). Bien que des facteurs génétiques et environnementaux semblent impliqués, la cause de
ce cancer reste jusqu’ici méconnue. Le MM est généralement précédé par une tumeur bénigne
nommée gammapathie monoclonale de signification indéterminée ou MGUS (pour
« Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance »), présente chez 1% des adultes de
plus de 25 ans (Figure 31) (Rollig et al., 2015; pour revue Kumar et al., 2017). Le MGUS est
caractérisé par la présence d’un pic d’Ig monoclonal dans le sérum, mais il est impossible
d’empécher sa progression ou de prédire quand la progression vers un MM se produira. Les Ig
monoclonales sécrétées par les cellules de MGUS ou de MM sont par ordre décroissant : IgG
> [gA > chaines 1égeres seules > IgD > IgM et exceptionnellement des IgE. Le MM se distingue
du MGUS par une teneur élevée de cellules tumorales intramédullaire (>10%), le
développement des 1€sions osseuses, une calcémie élevée, une anémie, une immunodéficience
et une atteinte de la fonction rénale (criteres « CRAB ») (International Myeloma Working
Group, 2003). En effet, les atteintes rénales apparaissent fréquemment suite aux dépdts d’Ig
monoclonales (Hutchison et al., 2012). Les cellules de myélome sont principalement de type
post-GC et présentent un taux ¢levé de SHM et une grande proportion d’évenements de CSR.

En effet, seulement 1% des cellules de MM sont de type IgM (Kuehl and Bergsagel, 2012).

Comme les plasmocytes sains a longue durée de vie, les cellules de MM ont subi de
nombreux événements induisant des cassures de I’ADN : les recombinaisons V(D)J, les
hypermutations somatiques et la commutation de classe (Kuehl and Bergsagel, 2012). Les
erreurs produites au cours de ces processus peuvent conduire a des réarrangements
chromosomiques aberrants, comme des translocations qui favorisent le développement

tumoral. L’instabilité génomique apparait des les premiéres étapes du développement du MM
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et augmente avec la progression de la maladie (Figure 31). Chez environ 50% des patients
atteints de MGUS et 65% des patients atteints de myélome, des translocations au niveau du
locus IgH peuvent étre observés sur le chromosome 14932 et l'un des cinq chromosomes
partenaires, 11q13 (la cycline D1, la plus commune a toutes les formes de prolifération
plasmocytaire), 4p16.3 (FGFR3 pour « Fibroblast Growth Factor Receptor 3 »), 16923 (c-
maf), 20q11 (mafB) et 6p21 (la cycline D3), (Facon et al., 2001; pour revue Bergsagel and
Kuehl, 2001; Avet-Loiseau et al., 2007; Walker et al., 2013; Mikulasova et al., 2017). D’autres
translocations impliquent les loci de chaines 1égéres, IgLA (22q11) et Iglk (2p12); elles sont

moins fréquentes et moins étudiées.

Les premiers médicaments utilisés pour traiter le MM ont été développés dans les
années 1960. Des lors, plusieurs composés ont été introduits pour lutter contre ce cancer tel
que les agents alkylants (melphalan, cyclophosphamide) et les glucocorticoides (prednisone et
la dexaméthasone). La plupart de ces agents sont relativement inefficaces s’ils sont administrés
seuls (Kyle et al., 2003; Moreau et al., 2012). Actuellement, le traitement de choix du myélome
est la chimiothérapie suivie d’une greffe de cellules souches hématopoiétiques (HSCT pour
« Haematopoietic Stem Cell Transplantation »). Ces dernic¢res années ont vu I’apparition d’une
nouvelle molécule prometteuse dans le traitement du MM : le bortézomib. Cette molécule a
une tolérance acceptable et peut €tre utilisée successivement ou en combinaison avec d'autres
médicaments en vue d’une meilleure efficacité (Kyle et al., 2003). Aujourd’hui, le bortézomib
est classiquement utilis€ en premiere ligne de traitement du MM en combinaison avec des
chimiothérapies plus classiques (Melphalan et corticoides en particulier). L’effet pro-
apoptotique présumé du bortézomib serait provoqué par une accumulation excessive d’Ig mal
repliées dans les plasmocytes. Cette surcharge de protéines aberrantes pourrait induire un stress
UPR terminal et expliquer la forte sensibilit¢ des cellules de MM aux traitements par
inhibiteurs du protéasome (Meister et al., 2007; Zhou et al., 2014). D’autre part, des inhibiteurs
du protéasome de nouvelle génération, potentiellement moins toxiques ou plus efficaces que le
bortézomib, font leur entrée en thérapeutique humaine. On peut citer par exemple le
carfilzomib (Kyprolis™), I'ONX-912, I'ixazomib (MLN-978), le marizomib, et le delanzomib
(CEP-18770) (Metcalf et al., 2014; Ria et al., 2014; Rollig et al., 2015; Richardson et al., 2017).

Les progres thérapeutiques tels que les greffes de moelle osseuse et les médicaments
tels que le bortézomib et le 1énalidomide ont amélioré le pronostic, mais la plupart des patients

rechutent finalement. Cela a conduit a la recherche de nouvelles cibles dans la

pharmacothérapie. L'une de ces cibles est la glycoprotéine CD38 que 1'on trouve sur les cellules
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de MM. Dans ce sens, le Daratumumab (Darzalex®), qui est un anticorps monoclonal IgG1k
humain, se lie a I’épitope unique de CD38 et provoquait la mort des cellules tumorales
exprimant CD38 (de Weers et al., 2011). Des nouveaux essais précliniques ont montré que le
Daratumumab provoquait la mort des cellules de MM par des mécanismes multiples, y compris
la phagocytose cellulaire dépendante d’Ac et I’apoptose (de Weers et al., 2011; Overdijk et al.,
2015, 2016).
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Figure 32 : Les séquences consensus impliquées dans I’épissage

Emplacement des séquences consensuelles au niveau des sites d'épissage situés en 5’ (donneur)
et 3’ (accepteur), et du site de branchement intronique. A noter la présence de nucléotides
invariants introniques : GU et AG (soulignés ou bleu), respectivement pour les sites 5° et 3’ et, A
(gras ou rouge) correspond au point de branchement. La distance optimale entre celui-ci et le site
3’ d’épissage est indiquée. Y: pyrimidines: C, U ; N: A, C, G, U ; R: purines: A,G. Adaptée
d’aprés Pozzoli et Sironi, 2005; et Houdayer et Stoppa-Lyonnet, 2005)
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Chapitre 2. Epissage alternatif et surveillance des transcrits
d’Ig non-productifs

1- Epissages des ARN pré-messagers (« Splicing »)

Il existe trois types d’ARN polymérases (« ARN pol ») qui interviennent dans la
synthése d’ARN : (1) I’ARN pol I pour les ARN ribosomiques transcrits dans le nucléole (288,
18S et 5,8S) (Werner et al., 2009), (2) ’ARN pol II pour les pré-ARNm (pour revue Plaschka
etal., 2016) et (3) I’ARN pol III pour les ARN de transfert et les petits ARN (pour revue White,
2011). La transcription d'un gene par I’ARN pol II conduit a la synthése d'un ARN pré-
messager (pré-ARNm) qui subit plusieurs modifications covalentes dans le noyau avant

d’atteindre le compartiment cytoplasmique sous forme d’un ARN messager (ARNm).

L’épissage des pré-ARNm consiste a éliminer les séquences introniques. Ce processus
nécessite 1’assemblage dynamique du complexe ribonucléoprotéique (RNP pour
« RiboNucleoProteins »), connu sous le nom de ‘spliceosome’, qui catalyse 1’élimination des

introns et la ligature des régions codantes (pour revue Wahl et al., 2009).

Il existe trois déterminants de séquence qui sont requis pour la reconnaissance et
I’élimination des introns par la machinerie d'épissage : (1) le site donneur d'épissage en
extrémité 5° : GU (5'ss pour « splice site »), qui marque la jonction exon/intron du pré-ARNm,
(2) le site accepteur d'épissage a I’extrémité 3’: AG (3'ss) qui se trouve au niveau de la jonction
intron/exon et (3) la région du point de branchement, région riche en pyrimidines, située entre
20 et 40 nucléotides en amont de 1'extrémité 3' de l'intron (pour revue Wabhl et al., 2009). La

Figure 32 représente les motifs consensus de ces régions.

i. La réaction d’épissage

L’épissage d’un pré-ARNm nécessite deux réactions de transestérification durant lequel
une liaison phosphodiester est échangée contre une autre (Moore and Sharp, 1993). Au cours
de la premicre étape, le groupement 2’hydroxyle libre de l'adénosine (A) du point de
branchement attaque le groupement phosphate de la guanosine (G) du site 5’ d’épissage, ce qui
aboutit a la libération de I’exon 5' et a la formation d’un intermédiaire en « lasso ». Dans la

seconde étape, une autre attaque nucléophile se produit entre le groupement 3’hydroxyle de
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Figure 33 : Assemblage du spliceosome et réactions d’épissage

— exon RYES

(1) La ribonucléoprotéine (RNP) U1 se lie au site donneur d’épissage 5’ss de I’exon en amont,
tandis que la protéine U2AF et le facteur d’épissage SF1 se lient au point de branchement BPS, a
la protéine PPT et au site 3’ss accepteur de I’exon en aval. L’interaction entre U1 et U2 conduit a
la formation du pré-spliceosome.

(2) La premiere réaction d’épissage entre les deux exons est réalisée apres le recrutement du
complexe ribonucléoprotéique U4/5/6 par une attaque nucléophile de 1’adénosine (A) existant
dans BPS sur le site 5’ss de I’exon en amont.

(3) L’intron sous forme de « lasso » est alors formé. La deuxieéme réaction d’épissage est une
attaque nucléophile entre le groupement libre 3’ hydroxyle (OH) du site 5’ss de I’exon en amont
et le groupement phosphate au niveau du site 3’ss de I’exon en aval.

(4) Finalement, I’intron en lasso est libéré et les deux exons sont ligaturés.

ss : splice site; U2AF : U2 Auxiliary Factor; SF1 : Splicing Factor 1; PPT : Polypyrimidine tract;
BPS : branch point site. D’aprés Gallego-Paez et al., 2017
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I'exon 5' et le groupement phosphate de I'exon 3', ce qui permet la ligature des deux exons et la

libération de l'intron en lasso (Figure 33).

ii. Le spliceosome

Les sites d’épissage sont caractérisé€s par des petites séquences plus ou moins proches
de séquences consensus en 5’ et en 3’ des régions introniques ainsi que par des points de
branchement. La séquence consensus d'un site 5' d'épissage est la séquence GURAGU ou le R
est une base purique (A ou G). La séquence consensus d'un site 3' d'épissage est formée par
une succession de bases pyrimidiques (C ou U : cytosine ou uracile) se terminant par une
séquence CAG en amont de I’exon. Le point de branchement de I’épissage, est présent a 20-50
nucléotides en amont du site d’épissage en 3’ (pour revues : Sharp, 1985, 1987; Pozzoli and
Sironi, 2005; Pettigrew and Brown, 2008; Galej et al., 2014). Ces sites d’épissage sont

reconnus par le spliceosome (Figure 32).

Le spliceosome est un complexe moléculaire constitué de cinq ribonucléoprotéines
nucléaires appelées snRNP (pour « small nuclear RiboNucleoProteins ») riches en Uridine :
Ul, U2, U4, US et U6, et plus de cent-cinquante autres protéines associées (Nilsen, 2002;
Gallego-Paez et al., 2017). Le spliceosome contient également des protéines impliquées dans

la transcription, dans le processus de clivage/polyadénylation et dans 1I’export des ARNSs.

La réaction d'épissage fait intervenir 8 ARN hélicases hautement conservées (« RNA-
dependent DExD/H-box Helicases ») : Sub2/UAPS56, Prp5, Brr2/U5-200K, Prp28/U5-100K,
PRP2, Prpl6, Prp22, Prp43) qui agissent lors de 1’assemblage du spliceosome afin de
promouvoir des interactions ARN-ARN, ARN-protéines et protéines-protéines (pour revues :

Staley and Guthrie, 1998; Cordin et al., 2012).

L’assemblage des différents complexes du spliceosome sur le pré-ARNm se fait en
plusieurs étapes successives (pour revue Wahl et al., 2009). La premiere étape correspond a la
liaison de la snRNP U1 avec le site donneur d’épissage. Cette liaison se fait par appariement
de quelques nucléotides (4 a 7) entre le snRNP U1 et le site 5° donneur. La liaison est stabilisée
par les protéines de la snRNP Ul ainsi que par d’autres protéines (Puig et al., 1999). Lors de
cette méme étape, les protéines SF1/BBP (pour « Splicing Factor 1 / Branchpoint Binding
Protein ») et U2AF (pour « U2 Auxiliary Factor 2 ») lient respectivement le point de
branchement et la séquence polypyrimidine. U2AF est composée de deux sous unités, dont

U2AF65 qui lie la protéine SF1/BBP et U2AF35 liant le site accepteur en 3’. Cet ensemble
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Figure 34 : Représentation schématique du modéle d’assemblage séquentiel du
spliceosome

La maturation d’un pré-ARNm contenant deux exons et un intron est représentée.
L’épissage conduit a la jonction des exons et a la libération de 1’intron structuré en forme
de « Lasso ». Les complexes macromoléculaires correspondant aux intermédiaires
d’épissage: complexes E, A, B, B* et C sont représentés. Adaptée d’aprés Sufié-Pou et
al., 2017
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mettant en exergue les 3 sites essentiels a 1’épissage constitue le premier complexe du
spliceosome appelé complexe E (Krimer and Utans, 1991; Zamore et al., 1992; Berglund et
al., 1998; Wu et al., 1999).

En présence d’ATP, I’interaction entre snRNP U2 et le point de branchement, forme
ensuite le complexe A (Figure 34) (Barabino et al., 1990; Chiara et al., 1996). Puis, snRNP
U4/U6 et US sont recrutées ensemble pour constituer le complexe B. A ce stade, le complexe
B demeure inactif et ne peut pas réaliser les réactions de transestérification. Lorsque snRNP
Ul et U4 quittent ce complexe, un réarrangement conformationel confére une activité
catalytique au complexe B*. Le spliceosome effectue alors la premiere réaction de
transestérification générant le complexe C (Figure 34). Enfin, un autre réarrangement permet
d’effectuer la deuxieme réaction de transestérification (Konarska et al., 2006). Une fois cette
réaction accomplie, le spliceosome se dissocie libérant I’ARNm et les différents snRNP, et un
complexe de jonction exon-exon EJC (pour « Exon Junction Complex ») vient s’ajouter dans
une région située a environ 24 nucléotides (nt) en amont de la jonction d’épissage (Tange et
al., 2004; Le Hir and Séraphin, 2008). Les interactions entre les snRNP U2, U5 et U6 avec le
pré-ARNm sont alors stabilisées permettant aux snRNP d’étre recyclés et assemblés pour une

nouvelle réaction d’épissage (pour revue Suiié-Pou et al., 2017).

2- L’épissage alternatif

Depuis la mise en évidence de I’épissage alternatif (AS pour « Alternative Splicing »)
par Gilbert (Gilbert, 1978), ce processus, par lequel une séquence génomique unique est
capable de produire de multiples ARNm codant des protéines distinctes, est considéré comme
la source principale de diversification du protéome (pour revue Soller, 2006). L’AS peut
participer également a la régulation de l'expression génique par modification du cadre de
lecture et introduction de codons de stop prématurés (PTC pour « Premature Termination
codon ») : AS couplé a la dégradation par NMD (AS-NMD), ou par modification des régions
non traduites des ARNm en 5” ou en 3’ (UTR pour « UnTranslated Regions ») affectant la
stabilité, la localisation ou 1’efficacité de la traduction (Lejeune and Maquat, 2005; Stamm et
al., 2005). De nombreuses mutations perturbant le processus d'épissage et inductrice d’AS sont

impliquées dans de multiples pathologies (pour revue Cooper et al., 2009).
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Les exons constitutifs sont représentés en vert et les exons alternatifs en violet. Les lignes en
pointillé représentent les options d'épissage. Adaptée d’apres Sufié-Pou et al., 2017
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i. Les différents types d’épissage alternatif

Les profils d’utilisation des sites donneurs (5”) et accepteurs (3°) d’épissage donnent
lieu a plusieurs types d’AS listés ci-dessous (Figure 35) (Keren et al., 2010; pour revue Suiié-

Pou et al., 2017; Bergsma et al., 2018) :

¢ Les exons définis par des promoteurs alternatifs : L’initiation de la transcription

au niveau de promoteurs différents, dits alternatifs, donne lieu a différents ARNm.

¢ Les exons cassettes : C’est le cas le plus fréquemment rencontré. Quand un exon est
bordé par des sites 5’ et 3’ alternatifs, on ’appelle exon cassette. Cet exon est soit inclu soit
exclu lors de I’épissage, le dernier cas correspond a un phénomene de « saut d'exon » et

représente 40% des événements d'AS chez les eucaryotes supérieurs.

e Les exons mutuellement exclusifs: Ces exons ne sont jamais présents
simultanément dans un ARNm ; un seul exon (ou groupe d’exons) sera donc retenu lors de
I’épissage. Les exons concernés étant généralement de taille similaire, la longueur des ARNm
générés varie peu. En revanche, la fonction des protéines codées par ces différents ARNm est
généralement modifiée. Par exemple, ce type d’AS intervient dans la régulation tissulaire de
I’expression de la P-tropomyosine, avec inclusion de I’exon 6A dans les cellules non
musculaires, et de ’exon 6B dans les cellules musculaires (Libri et al., 1989). Un AS de ce
type touchant 2 groupes d’exons constants Cp et Co intervient dans les cellules B matures
naives. Le long transcrit primaire IgH dans lequel les exons sont mutuellement exclusifs avec
les exons C (Figure 7). Comme indiqué précédemment dans le chapitre 1, les cellules B
matures co-expriment des IgM et des IgD a leur surface, puis I’expression d’IgD diminue apres
leur activation antigénique. Pour exprimer une IgD, les exons Cu (groupe de 6 exons : Cul,
CH2, CH3, Cu4, M1, M2) sont exclus lors de 1’épissage du transcrit primaire IgH (Figure 7)
(Moore et al., 1981; Maki et al., 1981; Mountz et al., 1990; pour revue Chen and Cerutti, 2011).

¢ Les exons définis par des sites 5’ ou 3’ d’épissage alternatifs : Les exons peuvent
posséder deux sites 5’ ou deux sites 3’ d’épissage, qui sont en compétition pour €tre reconnus
par le spliceosome. Les exons générés peuvent ainsi €tre raccourcis ou rallongés par utilisation
de différents sites d’épissage. Ces éveénements ont lieu sur le pré-ARNm de Bcl-x chez

I’Homme ou deux sites 5° d’épissage sont présents (Boise et al., 1993).
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e La rétention d’intron: La machinerie d’épissage peut ignorer certains sites
d’épissage, aboutissant ainsi a la conservation de I’intron au niveau de ’ARNm. Cette
séquence intronique pourra ainsi étre traduite ou introduire un PTC. La rétention d’intron est
la forme d’AS la plus rare chez les vertébrés et les invertébrés, constituant moins de 5% des
événements, en revanche c’est le mode le plus utilisé chez les plantes, les champignons et les

protozoaires (pour revue Berget, 1995)

¢ Les exons composites internes/terminaux : Cette situation fait intervenir un site 5’
d’épissage interne suivi d’un site de polyadénylation « poly (A) ». Ainsi ces exons peuvent étre
utilisés comme des exons internes lorsque le site 5° d’épissage est reconnu, ou comme des
exons terminaux quand le signal de poly(A) est sélectionné. Ce profil d’épissage est utilisé lors
du passage de la forme membranaire a la forme secrétée des chaines lourdes d’Ig. (Figure 27)
(Tsurushita and Korn, 1987). Dans les lymphocytes B, ’exon Cu4 est utilisé en tant qu’exon
interne épissé sur les exons de membrane M1 et M2, alors que dans les plasmocytes, ce méme
exon est considéré comme un exon 3’ terminal et code des IgM sécrétées. Ainsi, la
différentiation ~ plasmocytaire = s’accompagne d’une modification du site de
clivage/polyadénylation (poly A) a I'extrémité 3' du pré-ARNm IgH (Alt et al., 1980; Early et
al., 1980; Lamson and Koshland, 1984; pour revue Santos et al., 2011).

ii. Régulation de I’épissage alternatif

La régulation de I’AS fait intervenir des éléments régulateurs, agissant en cis et/ou en
trans, qui représentent des cibles thérapeutiques intéressantes pour moduler 1’épissage de genes
impliqués dans de nombreux cancers et maladies génétiques (Garcia-Blanco et al., 2004; House

and Lynch, 2008; Zaharieva et al., 2012).

¢ Les éléments cis-régulateurs

Les séquences cis régulatrices participent a la régulation de I’AS et sont généralement
présentes en plusieurs copies le long du pré-ARNm. Ces séquences, généralement conservées
entre les especes, peuvent étre situées en amont ou en aval des exons régulés par AS. Ces
éléments régulateurs, localisés dans les séquences introniques ou exoniques, sont répartis en
quatre catégories : les séquences exoniques activatrices d’épissage (ESE pour « Exonic
Splicing Enhancers »), les séquences exoniques inhibitrices (ESS pour « Exonic Splicing

Silencers»), les séquences introniques activatrices (ISE pour « Intronic Splicing Enhancers »)
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Figure 36 : Les différentes séquences régulatrices d’épissage des pré-ARNm

Représentation schématique d’un transcrit primaire et des éléments cis-régulateurs qui contrdlent
I’épissage. Ces séquences peuvent é&tre activatrices (ESE et ISE : exonic/intronic splicing
enhancers) ou inhibitrices (ESS et ISS : exonic/intronic splicing silencers) d’épissage. Les
facteurs d’épissage (SF : splicing factors) agissant en trans sont également représentés. La
fixation de ces derniers sur les éléments ESE et ISE favorisent 1’inclusion de ’exon alternatif,
alors que ceux fixés sur les séquences ESS et ISS inhibent 1’épissage de I’exon alternatif et
favorise son exclusion. SF: Splicing Factors; ESE: Exonic Splicing Enhancer; ISE: Intronic
Splicing Enhancer; ESS: Exonic Splicing Silencer; ISS: Intronic Splicing Silencer. Adaptée
d’apres Gallego-Paez et al., 2017
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et les séquences introniques inhibitrices (ISS pour « Intonic Splicing Silencers») (Figure 36)

(pour revue Gallego-Paez et al., 2017).

Les ESE sont généralement liés a la famille des protéines SR (pour « Serin Arginin
rich ») et favorisent I’assemblage du spliceosome et l'inclusion des exons (Garcia-Blanco et
al., 2004). A I’inverse, les ESS sont reconnus par des protéines de la famille hnRNP (pour
« Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins ») qui bloquent 1’assemblage du spliceosome et
répriment l'inclusion des exons (Garcia-Blanco et al., 2004). Les séquences introniques ISE et
ISS ont des fonctions similaires a leurs homologues exoniques. Les ISS sont reconnus par des
protéines de la famille des hnRNP, comme les protéines hnRNP I (ou PTB), hnRNP Al ou
hnRNP L (pour revue Matlin et al., 2005). Les ISE, quant a eux, sont reconnus par la protéine
hnRNP L (Hung et al., 2008) et par d’autres protéines de la famille des hnRNP. Ces séquences
cis régulatrices peuvent donc exercer des effets activateurs ou inhibiteurs en recrutant des

facteurs trans régulateurs.

e Les éléments trans-régulateurs

I1 existe deux grandes familles de protéines régulatrices d’épissage : les protéines SR et
les protéines hnRNP (Mayeda et al., 1999). Les protéines SR constituent la famille la plus
étudiée qui comprend plus d’une vingtaine de membres, dont les plus connus sont SRp20,
SRp30c, 9G8, SRp40, SRpS5, SRp75, ASF/SF2 et SC35 (Zahler et al., 1992; pour revue Long
and Caceres, 2009). Les protéines SR contiennent un ou deux domaines de liaison a I’ARN de
type RRM (pour « RNA Recognition Motif ») suivis par un domaine protéique RS (pour
« Arginine (R)-Serine (S) ») riche en dipeptides répété€s Arginine/Sérine. Le domaine RS peut
étre phosphorylé, agissant ainsi sur I’activité en facilitant les interactions protéine-ARN et
protéine-protéine nécessaires au recrutement du spliceosome (Mayeda et al., 1999; pour revue

Shepard and Hertel, 2009).

Les protéines hnRNP sont tres abondantes dans la cellule et inhibent généralement
I’épissage. Cette famille comprend au moins une vingtaine de membres dont hnRNP Al ou L,
B, C, F, G, H, K, et hnRNP I aussi appelée PTB. Les hnRNP jouent des rdles variés, allant de
la régulation de I’épissage a la maturation des extrémités 3° des ARNm (Bagga et al., 1998), et
pouvant s’étendre a la transcription (Du et al., 1998) ou a la traduction (Ostareck et al., 1997,
Collier et al., 1998; Ostareck-Lederer and Ostareck, 2004). La protéine hnRNP A1 a également
été décrite pour jouer un role dans la conservation de la longueur des télomeres (Dallaire et al.,

2000).
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Il a été démontré que I’exon variable 4 (v4) du géene humain CD45 contient un ESS qui
permet la fixation d’hnRNP L et I’exclusion de cet exon par un épissage alternatif de type «
saut d'exon » (Rothrock et al., 2005). CD45 est un récepteur tyrosine phosphatase exprimé
spécifiquement a la surface des cellules hématopoiétiques et de leurs précurseurs. Le transcrit
CD45 est composé de trois cassettes d’exons variables (exons 4, 5 et 6) qui codent pour trois
isoformes différents : CD45RA, RB et RC (Alexander, 2000; McNeill et al., 2004; Liu et al.,
2006). Dans les lymphocytes B, les trois exons de CD45 sont inclus aprés I’épissage donnant
lieu a B220 ou a CD45RABC (Cyster et al., 1996). Les cellules T naives expriment des
isoformes incluant une (CD45RB) a deux (CD45RAB/CD45RBC) cassettes d’exons (Beverley
et al., 1992; McNeill et al., 2004). En revanche, les lymphocytes T mémoires expriment

I’isoforme CD45RO dépourvue des trois exons.

Dans le but d'identifier les différents régulateurs d’épissage au cours de la maturation
des cellules B, le groupe de Rao a réalisé une analyse comparative des profils transcriptomiques
des PC de la moelle osseuse et des cellules B naives. Cette analyse a révélé une augmentation
significative dans les PC, de I’expression du facteur hnRNP LL (pour « Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein L-like ») et du facteur d’élongation de la transcription ELL2 (Benson et al.,
2012). Le facteur hnRNP LL intervient dans I’exclusion de I’exon 4 de la protéine CD45 au
cours de la différenciation plasmocytaire, ce qui se traduit par une diminution de I’expression
du B220 (isoforme CD45RABC) (Chang et al., 2015). En revanche, hnRNP LL se lie aux
transcrits IgG2b et favorise une augmentation de lisoforme membranaire. De facon
intéressante, 1’expression d’ELL2 neutralise I’effet d’hnRNP LL sur les transcrits d’Ig et
permet d’augmenter la production de 1isoforme sécrétée par les PC (Martincic et al., 2009;
Benson et al., 2012; Park et al., 2014). Ainsi, la production optimale de la forme sécrétée des

Ig dans les plasmocytes résulte d’une compétition entre différents éléments trans-régulateurs.

e Les régulateurs co-transcriptionnels

Le lien entre transcription et AS a été illustré dans de nombreuses revues (pour revues
: Proudfoot et al., 2002; Neugebauer, 2002). En effet, la phosphorylation du domaine carboxy
terminal (CTD pour « Carboxy-Terminal Domain ») de la grosse sous-unité de I’ARN pol 1I
influence le processus d’épissage. Dans ce sens, le groupe de Bentley a montré que I’épissage,
I’arrivée vers ’extrémité 3’ et la terminaison de la transcription sont tous inhibés en bloquant
le domaine CTD de I’ARN pol II (McCracken et al., 1997). La cinétique et/ou la processivité
de ’ARN pol II lors de la transcription peut réguler ’AS. Un modele putatif suggere que la
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Figure 37 : Modele de régulation de I’épissage alternatif par la vitesse d’élongation de
I’ARN polymérase I1

Selon ce modele, 1’épissage alternatif serait influencer par la processivité de la ARN pol II au
cours de la transcription. Ainsi, une élongation rapide conduit a I’élimination d’un exon alternatif
par saut d’exon (B), alors qu’une faible vitesse d’¢longation de ’ARN pol II autorise son
inclusion lors de I’épissage (A). Adaptée d’apres Le Hir et al., 2016
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vitesse d’¢longation de I’ARN pol II et sa capacité a marquer des temps de pause régule les
¢venements d’AS. Ainsi, si I’ARN pol II est peu processive ou si elle effectue une pause durant
I’¢longation, cela favorise I’inclusion d’exons alternatifs méme s’ils présentent des sites
d’épissage peu efficaces. A I’inverse, un fort taux d’¢longation de I’ARN pol II ou I’absence
de pause durant 1’¢longation se traduit par un phénomene de saut d’exon (Figure 37) (pour
revues : Nogués et al., 2003; Le Hir et al., 2016). L'exon 9 du gene CFTR (pour « Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator ») représente une exception a cette regle ou un faible

taux d’¢longation de I’ARN pol II favorise le saut d'exon (Dujardin et al., 2014).

e L’épissage alternatif et les modifications de la chromatine

Dans cette partie, nous allons discuter les changements touchant la chromatine, telles
que les modifications post-traductionnelles des histones (phosphorylation, acétylation, ou
méthylation), qui sont le reflet de I’activité transcriptionnelle et, par conséquent, jouent un role

décisif dans 1'épissage alternatif (pour revue Luco et al., 2011).

Ces marques chromatiniennes permettent de faire la distinction entre les introns, les
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