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ABREVIATIONS

Ac: anticorps
ADN: acide désoxyribonucléique

Ag: antigene

AID : cytidine déaminase induite aprés

activation

ARN: acide ribonucléique

ARNmM: acide ribonucléique messager
APEZX endonucléseapyrimidiquel

B: lymphocyte B

BCR récepteur des cellules B

BSARP B-cell specific activation protein
C: région constante

CAT: chloramphénicol acétyltransférase
CD40L: ligand de CD40

CG: centre germinatif

CSH cellule souche hématopoiétique
CSR commutation de classe

D: segment @ diversité

DNasd : désoxyribonucléase |

HAT: histone acétyltransférase

hs: site hypersensible a la DNase
HLH: hélicebouclehélice

IFN: interféron

Ig: immunoglobuline

KO : «knockout»: délétion de gene par
recombinaison homologue

LB: lymphome de Burkitt

LCR région de contréle du locus

LPS lipopolysaccharide bactérien

MARY NB3IA2Yy RQIYON)3IS t €I
MB : boite Myc

Néo': géne de résistance a la néomycine

NHEY 22y OiGA2y RQSEGNBYA(GSA
pb: paire de bases

PCR réaction de polymérisation en chaine

Pgk : promoteur de la phosphoglycérate

kinase

pVy : promoteur des régions variables des
OKIFnySa RQAYYdzy23ft 20dzZ Ay Sz
RAG:. géne activant la recombinaison VDJ

RFLP: polymorphisme de taille de fragment

de restriction

RSS séquence signal de recombinaison

S: région switch

SHM: hypermutation somatique

TCR récepteurdes cellules T

TdT: déoxynucléotidyltransférase

TGEF transforminggrowth factor

IgH: locus dechaly’ S 2 dzZNRS R QA Y Y UNG2uFatilzylycosilake/ S
IgL: locus de chaine [égéRQA Y Y dzy 2 3 f 2 & debgibn/V&riable

IL: interleukine

J: segment de jonction
Kb : kilobase

kDa : kilodalton

-/ - : homozygote négatif

+/+ : homozygote positif
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INTRODUCTION GENERALE




Le systeme immunitaire est un systeme de défense remarquable qui existe chez de
tres nombreux organismes mais dont la forme la plus évoluée est retrouvée chez les
vertébrés supérieurs. Il consiste en un ensemble de moyens (organes, tissus, cellules et
molécules) permettant a un organisme de reconnaitre et de tolérer ce qui lyregre (les
antigenes du soi) mais auskd reconnaitre et rejeter ce qui lui est étranger (les antigénes du
nonsoil / SGGS F2yOlGAz2y LISNX¥SG | Ay adme Bodttedes dzNB NJ
LI 6K238ySa O6RQ2NAIAYS o0 OGSNASYYyS>S @GANITES
RSNB It SYSyidia OStftdzZ F ANBa loz2dzirAaalyid t 1 Fz
de protection, la réponse immunitaire humorale repose sur la potidn de molécules
effectrices appelées immunoglobulines (Ig) ou anticorps et produites par les cellules de la
lignée lymphocytaire B. Ces molécules sont capables de lier spécifiquement un antigene en
@dzS RS tS ySdziNItAaSNI 2dz RS £ QSt AYAY SN

LesAYYdzy23ft206dzZf AySa az2yid RS& KSGOSNRRAYSNES
exprimées a la surface des lymphocytes B ou excrétées par les plasmocytes. Elles sont
composeées de deux chaines lourdes (H pour Heavy) identiques et deux chaines légeres (L
pour Light)identiques (Figure 1). Les chaines lourdes sont unies entre elles par un ou
plusieurs ponts disulfures. Les chaines légéres sont unies aux chairses|par un pont
disulfure proche de leur extrémité carbotgrminale. Chaque chaine est composée d'une
région constante C et d'une région variable V. L'association des domaines variables des
chaines lourdes et |égéres définit le site de fixation a I'émégtandis que les domaines
constants des chaines lourdes conférsespropriétés effectrices a I'immunoglobuline. La
plupart des vertébrés possédedeux types de chaines légéres, appélés S dui peuvent
s'associer a chacune des cing classes de ebaiourdesé k = 4 & h)!définissant
respectivement les IgM, IgD, IgG, IgEIgA. Chez la souris, les IgG sont subdivisées en sous

classes IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3.
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Figurel : Structure desmmunoglobulines.

A: wSLINBaSYydaladazy

i NA RA Y Sy & ALRy ghéifes BurddsQsinf § L 3

représentées en rouge, les chaines légéregane et les glycosylations en violet.

B: wWSLINBASYyuUl A2y

6 A RA Y Sy & h&@igng Sdridb®s dBQamfngs L 3 @

lourdes et Iégeres. CH, Ciégions constantes des chaines lourdes et Iégéres.

La différenciation lymphocytaire B repose surluiNR 3N} YYS O2Y L)X SES R

ASY Al dzS

O2yiUNBf I yiz

RQdzyS LI NI fF GNIFyaON

accessibité a des remaniements majeurs par recombinaison ou mutation. Outre les

recombinaisons V(D)J établissant le répertoire primatdes immunoglobulines, une

diversification secondaire résultant des recombinaisons de commutation de classe et de



f QK@ LISNXdzi I GA2Y &2YIF 0AljdzS &adz2NBASYG RIEya fSa
sous le contréle de multiples élémentisrégulateus agissant de facon synergique. Le locus

IgH, codant les chaines lourdes, constitue ainsi une zone critique pour des événements de
translocations chromosomiques aboutissant a la dérégulation trgstsmninelle

RQ2y 02 38y S djuxtapBsitath aux pdis&htiziddtivateurs transcriptionnels du locus

IgH.

Dans notre travajlnous nous sommes intéressésut particulierementau locus IgH
/| QSald LIR2dzNJjdz2A f QAYIGNRRAzOGA2Y oO6AO0f A23INI LIKAI

qui affectentcelocus.
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Il existe trois complexes génétiques distincts mis en jeu lors de la synthese
RQA YYdzy 2 3 263 AfyR@dant lesdchainésiégédred et le locus IgH codant les
chaines lourdes. Chaque complexe est posg& de segments variables (dg segments de
jonction (J) et de genes codant les régions constaritessegments de diversité (D) sont

propres auocus IgH

1.1 LOCI DES CHAINES LEGERES

1.1.1[ 2 Odza L 3°

Les génes des chaines légexesont situés sur le chromosome 6 chez la souris (sur le
OKNRY242YS H OKSIT «fnrb2ev ¥oifigupatidn §ernfinal€) deénpotted
140 segments ¥ (93 segments fonctionnels et 47 qaglogenes) répartis en 18 familles et 5
segments« (dont 4 sont fonctionnels). Ces segmentse¥ k codent la partie variable de la

chainelégérex. Un seul segmentiaode la partie constant@~igure?).

1.1.2[ 2 0dza L 3A<

Les génes de chaines légekesont situés sur le chromosome 16 chez la souris (sur le
OKNRY242YS HH OKSIT ftQK2YYSO0O® Lfa &2ydG NBLI N
paire desegmentsJ et C. (1 a 34 et Q.1 a G4). Le locus de la souris ne comporte que
trois segments ¥ ; le segment ¥m & QF a2 OA S LINE BtSRINS §ue lef SY Sy i
segmentVA2 et VA3 & Q| & préfétehtisllement a 2 ()4 et G4 étant défectifs)Figure
2).

1.2 LOCUS DES CHAINES LOURBHES

Le bcus des chaines lourdes, sitsar le chromosome 12 chez la souris (sur le

OKNRY242YS MBUOOKENSHSGKRYHdzNI LI dza RS GNRAA Y



segments \ (dont une partie de pseudogenesjegroupés en 15 familledpcalisés a

f QSEGNBYAGS pQ Rdz £20dza L3I t LINRPEAYAGS Rdz
(Chevillard et al., 2@). Pres de la moitié des segmentsappartiennent a la famille J558. Le

locus IgH comporte également 12 segmentseD4 segmentsylsuivis de huit genes codant

les régions constantes des 8 classes et 4ofisk 4 8 Sa& RQA Y:Yi,df2 Afy2op dzft Ay S
vH | = o¥(Fig8ré2). Chaque géne constant est composé de multiples exons codant les
domaines structuraux propres a chaque chaine lourde ainsilgsi régions charniergsour

certaines immunoglobulines. nin, des exons indépendants codent les régiongrain

cytoplasmiques etransmembranairepour chaque isotype.

Locudlg® (chromosome 6)

{HHF#{—HHHI |
L1
im Xy J c

Locuslg< (chromosome 16)

|1+ —H =1—H 1 H |
+t <3 J2 [/ <H J4/ <n x<mJl/ <m J3/ <o

Locus IgH (chromosome 12)

THHHHHHHH—H E}—E}—E}—E}—E}—E}—
VMXY 5SmMXYy J > 4 ‘1 ‘2b iz & 0

Figure2 : Représentation schématique des loci codant lgschez la souris.

Les segments variables V sont représentés en bleu. Les segments de diversité D sont en
violet, les segments de jonction J en vert et les génes constant®€lgmn

1.3 EXPRESSION AU COURS DU DEVELOPPEMENT B

IS4 3I8ySa RQA YOnzy/spédifiqRemelrt gxgrings dans la lignée
lymphocytaire B. lls ne sont pas fonctionnels dans leur disposition germsnalevront
RQIFI02NR &dzoANE RS Flee2y 2NR2YYSS Idz O2 dzNE



réarrangements somatiques aboutissant a une tperde matériel génétique. La
différenciation progresse de la périphérie vers le centre de la moelle osskssprincipales

étapesdu développement Peuventétre & dzA OA Sa A& SéaBayigerneBeslgdnesR S
RQL3I SiG RQIFLINB A& f,Q3a& dulifaBedde Na2 oéllyldedmarfjueurs Ld& NJi S
différenciation(Figure3).[ Q2 y (i 2 3 Sy § aBpeuRgbBaleehtf éfreddivi§éd en deux

étapes: une LIKI &S RS RAFFSNBYOALl GA Hy serdyioulg iy IRl y i S
moelle osseuse S dzyS LIKIFaS RS YIFddz2NI G§A2yY RSLISYRIY
conduisant aux cellules produisant des Ig ou aux lymphocytes B ménfetts.derniere a

lieu en périphérie (rate, ganglions lymphatiques et plagues de Peyer).

MOELLE OSSEUSE PERIPHERIE
LIKF&aS AYRSLISYRIYy:GS RS f QUKHASISRSLISY RI y

Précurse
myéloide,
calnexine \ u , H
. \V/; . \/
Igh Ig .| ou<
p (Précursedy __, Pre —>» { ProB ) — | PréB | —»
ymphoidg Pro-B /

D, V,DJ, V,DJ,

<+ Locus Igken configurationgerminale —»

A
v

il

LocilgLen configurationgerminale

Figure3: Différenciation lymphocytaire B.

CSH cellulesouche hématopoiétiqgu& :pfeudochaine légere(Meffre et al., 200Q)



1.3.1Le stade preoroB

Dans la moelle osseuse, les précurseurs B les plus immatures expriataniment
les marqueurs B220;cA G S / 5 mimentpds CR1IHADSeE L] 1991; Rok et
al., 1996) Ces cellules, appelées rdN2 . = y Q2y (i LI & Sy O02NB NBI N
expriment fortement le transcrigerminalJH1(appelé aussi pO(Li et al., 1996§Figure3).
Elles expriment trés faiblement les genes RAGt RAR, laissant ainsi supposejue

f Qr 00SaaAoAfAGS RSa 38y Sa RQL3I LINBOSRS QI Of

1.3.2Le stade preB

/] QSad t OSodzi BRSE (885 RBINNI yISySyida RSa =
entre un segment Pet un segmentJsur les deux alléles, aboutissant a un segment Od
premier événement caractérise le stade prax &G+ RS | dz O2 dz2NB Rdzj dzS
marqueur CD19 gparait Au cours des réarrangements pdine forme tronquée de la
protéine u (appelée Du, dépourvue de région variablg ¥st parfois produite par le
réarrangement du segment D 4 dans le cadre de lecture RF2. Lorsque cette protéine D
est formée, le deeloppement B est bloqué par un signal négatif transdiat. 3 h KQoriyi

and Nussenzweig, 1996)

Les cellules -B expriment les protéines Viar S < p péebdodhiSresS S a
f SASNBA0 S fLOHS depdtch R mahibidde dd c89 cellules en association
avec la calnexin@Nagata et al., 1997Une signalisation peuétre induite par ce complexe
permettant le recrutement de protéines tyrosines kinas#isa été montré que dans des
souris RAG2/- cette signalisation permetait f QI Olj dzA & A 0A 2y RS OSNI I Ay
pré-B (Nagata et al., 1997)

1.3.3Le stade pé-B

Un second réarrangement a lieu entten segment VY et le segmentDy; déja
réarrangé Ceréarrangementequiertdzy’ S | OO0SaaAo0Af A0S AYRdzZAGS LI
particuliéerement au niveau des segmentsl¥s plus distauxCorcoran et al., 1998; Hesslein

et al., 2003; Nutt et al., 19975i e réarrangement est productif Q! wbY Said F2y Ol



(cadre de lecture correcte) aine chaine lourde |@stproduite. 9 £ f S  HaQX pSeuddOA S
OKl ny$Sa tS3sNBa SiG ldzE LINRPGSAYSa L3I SiG LA
estexporté a la surface de la cellule. @ernierforme le récepteur des cellules p& (pré
BCR(Melchers et al., 1993Figured). Le stade prd3 est également caractéerisé pargdarte

des marqueurs it et CD43 et le début de I'expression du mangu€D25(Rolink et al.,

1994)

Contrairement au stade prB ou les réarrangements-D ont lieu sur les deux
chromosomes, les réarrangementd se produisent uniguement surun selikled Lt a Ql 3
RQdzy YSOIYyAAaYS RS Nigpes exclugiod diéliqus By pefmeétldaimel |y 4 3
OStftdzZ S RQs (i NES Y52 yLANSPLBSIOGT ALPNIBSU Sproljiudt® VDR Sudzy NS |
un alléle inhibele réarmngement V6 W & dzNJ  Qracdzé NdSsigrialf trarérhisSpar les
dzy AGS& (NI y@a RAADIG NRDOSAOALI8 A St | -clidikesdgerés. f 2 dzNR

mnnnfi[|nann

VA8 BUBULILIGLY

Figure4 : Représentation schématique du complexe formant le pgBER.
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1.3.4Le stade B immature

[ QS E LINE & a&-BCRypernketz2 |aJbEule de passer au stadivant ou les
réarrangements M &S RS Of SYOKSy G RQI 0 2WIe loaudzNJ & AS {f 230
NBEF NN} yaISYSyiGa ¢ vy 8e stadeyBiimnaturd est idrédnad (par Fad &
production de chaines légéres classiques qui vont remplacer les psbadites Iégéres et
donner naissance a une IgM de surfaCelleci confére a la cellule une spécificité donnée de
reconnaissance a l'antigene. Les lymphocytes B immatures sont alors sujets a un processus
de sélection négative ou les cellules possédant Idemmembranaires spécifiques pour les
antigenes du soi sont éliminées par apoptose. Les cellules qui survivent quittent la moelle
osseuse vers les organes lymphoides périphériques ou elles pourront sublierf@éres

étapes de maturation.
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2 GENERATION DU REPERTOIRE DES CELLULES B

2.1 LES RECOMBINAISONZ]

[ Sa NBIA2YyAEA OFENARIO6fSa RS& AYYdzy23af 206dz Ay
aS3YSyid +3X RQdzy aS3aySyid 53 D OMATSAYIRS (RIS
mécanisme appelé recombinaison V(D)J(Figureb). Le grand nombre de segments V, D et
J disponibles, les multiples combinaisons entre ces éléments (diversité combinatoire) ainsi
j dzS8 f QAYLINBOA&AZ2Y RS f{ S dzNdntriduent cisidéablamedtBR A &S N&

la multiplicité des immunoglobulines.

DH Cu
||i| |23 | i” Izsl ||| |231112I12I12 W'za” E“| Su IIII ||||

CH1 CHZH3CH4 ancrage
Réarrangement D vers J

ADN cellulgroB

Réarrangement V vers DJ

ADN cellulgréB —E

Expression

ARNmMu épissé

Figure5: Réarrangements des genes variables du locus IgH.
Les exons codant sont représentés par des rectangles gris, les introns par des traits fins, les

signaux de recombinaisons par des triangles, les promoteurs parfldelses et les
activateurs par desercles. (Dudley et al., 2005)
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Tous les segments V, D et J sont bordés par des séquences particafipedses RSS
(séquence signal de recombinaisofhaque RSS est constfué R Q dzytonaegsiiel ties
conservé de sept nucléotides (nep YS NB /! /! D¢ DO néull nudkttideg | dzi N
(nonamere ACAAAAACC). Ces deux motifs sont séparés par une séquence peu conservée de
12 ou 23 nucléotidegTonegawa, 1983) S& & SljdzSy O0Sa az2yid LINBaSyas
5Qdes génes J et flanquent les génegAyure5)® [ I NBO2Yo Ayl Ad2y yS
j dZQSYGNB w{{ L2aasSRIyd dzy &aSLI}I NI G§SdzNJ RS G Af
des réarrangements non désirés. Ainsi, chagegment D estlanqué du méme type de RSS
Sy pQ Sié Sy o0Q: y§ di@S Qzif29NA aw {y{i @2 WNBH (NANG ty'SaS N
Sy o0Q Si SOAGI yirdiolh irfFRNMéekict &.y189R QSE2y a +

Les recombinaisons V(D)J mettent en jeu une machinerie enzymatique composée des
protéines RAA et RA@ (pour «Recombingion Activating Gene)R2 y (i f QSELINBE & & A
RSGSOGSS jdzQl dzE aiGl RSa RS RSOSt 2 LInddty¥P)d R dzNF
(Oettinger et al., 1990; Schatz et al., 198%s protéines sont a elles seslesponsables du
confinement des réarrangements des genes du BCR et d(«TICéell receptor) aux seules
lignées lymphoides B et @t leur importance a été indiscutablement démontrigevivochez
la sourisEn effet,f QA y I O RABL au RAG, pari&combinaison homologue, conduit
a un blocage complet du déleppement Baux stades précocediombaerts et al., 1992;

Shinkai et al., 1992 QS ELINBE & & A 2 V -1 RSRA@Adrsy dbi ddéveloppdment
lymphocytaire B est strictement contrélée dzy' S LINBYASNB @I 3dzS RQSE
stade proB permettant les réarrangements au niveauldaus Igkpuis au stade prd pour

les réarrangements des genes de chaines légeres.

Les protéines RAG induisenine coupure endonucléolytiqueprécisément a
f QOSEGNBYAGUS RS f QKSLIiF YSNB® [ O2dzlidaex ISy s N
extréemités «codantes» en épingle a cheveux et deux extrémitésignal» phosphorylées
Sy (Rigre6). La résolutiondes extrémitédait appel a la voie NHEJd Non Hbmologous
End dining»), voieprédominanteRS NBLJ NI} 6§ A2y RS& OF a3dz2NBEad R2«
cellules de mammiféres. Ellmet en jeu plusieurs facteurs dont Ku70/Ku80, DIRKCs,
XRCC4, DNA ligase Artemis et Cernunno@udley et al., 2005) es deux extrémités signal
sonth 3dzSSa LI NJfl 5b! fA3FrasS L+ dFyRAA |jdzS S
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par Ku70 qui interagit avec Ku8Qe dernierrecrute la kinase DNRKcs quiforme un

complexe avedrtemisfacilitantf Q2 dzdS NI dzZNS RS&a &G NUzOapkkRBsSa Sy
ligase IV en complexe avec XRG&4vecpeut-étre Cernunnos un nouveau facteur qui
aSYoftS I O0A @GS NI(AhrReDIyletLds, 200@elientAled lexirdm®ds codantes

(Figure 6). La jonction codante est imprécise et peut comporter de courtes délétions,

f QI RRAGAZ2Y RS RdzZLX AOFGA2ya LI ftAYRNRYAIdzSa ol
nucléotides appelés Najoutées par laTdT(terminal désoxynucléotidyltransférayavant la

ligation des extrémités. Cette cascade de réaction alb@ula juxtaposition des segments
recombinants avec une importante flexibilité jonctionnelle (pour re&ehlissel, 2003;

Sekiguchi and Ferguson, 2006)

A.RAG1 et 2 B.Ku80 et 7@
——l ——l
D D J
J D % ; J

C.DNAPKCcs
; D.Lig4
A
rtemis \ XRCCA
DNAPKcs

D J

Jonction codante
(modifiée)

RAG1 et 2 @ Artemis °*Pp
Ku80 et 70@ XRCC4 (>(>
DNAPKcs Q Ligase w

Figure6 : Résolution degoupures double brin induites par les enzymes RAG.

«8@
T
O-6)
3

Jonction signal (précise)

A Les coupures induites pdes enzymeRAGL et RA@ se produisent au niveau des
séquences RSB:Ydzrn Sl Ydzyn &S tASy( | @EDNAPKdGNB YA (G S:
I NISYAa FlLOATAGSYlO € Q2dz@SNIdzZNE RSA&  alleNHzO G dzN.
RAG2. D: TdT ajoute des nucléaleés au niveau des extrémités codantes. XRCC4 et DNA

ligase IV relient les extrémités franches formées et produisent des jonctions codantes
modifiées (Dudley et al., 2005)
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2.2 HYPERMUTATION SOMATIQUE

Apres stimulation antigénique, une fraction dellaes B &ors activées initiela
forYF A2y RQdzy OSdaisN& orgaSdsMymphboided Périphériques (rate,
gangliondymphatiqueset plaques de Peye) / QSa i | dz aSAYy R&ro@S OSy
lieu deux processusupplémentairesde diversification du répertoire B Q K &tibdS NJY dzii
somatique(SHMpour « somatic hypermutatiorn) et la commutation isotypiquéCSRpour

« class switch recombinatios).

[ QK@ LISNX dzi I GA2Y &2 Yl UAdudakauldgsidyiBnBadizblés RS &
RSa 33§ y&aaéarRiyésHlle permetalorsS Sy (1dzSf £ SYSy G RQI dz3YSy
f QI yiA O2 N1LJa spédHiqleNgt Ib stlecfiah He3 elfufes B exprimant cet anticorps.

2.2.1 Sélection clonale

La rencontre avec un antigéne qui d&athe une réponse-dépendante entrainda
formation de centregierminatifs (CG) (pour revy®acLennan, 1994)Les CG ajpaissent
quelques jours apres la stimulation antigénique et persistdmtjuelques jours a quelques
aSYFLAySad Lt a &2y (onale deicelllids B &pédifiqubseeitbelsiegiia A 2y Of
f QK@ LISNXdzi | GA2Y &a2YlF GAljdzSE dzBRSdzNE RI2ywa di 6 (1 O2
réponse Tdépendante), de la sélection positivel négative (contre les anticorps de faible
FFFAYAGS 2dz | dzi 2 NBIF O0 A T idtion &l celljl& Bfm@moyfdRidzO G A 2 v
plasmocytesles CG sont constitgéde deux prties: une zone sombre et une zone claire
(Figure7)® [ Sa OSyGaNRofl aidsSa az2yd t20lftAasa RIya
YHaaAr@dSs SaG azyda tF  OAo ftaddisRe leb eiittotyd®NI6rdzl | G A 2
localisés dans la zonelaire et sont la cible de la commutation de classe (pour revue

(Rajewsky, 199%)

Les mécanismes de sélection des cellules exprirdas anticorps de haute affinité
sont particulierement stringents et font intervenir des interactions spécifiques avec des
cellules T reconnaissant le méme antigene. Les cellules B en prolifération dans le centre
germinatif expriment faiblement le geri&cl-2 et fortement la molécule de surface Fas. Elles
sontRSAGAYSSa t Y2dzN ) BIRASE PSSO ROQRyzi REE IA & BISA
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lymphocytes Tauxiliaires(Th) et les cellules dendritiques, qui leur délivrent des signaux de
survie et @ maturation parRS a4 NBOSLJi SdzNB | OO0S a4 & PpauNsBvae (St a
(MacLennan, 199%)

Circulation

q\ Complexe

immun

(f) Sélection
positive

(e) Mort
cellulalre

BCR——»
(d)Centrocyt

(a) Recrutement

(c) BCR
diversification

(b) expansion

Sélection
/ \ / Mémoire

Mort CHECK CHECK
POINT POINT
Zone claire
Diversification Rétention
Zone sombre

T l Recrutement
CONTROLE CONTROLE/

\ Expansion /

Figure7 : Cheminement des cellules B dans le centre germinatif.

B: lymphocyte B, FD€ OS¢t f dzf S& F2f t A Odzhdcrbplaye Le R&Bgma NA (0 A |j
du bas résume les étapes duultiplication et de sélection des cellules BMcHeyzer
Williams and Ahmed, 1999)
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Apres quelques semaines, le centre germinatif régresse et finit paardigpe. Les
cellules B survivantes expriment fortemeBtl2 et deviennent des cellules B résiduelles,
SELINAYLFY(l RS& AYYdzy23f20dzAf AySa YdzPssBual etRS (i NJ
al., 1994; Schittek and Rajewsky, 199%)es constituent le répertoire mémoire et ont une

durée de vie trés longue qui peut atteindre plusieurs moisugiplrs années.

2.2.2Mécanismes de la SHM et réle de AID

Une nouvelle protéine a été découvelie LJ- NJ ONA 6t I 3S &2dzad NI O/
dans une lignée B pouvant commutier vitro. Cette protéine,nommée AID « Activation
inducedcytidine deaminase), estexclusivement exprimée dans les centres germinaitifs
Vivo, ou apres stimulation de splénocytasvitro (Muramatsu et al., 1999)ll a été montré
gue AID est absolument indispensable pour la SHM et la[@&RAmatsu et al., 200; Revy
et al., 2000) Chez des souris déficientes en AéDdéveloppement B est normalgM et IgD
sont normalement exprimés. Cependant, les souris sont déficientes ptaurs les autres

isotypes malgré une transcription germingdMuramatsu et al., 2000)

[QFylfé&asS RS f{RQnsHcEss A hod@dgie 3véc APOBEC
APOBEQ estunesouslzy A0S OF G f&@GAljdzS RQdzy O2YLX;SES Yd
elle agitslzNJ f Q! wbY RS Apad AR & dinsiZteIbhRsidérde \ddhspuemier
GSYLIA O2YYS dzyS y2dz0SttS LINPUSAYS RQSRAGAZ2Y
O2RIylid RSa SyR2ydzOf SIFaSa AYLIAldzSSa Rlya Q.
RS f QK& LJAWddrdaisl di 4. 21¢99)Ce modéle est encore aujo®K dzA & 2 dzil Sy dz
f QS| dzA LIS CeReéddantR ¥ 2SELISNA Sy 0Sa L dza NB8OSyidSa a
RANB Ol SY S y@ranateirdd ef af),!2608; Chaudhuri et al., 2003; Dickerson et al.,
2003; PeterseMahrt et al., 2002; Pham et al., 2003En effef AID atraine une
déamination des cytosines (dC) en uracdeR ! 0 R | (aur révi(Hsénp et al., 2005;
Neuberger et al., 2008)Mais f Q dzNGuUYAXSSL & LI & dzy O2 YLJdaitt yia vy I
étre répare. WS S30G YBRS RS NI Ae(iparVés ynécanRiBes teQxréphthtiGnA f
et/ou de réparation, qui déterminer le devenir et le profil desutations introduites Figure

8). 9 la mutation est ignorée et considérée comme une thymine par les ADN polymérases

réplicatives, il y alorstransition CI'hT apres réplicationLa mutation peut, égalemenétre
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SEAYAYSS LI N f(UNGNEadtRaihsbun Sitt db@stjdek tidrnieeut étre la
cAof S RQdzyS Sy Rlghdel@dss& majetre det|® woiE BERBase Excision
Repaim), quiclivef Q! 5bd [ S& !'5b LI2f@YSNIasSa (NryatsSaa
des quatre nucléotides en fonction de leur spécificitdoutissant a ua transition, une

transversion ou a la reconstitution de la cytosineiaié (Figure8).

synthese
ADN

A

i

UracitDNA
glycosylase

synthese n In [”] I
T JEISmi

APendonulease

v
L00201 10

PolymerasédRPase

A

ADN

]

L0020 0
Réparation

Figure8:a2 R§f S RS RSIFYAYlFLGA2YyeAS f Q! 5b SG AYLI AC

APRendonuclease apyrimidic endonucleasaPE1dRPasey p QRS a2 E& NA 0 2 LK 2 & LIK
(Neuberger et al., 2003)
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La lignée humaine Ramos, @& SRI y i I O LJn Gthoa$té Rl & LIS NI d
LJ2 dzNJ S @I t dzS NAID @aksahlutke@dniexte? L tatk $le mutations observé dans
la région variable des différents clones eNP LI2 NI A2y y St | dzAIFA&SS | dz R
mutations induitespar AID semblent se localiser sur debotspots» riches en G ou ,C
souvent localisés dans des motifdzd (1 @ LIS wD, 2 2 dz AlDvd été®galer@ehtO i A 2 y
étudiée dans des hybridomes représentatifs du stade plasmocytaire. Cette étude a révélé
que AID ét A0 adzZFFAAlLIYGS L3R2dz2NJ Ay RdzA NB Qa&tidS NI dzi |
and Scharff, 2002)ll a également été démontré que cette protéine pouvait induire des
mutations dans des cellules non(Boshikawa etl., 2002) Ceci suggere guAID agirait

seule ou que lesofacteursnécessaires a son action sont ubiquitaires.
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2.3LA COMMUTATION ISOTYPIQUE

La spécificité antigénique des Ig est déterminée par les régions variables des chaines
lourdes et légeres des Ig. Les fonctions effectrices, en revanche, dépendent des régions
constantes deschaines lourdes et varient selon les isotypes. Au cours de la stimulation
antigénique, les lymphocytes B matures synthétisent dans un premier temps des IgM qui
sont par la suiteremplacéd LJ- NJ RSa L3I RYQASD®GemitittionRA FF S|
isotypique G phénoméne, qui affecte les chaines lourdegpproche le segment VDJ
NBI NNF y3IS RQdzy -cyndtaed del aizssed dffrengedpiun processus de
recombinaison somatique. Les lymphocytes B matures peuvent alors exprimer et sécréter

des IgG, IgA olgE(Figure9).

VDJ Cu G G3 c1 GC2b C2a (6 a [/ w 0Q

ST s3 s1 S2b[]S2a ! 9
SO0 - -
ARNmMp/4 transcrit germinalp transcrit germinak
.......,..._.Réarran gement deswitch,__,....... ! @
VDJ Q‘ a
.‘._. S}l /$ :...',.' 81
== —C>| ifi — 00—
B - [/w 0Q
ARNmME

Figure9 : Exemplede réarrangement de switch » : commutation de classe vers les IgE.

Les exons codants sont représentés par des rectargig®es les introns pades traits fins,
les régions Par desellipseset les activateurs par des cercles.
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2.3.1Les differents isotypes.

[ QLID Sad tQAaztellS LINBR2YAY Il yl -Bdssesa S 3
RQLID 2yi RSa T2 yedtashlesygs3 jQudtTus 0l MpoddhtidanB T ¥ S NJ
réponse antibactérienne et est trés efficace dans la phagocytoskees IgG2a sont
prédominanes dans les réponseantivirales Ellespeuvent activer le comgment et sont
particulierement efficacedans le 6le de médiateur de la cytotoxicité en liant les récepteurs
Fc sur les macrophages. Dans les réponsiép&ndantes)esigGlsontf Q fipa @oininant
dans la lutte comef S& Ay FSOGA2ya GANIESa S LI NFaaAdala

activée maideslgG1 stimulat la phagocytose efficacement.

Les IgA sorprédominantes dans les sécrétions (respireds, digestives ou génitales)

et sont fortement résistantes a la protéolyse enzymatique.

Les IgE sont impliquées dans la défense parasitaire, peaigent également médier
fSa NBIFIOUAZ2Ya RQKELISNASyaAoAfAlGSed [Sa Yladz
KFEdziS FTFFAYAGS LIR2dzNJ LI9 o6COs wLO ljdzA LISdz@Sy i
'3 ALISOATAIdzSEA A Y RdzA deeg g O & w3 NSS/FINI An2yt YRS & |
ROKAAZGI YAYS AYLX AljdzSS Rrya fSa NBFOGAZYya RQK

2.3.2Les régions S

Les sites de recombinaison sont appelés régioawitch» (S) et sont composés de
Y20AF& NBLISGSaTZ NAOKSE Synedaorstants@fiMIIESES LSyA 2pyQ
| LFigore9v ® [ Sa &aSljdzSyoSa {xz {s S& {h az2yid 02y
D! D/ ¢ SG DDD/ ¢ atient égaleiBna de® glémdnts mais2se distingue par la
longueur de ces segments répét@unnick et al., 1993) a taille des régions S varient de 1

10 O{ Kb ‘m mn

La recombinaison a lieu entdifférents sites localisés dans les régigses étapes
de reconnaissance et delivagedemeurentmal mmprises. Des cassures a la fois double et

AAYLIX S ONRY LIRdAdINNIASYy(d siGNB AYLX Al dehénet RI ya

al., 2001) De fréquentes mutations sont retrouvées awisirage des points de cassures
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(Kenter, 2003; Manis etal., 2082) [ S&a OF aadzZNSa RQ! 5b aAddzSSa R
RQdzyS Sl LIS RS NBLI NI} GeAnganistng NHES et esipiobeide 2y A Y |
réparation ubiquitaires, tels que $emécanismes de réparation desnismatchay1 @ [ Q! 5b
intermédiaire, sous forme circulaire, estippriméet la région constante cible se trouve a

proximité de la région VDEBigure9).

2.3.3R0lesdes cytokines

SATTSNBYyGa ‘saREis i vidRrosSié daitrBle de la production des
différents isotypes par les cytokines telles q@eAl y' i S N(IIS4gomryiugation vers 1gG1
et IgEY interf@ron- (IFN (commutation vers IgG2au le « transforming growth factow
(TGH (commutation vers IgA et IgG2bEn plus des cytokines, les signaux issus des
O2y il OGta SyuGuNB OStfdzZ Sa ¢ SaG . az2yd AYLX Al d:
plus impotant dans ces contacts est CBU@xprimé sur les cellules T activééduit, en
a8y SNHA S4, la gr8liférationCdeq cellules B. Le signal médigé CD40 induit la

commutation de classe vers la majorité des isog/pe

La régulation de la spécificité isotypique par les cytokines se fait par la régulation
OGN YAONRLIIA2YYSEtS RSa 3sySa Oz2yaidlyidad [ QA
germinale par les cytokines sont directement corréléela commutation de clase vers
fQAa20G8 LS O2NNBaLRYRIYyldd [ QI OGAz2y RSa 0Oedz21)

des promoteurs germinawbDes sites de fixation de certains facteurs de transcription dans

¢

les promoteurs germinaux ont été identifiés et agissent en répdnsef QF OG0 A2y RSa
[ Sa Oed21AySa AYyRdAZANIASYyd € QSELINBaairzy RS |
complexe, se fixeraient sur les promoteurs germinéD&lphin and Stavnezer, 1995; Warren

and Berton, 1995)Par exemple, la stimulatiom vitro des cellules Bar le LPS induit la

GNI YAONRLIIAZ2Y 3ISNXYAYLFES RS 0o SiG 'H& .I& N €S

[ t { @induiketlgfant SdzE f 1 GNI} YAONRLIGAZY 3ASNXYAYL TS

plusieurs facteurs de transcription.
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2.3.4Transcription germinale et commutation de classe

Avant la commutation, les cellules B activées expriment un ou plusieurs ARN appelés

transcrits germinaux codés par les différents génes consta@is phénoméne de

GNI YAONRLIGAZ2Y 3ISNNXAYI f §548SERSNEY G § dzZDestpydzNI 6 B 5
et al., 2003) Tous les transcrits gernmdux ont une structure analoguerésentant un site
ROQAYAUGALFIGAR2Y t20FftAasS Sy pQ RS OKIFIljdzS NB3IA
initiation, la transcription se pourdui £ GNJ GSN&E f I NB3IA2Y { Si f.
sites de polyadénylatiofDudley et al., 2008 [ QSLA &dal 3S &S FFAd y2NXY
et le site accepteur de CH1. La présemiee nombreux codons stop rendes transcrits
stériles(Goodman et al., 1993{pour revue(Chaudhuri and Alt, 2004)

[ S FFLAG 1jdzS G2dza tSa GNIFYyaONAR(Ga 3ISNXYAYI C
exercent,par euxmémes, une fonction importante. Des mutations ciblées qui abolissent ou
FfG8NByd fF adNHzOGdzNE RS OSa GNIXyaONRGA AYR
commutation isotypique(Bottaro et al., 1994)La transcription en el¥s YS y QSa i LJ
adzFFAaAlydS LI2dz2NI 200SYyAN £+ O2YYdzir A2y RS Of
un promoteur efficace (Ep associé au promoteMyy) conduit a une transcription normale,

mais ne permet pas la commutation de clagBettaro et al., 1994)

La corrélation entre la synthése des transcrits germinaux et la commutation
Ad20@LAILdz2S | O2yRdzZAG t LINRPL}R2AaSN) dzy Y2R8fS ol
la transcription germinale, les régions S deviendraient accessibles a des factesastagyis
trans (StavnezeiNordgren and Sirlin, 1986; Yancopoulos and Alt, 1986yegardde cette
hypothése, il a été montré que les genesnstants en cours de commutation, étaient
KeLRYSGKef Sar KeLISNIOSihetsa Si LINBaSydal ASyl
promoteur germinalBerton and Vitetta, 1990)Cependantf Q K & ltyihdih d@$histones
des régions S et des promoteurs germinaux ne suffit pas a induire la commutation isotypique

sans transcription germinal®ambu et al., 2003)

La transcription germinale pourrait également aboutir &fdemation de structures
particulieres dz y A @S| dgdRS atSIs\lSyd fF OA6ftS RS L5 L

et déclencher la commutation de classe (pour re{@haudhuri and Alt, 2004) Quatre
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modeles de structureont été proposés les quartets GDempsey et al., 1999)es stem
loops (Tashiro et al., 2001)la boucle RYu et al., 2003kt la bulle stabilisée par RPA
(Protéine de Réplication AChaudhuri et al., 2004Figure 10). De ces quatre structures,
seul le modele de la boucle R simple brin a été démantrévo(Yu et al., 2003Ces boucles
contiennent un hybride stable ARADN sur le brin riche en G et une région simple brin au

niveau de la séquence riche en C.

: Hybrides ARNADN

Transcription

Démontré ADN simple brin
in vivo

L J

Hypothétique

Hypothétique

: Bulle stabilisée

AID par RPA

FigurelO: Stuctures générées par la transcriptidors de la commutation de classe

[ Sa GN)}yaONRGaA RSa NBIA2ya { LISdz@Syid aQl aaz
former des hybrides ARADN, dans kquels le brin an matrice peut,en théorie, adopter

différentes structures (quartets G, stems loops ou bullespeuwt rester simple brin (R lodp

RPA protéine de réplication AChaudhuri and Alt, 2004)
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2.3.5Le role de AID dans la commutation de classe

L5 aSYoftS AYUGSNIBSYANI RIya fQAYAUGALFGAZ2Y F
uracilespar la déamination des cytosines daes régions $Chaudhuri and #A12004) Ces
régions comportent plusieurs motifs GAGCT dans lesquels GagtgSpondenta des «hots
spotsf RS RSEFEYAYLFGA2Y O2YLI NI 6f S& .Ha g@fedton RS f ¢
RQ!'5b &AYLI S ONARY IFdz O2dzNE RiSns B lsemlileédtie y & ONJR L
impliquéeR I ya £ S OA 0 f AIB ¢ers RSrégiotslrichés er2@Dauitiri and Alt,
2004; Chaudhuri et al., 200@igurell). A la suite de ldéamination des cytosines paiD,
f QF OGA2YySIRSAY B Certradndaitida GRINY | GA 2y RQAzAPEAIA G S | o
(apurinic/apyrimidique endonuclease Kyénere une coupure au hiveau de ce site
Cependantdes données récentes impliquent plutdt le complexe MRN (Mrell/Rad50/Nbs1)
dansce clivageg(Larson et al., 2005).es coupures sont ensuite réassociées par un processus
nécessitgy i £t QAY I SNBSYy A2y RS y2 Yo NB(Hfone2A familg dzNB - L
member X)po.tm O6Llpo O0AYRAY3I LINRPGSAYOS oedetagia K2 Y2
mutated (ATM) eDNAPKcs. La commutation de classe est compléetement achevégpuors
les deux régions fiisionnentselon un processus faisant intervenir la voie NiEaudhuri
and Alt, 2004)Figurell).
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vV DJ Cu Cry

m—— Ll : Lsp—0

Formation de
@ boucles R stables
V DJ ~ C
C C. m
:@W """"""""" s %%IOV .

Déamination
R-El ARN ,I, des cytosines

_"“*\\A' polymérase ‘//___ APET]
U"U_'U\ Cu U""'U_'U'-..U Cy
[ T \mﬂm
:EWW %ﬁm@y -
*
l Clivages
vV DJ i Cu > — ~ Cy
l:@ \Hﬂm:m.m.mm-rm'/ \‘nwmwmiwn-mw
*_"’,,/" j\\‘*.h____,—””f
Clivage sur le brin inverse Synapses (incluant H2AX, 53BP1,
/ ' da4ddz2NB R2dzot S o NAyYy |RAM, LRI DNBKcy
et fusion (voie NHEJ)
V DJ Cy
TN i
I:E  Oo—] CSR productive
Figurell: Réle ¢ AID dans la commutation isotypique.
La transcription germinale génédeso 2 dzOf Sa w t f Q2NAIAYS RS f
simple brin A la suite dda déamination des cytosings f QF OG A2y RS ! bD

St

SYGNInytyd tF FT2NNIGA2Y RQdzy aAGS ol &Al dzSo

Les coupures sont ensuite réassociées. La commutation de classe est complétement achevée

lorsque legdeux régions S fusionner{Chaudhuri and Alt, 2004)
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3 REGULATION DEERES DU LOCUS IgH

3.1LES PROMOTEURS

[ S& LINPY2(iSdz2NE RSa 38ySa RS OKlInySa f 2dzNF
chaque région V et assurent un niveau basal de transcription. Leur activité est comprise dans
dzy S NBIA2Y RQSY DBANE YQ AP ALIGG A2y RYS2 yEdr  RidkJd &yAaios
promoteurs des génes d'lg possédent une séquence octamérigue triseic@e en amont
de la TATA boxATGCAAAT dans les promoteurs des géenes de chaines lourdgo(ph
séquence inversée ATTTGCAT danpresoteurs de chaines léger¢Balkner and Zachau,
1984; Parslow et al., 1984frigure12). Des études de transfections stabli@reyfus et al.,
1987; Mason et al., 1985; Wirth et al., 19&T)de transgnéese chez la sour{denuwein and
Grosschedl, 991) ont montré que la spéficité cellulairedes promoteurs d'lg pouvait en
partie étre expliquée par la présenakes séquencesoctameres.Eléments essentiels des
promoteurs des régions V, les sites octameres sont retrouvés également au niveau des
activateurs transcriptionnels situés en 5' (Ep) et 3' (LCR) du locus IgH. Ces séquences sont
entre autres reconnues par les facteurs Ottt exprimé de facon ubiquitairegt Oct2,
spécifique da lignée BLa forme en<hélicebouclehélice» du domaine de liaison a 'ADN
permet une forte affinité pour I'ADN. Cesdeux protéines activent efficacement la
OGN YAONRLIIAZ2Y t LI NGANI RQdzy LINRBY23GSdzZNJ RQAYYc
(LeBowitz et al., 1988; Pfisterer et al., 1994; Pierani et al., 1990)

Un coactivateur appelé OCR interagit physiquement avdes facteurs Oel et Oct
2.NFFOAEAGS £ QFEOGAQGE GAZ2Y GlyfayQrtd UFOCHE (Aud ¢St £ S R
1992; Luo and Roeder, 1995; Pierani et al., 1988pendant, des souris déficientes en-Qct
et OCAB ont un développement B précoce nahf{Schubart et al., 20011DCAB semble
utile a la commutation de classe, a la formation de centres germinatifs et a la différenciation
terminale conduisant & la sécrétion de certaines sOUs | 4 & &itn etRIQ 19396; Schal
et al., 1996; Schubart et al., 2001)a simple inactivation du ger@ct2 chez la souris
entraine un blocage de la prolifération des cellules B ainsi qu'un défaut dans la sécrétion d'lg

suite a une stimulation antigéniqu€ororan and Karvelas, 1994; Corcoran et al., 19685
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résultats suggerent que O&t est important dans les stades tardifs de la différenciation des
lymphocytes B alors que l'activation transcriptionnelle semble pouvoir étre initiée de fagon

égale par I'm ou l'autre des facteurs O¢Pfisterer et al., 1994; Schubart et al., 2001)

9y LJ dza RS f Q2 O pvycdntidhident Uung équeiit® he@aimSridgheB
(Figurel12). Cet heptamére esf SOS&aal ANB LJ2dzNJ I aa4dzZNBENE Sy | aa
activation spécifique et optimale du promoteEaton and Calame, 1987) [ Q2 Ol I Y§ NB
f QK S LI I Yi$ Wb lest Mé®as tfacteurs de transcription Oct et semblambir une
interaction coopérativgKemler et al., 1989; Poellinget al., 19899 5 QI dzi NBF& Sf SYS
SiS t20FftAAaSa Sy: uhevidyigririchd n pirimititiEaion and Cdiame,
1987)de fonction inconnue, un motif reconnu par le facteur de transcription Ig/EBPun

motif pE3.

USF
LEEE@ (X) 9EBE @ TFIID
/i | —
pVy, _[ UE3 ]—[C/EBP TATA VDJ

Oct
OCAB

Figurel2: Lespromoteurs p\j.

Les différents motifs fixant des activateurs transcriptionnels sont indiqués. La ftecidée
AYRALdzZS S &aA0S RQAYAUAIFIOGA2Y RS (I NI yaON.
représentés par des ellipses gris@sinst and Smale, 1995)

Des promoteurs ont également été décrits en amont de chaque gene des régions
constantes des chaines lourdes d'lf & SEOSLIiA2Yy RS /1o /8§ &azyi
transcription germinale. Les activateurs situés en amont des promoteurs germinaux jouent
également un réle important dans la commutation isotypique. Le mieux caractérisé est celui

RS Lremédion'® 150pba A i dzSS Sy Fy2yd RS L:wm O2yiArsyid
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t L0ans cette régigron noteaussila présence de séquences consensus liant des facteurs

de transcriptions tels que C/EBRuU and Stavnezer, 1992)

3.2[ ACTIVATEURITRONIQUEN

[ aRtivateurintronique Ep fut le premiedécouvert au sein du locus IgHestlocalisé
RFcya f QAYUNRY Sy (ki gén8 CiRBS& et 8 N98B)Se3teSolie W
par deux régionR QI (0 G | O KaSndtBcg MARL « Matrix Associated Regio#) (Figure
13). Cet élément semble actif tout au long du développement B. Sa localisation en amont de
SULILISNY SG RQs (NB LINBeinénidIdeSrecenibinais@ndzurvenahtidans 18
locus. Ep régule positivement les réarrangemen(S)Y et la transcription initiée au niveau
de multiples promoteurs du locus Igi€hen et al., 1993; Engler et al., 1991; Serwe and

Sablitzky, 1993)

Eu fixe denombreux facteurgparmi lesquels Oet et Oct2 que nous avons évoqué
précédemment(pour revue(Ernst and Smale, 1995) a région centrale de Eg ¢ore» de
Ep) contient les sites UES, pE2, YA, LE3 efRifure13). Gette région fixe des protéines
activatrices de la famille héliceboucle-hélice» dont les produits du géne E2A. Ce dernier,
apres épissage alternatif, produit trois protéineE12, E47 et EB. Les souris déficientes
pour E2A ont un développement B blagfaux stades précocéBain et al., 1994; Zhuang et
al.,1994p [ fAlFA&a2y RSA& LINPRdzAGA Rdz 38yS 9H!
négatifs tels que Id1, 1d2 et 1d3 (pour rev(Murre, 2005). Des protéines nommées ZEB,
exprimées de maniére ubiquitaiet se fixant aux sites pE4 et yE®urraient jouer un réle
NBELINB&aSdz2NJ RS 9x RlIya t£Sa OStfdzZ Sa y2y . o
au niveau du site uB, dépendrait de la fixation des protéines adjacentdsdEt§FE3 sur les

sites respectifs adjacents pA et uE3 (pour refieist and Smale, 1995)
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VDJ pQa! w Ep oQa! w Exons Cp

’ ZEB ZEB AN
—{criesp— Erf{es}{E2-Cpd>—{ E3s—(uB®) E4}-Cocd

R

| ]
0 © 0 o o g@

—
—

NFIL6 YY1l E2A Ergl TFE3 PU.1 E2A Oct
IgEBP E22 Etsl TFEB OCAB
Erp USF

Flir1

Figure13: Sitesde fixation et facteursrans-t OG A @I (0 S dzN& éldmentBiA S| dz RS f

Les sites de fixation et les facteurs nucléaires sont indi&#sst and Smale, 1995)

Le role de Ep a été étudié grace a des KO concernant Eu et/ou les régions MAR
adjacentes. Ainsi, le remplacement de Ep par un oligonucléotide entraine urieution,
mais pase blocage des réarrangementfD)J(Serwe and Sablitzky, 1998 diminution des
réarrangements RJest modérée tandis que les réarrangements-Dg; sont fortement
inhibés. Les autéthd RS OSGGS SGdzRS 2y i | f 2NBR c&dz33aSNB
régulateurs contrélant les réarrangements au sein du locus IgH. Le remplacement de Ep par
une cassette pgkéd induit une diminution drastique des réarrangements, de la
démeéthylation dulocus ainsi que de la transcription germinale. Un phénotype similaire est
20a3SNIS f2NRBEIdSNed QARSI R2EY ARSIl LIBIBIAZ2Y pQa!
FY2yd RS 9x%xX YIFIAa OS NBYLXIIOSYSYyil yQSYLJ OK:¢
remplacementR Qdzy’'S NB 3 pb2eyi avR $le Buspar un fragment pugd yV QI LI &

-30-



RQS fChebetal., 1993 [ QAYUGSANRGIS RS 9x SG RS& asldsSy

est donc nécessaire pour obtenir des réarrangements efficaces.

La délétion propre de Ep, c'eatdire avec suppression du généd, LJF NJ £ Qdzi A f A &
de blastocgtes RAG2-, a montré que Ep étaitnécessaire et suffisanpour les
recombinaisons Wers DJ(Sakai et al., 1999 ependant les réarrangements D vers J ne
sont que partiellement affec& OS [ dzA a4dz33sNB t QSEA 4GSy 0SS RQ
plus, la délétion deségions MARY QI LI+ & NB @St S RS . Udk $tyde G & LIS
récente basée sur des souris homozygotes pour la délétionaue»9 k 0y QA y Of dzl y
MAR) a confirmé le rble de cet activateur dans laomelinaison des segments D vers J
(Perlotetal., 20050 f £ S | S3AFESYSyd Y2yiaiNB 1jdzS t QlFoaSy
pas la recombinaison de classe. Enfink Yy S & SY 0 t &fet kir @ phéendrgeheN R Q
RQK@LISNXdzit GA2y a2Yl GAljdzsSo

[ QSyaSYyofS RS O0Sa NBadzZ GFGda adzZasNB dzyS (
réarrangements VDJ. Deux transcrits germinaux sont détectés dans le locus IgH avant tout
réarrargement: p0initié au promoteur DQ52 et Iy. Le remplacement de Ep par le géde
blogue la transcription pu@t les réarrangements ¥DJ,. La délétion propre de Ep inhibe
fortement Vi-DL Y F A4 Yy QI [jdzQdzy STFFSOG YARGENKEEnotymzNI f |
O2YyFANXS S NrxptS OSyadNrf RS 9x Rlya fF NB3I
transcription germinalenais suggére fortemena présenceR QI dzi NS a St SYSy G a |

(Perlot et al., 2005; Sakai et al., 1999)

[ S N xfS RSa al!w yQSaid LI a SyO2NB (z2aGlfSYS
RFEya f QAy (SN OG AteagscriptiehSpécifiué duTdcud ligh digé) cetufes B
Bright (pour« B cell regulator of IgH transcriptioy) qui activerait E(Kaplan et al., 2001,
Zong et al., 2000)Une hypothése serdi [j dzS f Q SMAR &yuie tn&atiement les

cellules non B.
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3.3LE PROMOTEUR/ACTIVATE}52

DQ52 est I'un des douze segments de génes D appartenant au locus IgH. Il présente

plusieurs caractéristiques qui font de lui un segment de géne patrticulier :

e le segment DQ52 est préférentiellement utilisédades premiers réarrangements D

au cours de I'ontogéni@Bangs et al., 1991; Tsukada et al., 1990)

e DQ52 est le seul segment D a étre transcrit bien avant la survdasepremiers
réarangements YD)J (Alessandrini and Desiderio, 1991; Li et al.,, 19989s transcrits
germinaux(u0) peuvent étre considérés comme l'un des indicateurs les plus précoces de
I'engagement vers la lignée(Bi et al., 1996t leur transcription pourrait étre un préalable
nécessaire a l'accessibilité de la régied ®la recombinase V(Jhompson et al., 1995)s
sont initiés, aussi bien chez 'hnomme que chez la souris, au niveau d'une séguence située
immédiatement en amont du segment DQ52. Une analyse de la région située en 5' de DQ52,
réalisée a partir de purseurs B humaing, révéé de nombreux sites potentiels de fixation

pour des facteurs nucléaires comme E2A, Ets, NF S {iThdmpsen et i, 1995)

[ QF OGA DI GSdzNJ aAGdzS Sy pQ RS 5vpu & FAYI

(1994). Il constitue un promotetactivateur synergique de HjKottmann et al., 1994)Les

résultats obtenus aprés délétion de cet activateur chez la souris montrent une altération
RFEya f QdziAf Aa&lylesd @ug éldiyBés dedD®RY 1S \iélélion W cet activateur

chez lasouriyy QA Y KA OGS LI a fSet ndIBloghidNda yaBaBSEripyon po EwW

revanche une diminution des réarrangements impliquanBJt J4 est observégNitschke

et al., 2001) La délétion conjointe de cet élément avEp a révélé qu& v pH Y QSUl A
requis pour le réarrangement P&t pour la transcription Q (Afshar et al., 2006)Ceci
ddz338NB f QSEAA( Sy ®ZontRie ldalzs NBdactus fH Y éguleat leR

réarrangement Dyet la transcription.
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34! w; DLhb w; D} [ ! ¢DULLOGUBHL ¢ | ; 9 9D

3.4.1Découverte de laegiono QL 3 |

[ QF OGA G GSdzNJ Ay G NRBYAIl dzS 93KLISAOAUTSANIAESS yRIS &R |- 3y
durant le développement lymphocytaire B. Il a, ainsi, été longtemps considéré comme
f QSt SYSy(d YI2Sdz2NJ RS NB3IdzZ I GA2Yy Rdz f 2d@dza L 3| «
OSNIFAySa tA3dysSa OStftdzZ I ANBaz y2i0lF YYSyd RS
ROQSELINB&aaAzy RS I  OKI nyuildra2etdzNR1885; KBia et ALY Y dzy 2
1984; Wabl and Burrows, 1984; Zaller and Eckhardt, 198&)été égalementobservé que
OSNIFAYySa (GNIyatz20FiA2ya NBOycIRHz dASSEY S NI/ LILANG
permettent une forte expression demycméme si la translocation entraine la disparition de
Eun(Neuberger and Calabi, 198F)eux hypothéses ot f 2 NB SGS SYAasSa | FAyY
phénotypes.

e 9k &SN} AG ySOSaalANB t fQlF OGAQDI Gialgr RS £
and Eckhardt, 1985)
e 5QI dziNBa I OOAGI 01SdzNE (NI yaONIotuslgeyy St a as
/ Q Sfalement t | a4SO02yRS LINRPLRaAGAZ2Y ljdzA &aQSa
OF N OGSNR &I A2y RQdzyS fA3ySS OSftfdzZ I ANS L.
AYYSRALFGSYSYy(d Sy oQ RS /h SiG YI yAG&arandy & dzy
Morrison, 1986) Cette régionest dorc une candidate potentielle pour contenir des
élémentscisNB Jdzf I G SdzNB RSEdi Y ¥ R&QSFFSOYSS LI NI f

qui ont lieu au sein du locus IgH.

[ QSljdzA LIS RS t SGOUSNR2Y | SUGS tF LINBYASNBE t
fl LINBaSyOS RQdzy | OGA@GI GSdzNI (NI y a&pelendgsh 2 yy St
RS NI yafsSOlhAzya (GUNIyairilz2xaNBRDA yEEA 2VE Wik yii NN
actif spécifiquement dans la lignée lymphocytaire B quelle que soit son orientation
(Petterssm et al., 1990)Son équivalent chez la soylisLILISEAESF SB'S  20F ft A&S ™

RS (Dariavach et al., 199 Lieberson et al., 1991) es deux activateurs, de rat et de
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a2dzNRAaz 2yi0 dzyS &adNHzOGdzNBE GNB&a aAYAflFANB o
LINBASYGSyid yw: RQK2Y2f23ASa Si a2 yinseboyidl 2 dzNB a
activateur a & identifié seulement 2 kb en aval du géne CK ST f | &2 dzddG & L ¢
(Matthias and Baltimore, 1993))a caractérisation des sites hypersensibles a la DNase | (sites

hs) a permis de confondife Q S f S &¥ESayel lesosifes hsl et h&iannini et al., 1993Par

cette technique, deux autres élémentss-activateurs ont pu étre mign évidence hs3 et

Kanz f20FlftAasa NBaLISOGA @&IWaBisedh and Greudine,S1894;0 0 | «
Michaelson et al., 1995)

Une analyse plus approfondmara Slj dzSy ek 3S RS € NBIAZ2Y 00
activateurs Go Q90® &9 Kiado O2yadAiddzsSyid dzy LI f AYRNRYS
dzy ES RS &&YSiNAE (ChRwNBand R2ogrié | 1098)e ongues
séquences répétéest inversées flanquent cet élément de fagcon symétrique. Les éléments
Co Q9 S Kao LINBaSyaSyid orm: RQK2Y2ft23ASa Syi
sein du locus IgkFigureld).

Pour plus de clarté dans notre expos@&us adopterons la nhomenclatungroposée
par Salequeet al. 02 Y OSNY I y i  Rdz H@IOWZE (LISTINGB !'od@OPA I RS
correspond chs3a&x aB &hsl,2 hs3 ahs3bet enfin, hs4 éhs4 (Saleque et al., 1997Jrois

QX

autressites hs sans role activateungnt été découverts enavalde hs#l. 1 4 Ql 3A G RS K

hs7(Garrett et al., 2005)

K

/| KST fQK2YYSsE tSa 3s5ySa O2yaidlyda az2yid R
35 kb. Trois équipes ont pu mettre en évidence des éléments similaires aux activateurs
murins. Ces éléments sont au nombre de trois ettdocalisés en aval de chaque géme
(Figurel40 ® L f hs8@HIskeddl, 1993 Pinaud et al., 199%¥1,2(Chen and Birshtein,
1997; Mills et al.1997; Pinaud et al., 199&) hs4(Mills et al., 1997)Comme chez lsouris,
hs1,2 est entouré de régions répétées A Y OSNE SS& RQSYODBANRY H 160
RAFTFSENBYG G201 fSYSyld RS OStftShaREAANB®ILAY DGR
Kadoo yQSad LI & LINBaSyid OKSIT dmpeepoy 2. Ed SEA.
SFFSG> fQS0idzRS LI NJ a2dziKSNYy of20 RS&a NBIA?2
polymorphisme de taille de fragments de restriction (RF(Pphaud et al., 1997)
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[ QF YLX AFAOIGA2Y RS KamIu LIN t/w Y2YyGNB ¢
correspondant a un nombre variable de régions répétées en tandem (VNTR) ou mini

satellites au sein méme des séquences activatiiPesizot et al., 2001)

Des ilots de séqurees riches en CpG sont présents en aval de chaque activateur hs4

humain(Sadhu etal.,1997) YI A& f SdzNJ F2y OlA2y yQlF LI & SiS

PVH '3 1 l2b 112a ¥ I

hs3a hs1,2 hs3b hs4

o—0 O—0
- - P |
IR1 IRSIRX LwmQ

IR2 LwHQ
—
TR1
|
TR2
B. |
PVu TR3
VDJ I->CL1(J cl1 ¢ 01 G a2

En hs3 hs1,2 hs4 CpG hs3 hsl1,2 hs4 CpG

Figurel4: Structuredes loci Ighthezla sourisetf QK2 YY S @

Les génes constants sont représentés par des rectangles gris, les activateurs gépsks

rouges, les régions répétées en tandem (TR) et répétées inversées (IR) sont positionnées en
0Q RSa 3JIsySa ho

A: Locusmurin. Les ellipsesjaunes représententes régions ®t les rectagles verts les
NBEIA2ya RQFYONFr3IS t I Yimihauk $bét signalds war Jesf S a
flechescoudées

B: Locus humaintlSa NB3IA2ya Sy oQ RS&a 3I8ySa etdes S hw
régions riches en G+€ll{psesbleues)
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342! OUADAGS RSautcdurs MavelIGyementh 3 |
[ QF OUAGAGS RSacCSRBEHES NBWSOANESAIYiSBEE Sy o0Q
été appréciée par des expeériences de transfections dans des lignées cellulaires établies

correspondant a des stades B définis, et plus récemment par des modeles trajqusgen

lAyaAs Af F SGS Y2yGNB ljdzS f QSt SYSyid Kam:
activité maximale au stade plasmocyta(fettersson etal., 199®) [ QSf SYSy i KamZIH
estun DG A DI G§SdzNJ LI dza FlL A0t S oOowp> RS £ QFOGADBAGS
(Dariavach et al., 1991; Liebersehal., 1991) Cependant, les résultats obtenus dans les
lignées B matures sont contrasté@ariavach et al., 1991; Fulton and van Ness, 199¢3
souris transgéniques contenant un géne rapporteur placé sous le contrble de hs1,2 de souris
montrent une expression importaatdans les cellules B active@®utefois la spécificité B
RS OSi SftSYSyid LINRa Aaz2ftsSyYSyid yaqSaid LI a 02
RSGSOGSS RIya RQI dziNBa @A aadgAndérsSdnat alj, #989; £ S (|
Arulampalam et al., 1994Pes expériences de transfections transitoires utilidargeneCAT
(chloramphénicol acétyltransféragse 2y i Y2y iNB [[dzS f QFr OGAPAGS R
f QI OGAGAGS RS 9x0 S lstatle@méuird e plagnidytaieMakthasl SOG S S
and Baltimore, 1993)Des résultats similaires ont été obtenus avec h@@ladisen and
Groudine, 1994)Enfin, hs4 est également considéré comme un activateur faible mais

semble actif tout long du développement B, dépule stade pre 2dzalj dzQl dz &

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

CespNP FAf & RQS Entassezbien et le OrafiNddIéthylation de la région
0Q Rdz £20dza L3Il & 9y 3ISYSNIfxX fF NBIAZ2Y 00Q
RSYSGUKetS [dz O2dzZNE RS f Q2y|i@e3tgdirda e stade 2dza |j d
plasmaytaire(Giannini etal., 1993)

343{ @y SNHAS&a SYUuUNB fSa StSYSyia
La répartition et la multiplicité des élémentssactivateurs du locus IgH laissent

penser que ceuxi pourraient agir de facon concertée pour activer la transcription. Il faut

Yy20SN) [jdzS fF NBIAZ2Y o0Q Sad aSLINBS RS 9x RQ
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et que les quatre hs sont distants dausieurs kilobasesDe plus,ils constituent, a

f QSEOSLIGA2Y RS K&nX dzy LIt AYRNRYS OSydNB &adzN

Les premieres données expérimentales suggérant une synergie entre les différents
F OGAGIGSdzNE Rdz £ 20dza L3l LINE O ArésyrghSfetides b QI y
dzy @SO0GSdzNJ O2y Syl yld dzy 38y S x NBIpMNIewgedS LI |
O2yaidNHzOUA2Y O2yGASYd S3FESYSyld 9x | @SSO 2dz 3
LISNXYSG RQIFdzZAYSY (i SNI I xXidNdaryr dulphodtdiipVi(YariaRe@dzy T I C
etal, 19919 9y dzGAfAalyd 1 YsYS I LILINROKS:E f QS dz
séparant Ep de hs1@8RSa 02y asSljdzsSyO0Sa AYLRNIIFydSa &dzNJ
(Mocikat et al., 1993; Mocikat et al., 1998insi, hsl1,2, placé en aval des exons constants
un effetsynergiqueR S f QSt SYSyid 9xo® 9y NBGI yOKSs 1 2dz
effet activateur. Hs1,2 semble interagir avec Ep de fagcon dépendante de la position et de la
distance Pourtant, dans une étude utilisant le gene rapporteurladuciférase placé sous le
O2y(iNbfS Rdz LINPY23GSdzNJ RS fI GK@YARAYS 1AYl &
de coopération entre Eu et hsl,2, en expression transitoire, quel que soit le stade de

développement EFulton and van Ness, 1994)

SWiS £t fQARSYUIUATAOIGA2Y RS K&aoo Si Kanx
O2Yo0AYylIAaz2zy RS& ljdzr GNB K& &dzNJ £ GNFyaONR LI
LI I OS a2dza S O2 ¢grayNk dz2Sl ARQ dE/dz LR@ A2 (I ISNBY 2 G S dzNJ
Dans une lignée de plasmocytomes ldeux promoteurs sont activés de facon modérée
quand hs1,2, hs3b et hs4 sont utilisés séparément. En revanche, une forte activation de la
GNIF YAONRLIIA2Y Sald 20aSNIBBSS Sy LINBISHNE R Dy
[ QF QG A B GA2Y Yl E AlardorhbBaisBrias2-hs3-asd. Hghdadhe ligies @hé
.2 YA KamMIHI YA Kao yS adGdAayYdzZ Syd I (NI yaONR

présentes. Hs4 permet une activation du promotéMiadisen and Groudine, 1994)

Deux groupes se sont intéressés a la coopération entre Ep et les élém&Rtsur
cela, ilsont utilis&RS&a GSOGSdzNE RQSELINB&aAzZyYy (CdgefaSyl yi
1998)ou le géne CAfChauveau et al., 1998DK I Odzy Sl yid &a2dza O2y (N

pVu. Dans des lignées pi& en présence ou en absence de Ep, hs4 semble nécessaire pour
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permettre une activité de transcription. Cette activité estigmentée si on lui ajoute une
O2YO0AYylA&A2Y RQI O0 iOfduie&udenNdl., 1898;MCAhg et &l 1998kso

ASLI NBYSyGs fSa StSYSyidia oQ yQl dzPafbofitiey i LI 3
O2YO0AYylA&dA2Yy RS LX dza A SdzNBE -@divat¥usde Ed enp@ticlRi& JA Sy (i
jdzZ YR £ QF&aaz20Al GdA2Y YA YGChadvdau éRAl. A1RIBMAsiaded B LI £ A
matures, le palindrome hs3as1,2hs3b stimule efficacement la transcription. Hs4 est utile

L2 dzNJ | @2ANJ dzyS YSAf €t SdZNBE | OGAGAGSD® [ QSTFFSO f
a hs3ahsl,2-hs3b-hs4, indépendamment du stade de développemen{@auveau et al.,

1998; Ong et al., 1998)ne partie de notre travail a consisté a confirnmerivoles résultats

obtenus a partir de différers lignées cellulaires, grace a des modéles transgésiq

En résuméaux stades précoces (pB), hs4 et Eu semblent prépondérants (mais
sont incapables de synergigéChauveau et al., 1998nux stades B matures, hsl,2 et hs3
deviennent actifs mais leurs effets continueRtQs G NS LI GSyYyGAFf A&aSa LI N
stade plasmocgire 2 G f QSTFTFAOF OA G S -WSahsli2dhs3b-ts2 Yeble/ | A & 2 Y

optimale.

3.4.4Reégion de contrdle du locus IgH (LCR)

[ I LINBaSyoOS RQSftSYSyida |OGAQIGSdINEYX aLIScC
développenrSy 1 = Sy o0 Qa Rggérd qucie régiahl paiv agir comme une
région de contrdle du locus (LCRIlocus control regiom). Une LCR est définie comme une
aSljdzSy0S RQ!'5b OFLIo6fSE RIya dzy aegadasysS oGNS
conférer au géne associé une expression tEsécifique avec un taux transcriptionnel élevé
RSLISYRIYyld Rdz y2YOoNB RS O2LIASa Si BRERSALISYRI Y
2002)® 9y ASYSNrfx €Sa O2YLRalyda RQdzyS [/
R Qpemsensibilité & la DNase |.

al RAaSy S0 DNRBdAZRAYS 2yi SiS tSa LINBYASN
constituaient une LCR, lors de transfections stables de plasmocytes ayant icHégosSous
la dépendance de hsl,2, hs3b et hddadisen and Groudine, 1994Ces trois éléments
O2yF8NByYy G dzyS SELINB&aaAz2y A ybeS kibnspbriant $n Rdz &
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0N yaasy$S 2 Gglobite ed soys$a dépSnddnde du promoteur; pVdes quatre

St SYSyidGa oQL3I EKhatwau etRll $I9RF€tél Dnsuastian mime le locus
SyR23I5y S Lldzi afj @K $\60 NBR2ZB OFBE t Q2 NRNB RSa 0O
I Y2y GNB dzy K lIsdih dytlamdéhedindtporfidnivBSa A S RQA Yy G S
restreinte aux cellules B de la rate. En revanche, aucune corrélation stricte entre le nombre

de copiesdu transgéneS G S Yy AGSI dz RQSE LB &[AA2Wa SYbHf SLIR
NBadz GFGa aSY0tS AYRAAzZSNI [[dz8 tF O2YO0AYIl A&z
O2YLERNILS 02YYS dzyS [/ w LI NIAStEEtSod [Sa | dzi Sdz
R Qtfeslzéquences seraient nécessaires pour s@ahsl,2-hs3b-hs4 agissent comme une

LCR classique

345t NP GSAySa 4S8 FTAEFLYyd L f1 NB3J

[QFOGABAGS RSAa StsSySyda oQ Rdz f20da L3
développement BANNOS y 2 i Y Y Sibni de tnombréux factebrsJprétgiqies
transY 2 Rdzf | { S dzZNJFgkbcontidnt ufi grand roMbre de séquences consensuelles

correspondant a des sites potentiels de fixation de facteurs agissanaes(Figurelb).
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Figurel5: Schémales sites consensuels de fixation pour les facteutsléaires au niveau

deEpetdd | OGAGI GSwNE 0Q Rdz f 2 Odza

Les sitegour lesques la fixation a été démontréeapparaissent en noilLes ges potentiels
sont en blanc(Khamlichi et al., 2000)
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3.4.5.1Protéines se fixant a hs1,2

lamIu Said f Qhackriscoyriiles Szl YANSdzE OG A O G SdzNBE o ¢
stades B tardifs et contient de nombreux sites de fixation pour des facteurs nucléaires.
[ QF OGAGF GSdzNJ KamIu RS NI G O2yGASyd dzy Y2GATF
présentant des homologies avec les motifs pE1, UE5, AP1, AP2 ¢Pétetsson et al.,
1990)[ S CdézdeNdctivateur a étéitué sur une séquence de 600 (Brant et al., 1992)
CSiidS NBIAA2Y | SGS RSO2dzLlJSS Sy (GNBAA R2YIl Ay
précisément chacun de ces fragments, ils ont été clonés dans un veRt€US E LINB & & A 2
O2y Syl yi f-§obiBeSeydht é Sstés pourileur activité transcrgtnelle. Le
domaine A présente une activité équivalente 4 60% de delle QSf SYSy i O2y aARS!
globalité. Les activités respdctdS& RS & R2 Y|l Ay S &30 et 25%iiLa délétioR y i R ¢
Rdz Y24AT hOlx t20FftA&aS RIEya t&8SYRBYl Ay Ql Of
OGN} YAONRLIGA2YyySttST adz33SNIyid fQSEA&EGSYyOS R
GNRBA& Y20AFa x9wmX x! S& dzy Y240AF x. AY@SNA
transcription de facon drastiqueLe domaine C contientyu Y2 GAF k90 SiG yQ
spécifique. Cependant, la spécificité lymphoide est retrouvée quand il est combiné aux
domaines A et Bll a été suggéré que le site HE3 fixadts facteurs de la famille hélice
bouclehélice» (HLHYGrant et al., 1992)e site uB peut lier des facteurs nucléaires issus de
cellules B ou non. Enfin, lesotifs uB et WA semblent pouvoir fixer des protéines de la
FIYAEES 9dasz O2yiNROGdzZ yG t fQFEOGAGAGS . &LISO

[ QS dzA LIS RS aSe@SNJ I RSY2yiNB fI LINBaSyos
hs1,2 de sourigMeyer etal., 1998p { A LJ dza A SdzNE O2LIA Sa RS OS &y
gérS NJ L2 NI SdzZNE f QSELINB&aaArzy RS 0SS 3sy$S LIS dzi
motif UES5 fixe les protéines E47 EL2, membres de la famille HLH, qui ssotimis a une
régulation négative par les protéisade la famille Id (pour revugadesch, 1992}elle que
Id3, exprimé& aux stadesB précoces m@is inactiveau stade plasmocytaire. Id@mpéche la

fixation du complexe E12/E47 sur le motif (E®yer et al., 1995)

Dans le domaine B de hsli site de fixation pour NF .a été identifié (Linderson

et al., 1997; Michaelson et al., 19968e méme, un site fixant le facteur NFE (protéine de la
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famille Ets) a été découvert a proximité du site'NKLinderson et al., 1997).a mutation de
f Qdzy BHzEO0%A (Ba RAYAYydzS O2y&8ARSNIO6tSYSyd QI
dans des lignées plasmocytaies 51 ya dzy aeaidsyYS dziAfAal yd
contenant un ou plusieurs sites NF. = f Sa | dziSdz2NB 2y i Y2y iNB | d
nécel & ANBAa LJI2dzNJ FdzZAYSYGdSNI £ GNI yaONR LI By o
RQdzy aAdGS bcC9 Sad adzZFFAalydS LRdz2NJ SYydNI nySI
rapporteur, suggérant alors que les deux protéines entrent en synergie. Les facteur
nucléaires recrutés au niveau du site-NF & 2 v {Rel etp65Eindédson et al., 1997)

Afin de savoir si p50 et/ou-w St NB3IdzZ S  QF Ol A Qulesi B noinbles,K & M = H
Zelazowski etlad® 2y i Ay (i NP Rdobiile, amyrolélipbihyl®2,Hang Seouris
homozygotes pour la délétion de p50 ou d&el(Zelazowski et al., 2000)s ont observe

jdzS8 Llpn +FdAYSYyidS tQFrO0OGABAGS RS KamIu-RBIIYya f

'da™y

est requis pour une induction optimale de hs1,2 dans les cellules B activées par CD40.

Parmitoutes led NP (i SAYy S&a 4SS FAEI Yy t «BlcelldpBelid 2y o0 Q
activator protein») a été le plus étudié. BSAP est le produit du géar 5 exprimé dans la
lignée lymphocytaire B, du stade pBau stade B maturéAdams et al., 1992)race a un
épissage alternatif, quatre types de messagers différents peuvent étre prodRats5 a, b, d
et e. Pax 5aest exprimé aux stades précoces de la différenciation B alorsaquiesence de
Pax 5best restreinte aux stades B maturé€dwollo et al., 1997)Des souris homozygotes
pour la mutation dePax Smeurent, en général, au bout de trois semaines. Seuldl&86
FYAYLF dzE | 4G S A ypSgeitentalerdud Srétlcdingibt dulléveloppement B a
un stade trés précoce. Aucune cellulepr& . S LI I aY20e i ANB yQSai
réle clé dePax 5dans la lymphopoiése B préco@drbanek et al., 1994)1 a été montré que
BSAP se fixe & de multiples siieslz £ 2 Odza L 31  Saliféritidn@astcellde® B G Nb £ S
la commutation isotypiqueet la transcription des génes de chaines lourdes siades B
tardifs (pour revue(Busslinger and Urbanek, 1995)Une région capable de fixer BSAP a
RQIFI02NR SGS RSO2dz@SNILS Sy pQ RS KamIu Yl Aa
démontrée(Liao etal., 1992) ! dz aSAyYy RS { Q&ligptYeSattdur BSARGHtH = RS
etée identifiésdans le domaine Aun site dehaute affinité appelé BSAPa et site de faible

affinité appelé BSAP@Neurath et al., 1994; Singh and Birshtein, 19€B)s expériences de
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transfections transitoires utilisant le géne CAT, sous la dépendance de hsl1,2 normal ou de
hs1,2 muté (le site de fixation de BSAP est inactivé paagdéumese) ont été réalise¢Singh

and Birshtein, 1998) Lt | LIJ NI} n QS &FS{ O RAMEMI YdRS ©Sai
importante que celle de hs1,2 normal dans les cellules B (exprildaxty. En revanche,

I dzOdzy S RAFFSNBYOS aA3ayAFAOIFIGAGDS yQSad 20aSN
pasPaxj. De méme, une étude dara lignée de plasmocyte MORG (j dzA Y QS ELINRA Y S
BSAP) montrdf dz§ f QSELINBa&aAzy RS . { (NeurahBthdz1®4) y ST | i
[ QSyaSYyoftS RS O S$re répiEssiairfadive e hsli2dadxF8deS B précoces
INNOS ventidn OABBAPS NJ

Un siteaP a été découvert dans hsl,2, & proximité du site BNParath et al.,
1995) Ce motif fie un facteur nucléaire spécifique appelé-diF(appelé également PU.1)
et membre de la famille Ets. Cette protéine est exprimée dans les cellules B et sdPliaua
stade plasmocyire uniquement. La mutation daPRA YAy dzS f QF OGAPAGS RS
tardifs. Dans une lignée B mature, le blocage du site BSAPb, grace a un oligonucléotide
formant une triple hélice, autorise la fixation du facteur-&F sur son site et permet une
FdzZaYSyidalridAaz2zy RS ftQSTFFSG RS KamIsoppegilaéié RSaE
montré que la fixation de N&P sur son site (aprés blocage du site BSAPb) augmentait la
transcription des isotypes IgA, IgG2b et IgG3 mais pasUgdlrésultatssuggerat que les
facteurs BSAP bloquerit QF OG A @ GA2y RS KamIuszs | dzE &aidl RS
fixation du facteur NfecP sur son sit€Neurath et al., 195). S le siteaP est remplacé par un
siteEfmME £ NBLINBAAAZY Y SERAISSN dtthl. NDOIFar!latsuitgil@l LI dz&
été démontré que BSAP pouvait recruter aarépresseurtranscriptionnel de la famille
Groucho, Grg4, qui est nécessaire pour la répression induite par Pax5 de genes B spécifiques

(Linderson et al., 2004)

. {!t aSyoftS R2y O | @2 A Nié deyhs1bPoustaniNdaadide a & S dzN
aAidsS . {!to Said Oftz2yS 9y 26 N¢§FI Ridz 3% S ORI
transcripion dans une lignée B, quel qée2 A i &2y & §¥ngh aRdBirghteiS,NIi A 2 v
19960 [ & | dzii SdzNB 2y {d | f 2 NIonctprEpiessiveddé BEAP GK § A S
YAODSEdz RS KamIu aSNIAG Rdz2S t a2y AYyGdSNI OGA:;
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adjacentes. Il ainsiété montré, par transfections transitoires, que les séquences entourant

les sites a et b sont essentielles a laddgl 6 A2y RS KamZIu LI N .{!t >
site a est capable de fixer les facteurs Oct efNF (i F Y RA & 1jdzS I NBIAZ2Y
fixer une protéine liant un motif riche en Michaelson et al., 1996a; Singh and Birshtein,

1996 [ Ydzil GA2y RS fQdzy 2dz f QFdziNB RS 0Sa Y
transcriptionnelle dans les lignées B. Des mutations combinées de ces différents sites
démontrent cependant quesk motifs BSAP sont nécessaires a la répression. La fixation des
facteurs Octl et Oct2 a @& démontrée au site Octaméreles auteurs ont proposé

f QOSEAAGSYyO0S RQdzyS Ay iSNI OlAz2y Sy(iNB fikt LINRGS
Oct2 (Singh and Birshtein, 189

3.4.5.2 Protéines se fixant a hs3

Deux octaméres imparfaits mais fonctionnels ont été identifiés dans (idaghias
and Baltimore, 1993) Lt | S { SentYe2 fAdieNd de ljraizszvipfioa Qiftel Oct2.
Cependantaucune coopération entre ces deux facéh Yy QI LJdz siNB YA asS Sy

Les éléments hs3a et hs3ont la cible, au niveau de sites MARE, de facteurs de la
FLEYAEES al¥Tad /S& LINRPGSAYySa O2yaidAiddzsSyd RQA
cellulaire. Elles contiennent un domaine riche en leucinbagic leucine zipper ou bZip)
qui médie les inteactions protéineprotéineS 4 I t Al A&2y t f Q! 5bd [ S
famille Maf (MafF, MafG et MafK) ne possedent pas de domaine de transactivation et sont
essentiellement composé&ede domaines bZip (pour revy8lank and Andrews, 1997)

. OKn Said dzy S LINR i Srastfethte RIa §haée B €@ SuEceiebiciest2z Y S & i
capable de former un hétédimére avec les petites ptéines de la famille Maf eest
abondamment exprimée aux stades B précoces. Son expression diminue au cours de la
différenciation B pour atteindrein taux zéro au stade plasmocytairBach2 agit avec MafK

en tant que répresseugMuto et al., 1998) La production de souris déficientes en Bach2 a

YAd Sy SOARSYOS S NbBES YI2SdzNJ 22dzS LI NJ OSd i

recombinaison de clasg®uto et al., 2004)
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Récemment, deux sites Oct, deux sites BSAP et deux sites NF2 y i SUS RSO2
dans hs3b(Gordon et al., 2003)Dans la méme étude, il a été montré que le facteur de
transcription Ying Yang 1 (YY1) se liait au niveau de hs3b et activait la transcription
notamment en r@onse au LPS et au LPS plus Uadprotéine Rb inhibe cette liaison de
maniére dosedépendantelS [t { & 0AYdzZ S f QK@ LISNLIK2 &aLIK2NEBf |
ainsi la dissociation du complexe-Rl1 et permettant a YY1 de se fixer a(@8rdon et al.,

2003) Enfin, Greenbam et al. ont montré que le facteur de transcription E2A était capable

de fixer hs3b mais ne liait pas son homologue H&®enbaum et al., 2004)

3.4.5.3 Protéines se fixant a hs4

Hs4 est actif depuis les stades B2 OS & 2dzalj dzQl dzba [ DRSG AWK & ¢
hs4 est contrblée par les mémes facteuui répriment en méme temps hsl,BSAP, Ot
NFS .(Michaelson et al., 1996b) a fixation des facteurs BSAP a hs4 a pu étre détectée aux
stades précoces mais pas au stade plasmocytaire tout commé.Qetcomplexe NF. 0 FAE S
I dz & Jeét 8étetté quant a luj du stadepré-. 2 dza |j dzQ | dz & G (MRISeldodi | &4 Y2 O
et al., 1996h)

Dans des systémes utilisant des genes rapporteurs en expression transitoire, des
YdziF GA2ya REya £Sa aaiasSa . {!'tzz hOdG 2dz . RAY
une lignée préB, alors que les mutatiort8 F F SO0 dzSS&a Rl ya fSa arisSa
AAIAYATAOFGAGSYSYyl tQFrOGAGAGS RS Kani dzyS Ydz
f QI OGAODAGS (MchaglsoOAl. | 109618 ¢ rgleSded fatteurs BSAP semble donc
double, répresseur au stade pBpuis actiateur au stade B maturé. KST f QK2YYSZ A
pas de site BSAP au niveau de hs4. En revaiche, & | Wi ¥ BlPdpBveda &
al., 2004)
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3.4.6FonctionsproposéesRS f I NBIA2Yy oQL3II

3.4.6.1 Réplication

La descriptbn de la région contenant Ep comme étant une origine de réplication
(Ariizumietal., 1993)  Ad 4l A0 Sy @k aRSSNKNE ¥ 8zQRIP dzISlA et 2 NS I A
ddz33aASNB ljdzS €S €20dza L3I FlrAalAd LI NIHAS RQd:
NEIA2Y aAddzSS Sy oQ RS /h3s fF NBLXAOFGAZY &
OSttdzZ Sa y2y .3 [ h &S Yedtfalds quees aNfBes feref autSidtsi NB a
se répliquent progressivemerdu cours dutemps (Brown et al., 1987; Ermakova et al.,

1999) Au contraire, dans les cellules B, tous les génes C squem de facon précoce, au

tout début de la phase S. Des études sur la réplication dans une lignée B de souris suggerent

j dzS RSa asSljdzSyoSa Sy @t RS /h &az2yid AYLIAJ
début de la phase 8rown et al., 1987; Ermakova et al., 199@ependant, le maintien

RQdzyS YsYS OKNRy2ft23AS RS I NBLI ADpodaktz y Sa&i
dzy S RSt SliAz2y RS | itNBralad fettoréplomdars le 8dbtéle detlay G | A
réplication (Michaelson et al., 19971l semble p2 dzNJ f QjAdySa GfF YAy A G A GA 2y L
NBLI AOFGA2Yy RS0dz0S |dz yA@Sldz RS NBIA2ya aa
OKIy3aSYSyia Rlya ftQAYAGAFIGAZ2Y RS fI NBLX AOI {
sur les deux allelgErmakova et al., 1999; Michaelson et al., 1997; Norio et al., 2005)

3.4.6.2 Transcription germinale et commutation isotypique

Le remplacement de hsl1,2 par un gene de résistance a la néomycine sous controle
RQdzy LINRY2( SédNE LIDKSTOLIA]T &a2dzNAaxX yYQSY(iINI nyfs
recombinaisons )J mais altere la transcription germinale ainsi que la commutation
isotypique. La stimulation des splénocytesvitro par le LPS ou LPS plus IL4 montre qu
RS&a 3s8ySa 02y all ef padconséaylentla eomiutation de cl&sde vers les
isotypes 1gG3, 1gG2b, IgG2a et lgEvivee f S& (I dzE RQL3IDo Sié L3IDHDO

alors que les 1gG2a et IgA sont normalement présentes, indiquant ainsi que seules certaines
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voies de la commutation de classe sont perturbées. Les isotypes IgM et IgG1l ne sont pas

affectés(Cogné et al., 1994)

Unphg/ 2 G@81LIS AAYATIIANB Said 20aSNBS f 2NR&I dzS
cassette pgnéd (Manis et al., 1998)Toutefois la délétion de la cassette pgiéd grace a
f QFOlA2Yy RS ®RLISNBO2Z2YOAYINSRGOdzNF GA2Y RQdzy LI
délétion dehs1,2 ou hs3¢§Manis et al., 1998)Ces résultats suggerent aimgie ni hsl,2 ni
Kiaol yS a2yl NBldzAa L32dzNJ £+ O2YYdzilI GA2y A&z
RS fF [/w oQL3Il @

Comment expliquer alors le phénotype observé lorsque hs3a ou hsl,2 soplages
par une cassette pgkéd?! y RS T I dzil it Re3 réQidh$ swiich »dpautrait étre lié &
f QA VKAOAGAZ2Y RS fF GNYYAONRLIGAZ2Y 3ISNXYAYLFES
OKNR Yl GAYySd 9y SFFTFShz fSa [ticnhida duciesSpazhdttano Q | 3 A
une interaction physique directe entre un activateur et un promoteur rendu accessible selon
les stimuli(Arulampalam et al., 1997Pes phénomenes de compétition entre promoteurs
pourraient notamment survenir a distance. Ainsi, le promoteur pgk du gete pourrait
priver certains promoteurs germinaux de facteurs de transcripti@ogné et al., 1994)
Alternativement, le génenéd> 2dz a2y LINRB Y234 Sdz2NE shld@edeNdiNI A G 2
SYLISOKSNIJ fF LINRPLI IIFGA2Y RQAYTFEdzSyoSa | OGAGI
NEIA2Y o0QLII @

[ QK@ LR GKSABb2WRQHagSI NXOASS RS I NBIAZY o0QL
Seidl etal. (Seidl et al., 1999)Son équipe a montré que le remplacement du promoteur
L3IDHd 2dz RS& SE2y a&néd affede Nangs/ pBemiérlcas darandc8ptioni3 |
ASNXVAYEFES SO I ,ezanyldaetondicdsansdiipiith germinia et la
commutation@SNB /' 03X lUed HRBE GAYI N W daz2ya OSNE /' m S
pas affectées. La compétition entre le promoteur pgk et les promoteurs germinaux
YOQAYUGSNIBASYRNI Al 1jdzQlF gSO f Sa 38y SdivéSparld Y2y i d
NB 3 A 2 ySeidl & al31999)

Toutes ces étudesdiquent que les élémentdS f | NB

NB3dzg GA2y RS tF O2YYdzitdrzy R

L
vy >
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oS
-— O
ax O
[T
v W
ax
w >
<
. c

-47-



cassette pgiéd H 10 Sy @t RS Kan yYQSYGNlInyS I dz
R Q A ¥Yiogldhulines. La commutation de classe vers tous les isotypes a lieu de fagon
normale(Manis et al., 2003)Cei suggérgue lesSt SYSy Gt a Of Sa sdifient | NB 3
dans un espace de 17kiiuéentref Q St 8sY,3 gfidirégionlocalisée2 kb en aval de hs4.

Il RSt StGA2z2y O2y22AyiS RS& RSdzE | OGA DI (S dzNJ
hs4) ou leur remplacement par une cassettepgkl altérent la transcription germinale des
NEIA2ya O2yadlydsSa S t1 O02YYdzil A2y RS Of I 2
et IgM (Pinaud et al., 2008y / SG STFFSG LISdzi & QSELJX Alj dzSNJ LI N
hs4 (ou hs4 seul) sont des régulateurs clés de la transcription germinale ou bien par le fait
lj dzQA € & (effel dose» da@ézyata délétion de deux activateurs en méme temps.

[ 2NEjdzS €S t20dza L3I S adansSikdhiutho¥ofe artifigebichez S& |
des souris transgéniques, la transcription germinale est altérée et la commutation de classe

est indétectable(Dunnick et al., 2005)I est difficile de savoir précisément gsi@léments
interviennent dans la régulation de la transc¢igm et de la commutation isotypiqueds3b et

hs4 sont essentielsyE NB @I yOKS I RSt SGA2Yy RQdzy aSdzZ |

facilement compensée par les autres.

A

Une autre étude va e @S dzNJ RQdzy Nbf S LINBLIZYRSNI yi

puj

des phénoménes de transcription etedcommutation de classe. En effales souris
OGNy yaasSyAljdzSa O2yGSylyd S LINRPY2GSdzZNJ ISNYAY
contrle de hs3a/hsl,2 o6 a0 0k Kan Y2y iNByild dzyS SELINBaaizy
témoins et une meilleure réponse aprés stimulati@aurencikiene et al., 200 ependant,
aSdz S fI O2YO0OAYylIA&d2y KaookKan AYRdzZAG RSaA dz

Y
sont connues pour précéder la commutation de classe etsonfdéfiR I y 1 S&4 RS f QSyl

3.4.6.3 Hypermutation somatique

Des souris transgénigues contenant un segment VDJ réarrangé sous contréle de Ep et
RS KamIu yS LINBASYGSyld L{TunashRuDdagelds N7y G A2y
[ QF y I f & & Scknackaut » pctidabBh/Bs4(Pinaud et al., 200Inontre que ces deux
FOGAQGIGSdzNE yS azyid LIa ysoOoSaalANBa yAiA Lkdz
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adz2NBSy dzS RS QK& LI§Naaiziiet al.A 2003) Ca2 rédultats lpaizSen
contradiction avec une étude précédente qui a montré que les éléments hs3b et hs4 en
associaton avecpMS G 9k SGlFASYyd OIF LI o6fSa RQAYRdAZANB f Q
(Terauchi et al., 2001)

3.4.6.4 Expression du locus IgH

Dans la lignée pr8 70Z/3, unedrge délétion d'environ 30 kb a éliminé une région
incluant hs3a et hs1,Saleque et al., 1999Malgré I'absence de ces deux éléments, aucune
diminution de I'expression de la chaine p n'a pu étre constatée. La seule présence de Eu et
des éléments distaux hs3b et hs4 suffit a induire une fespression de la chaine lourde a
ce stade. De plus, I'hybridome 7080, dérivé de la lignée pB: est caphle
spontanément de commuted S NE (Saleque et al., 1999)xonfirmant que les deux
premiers éléments de la LCR 3' ne sont pas nécessaires a la commutation de classe vers IgG1,

en accord aveles résultats chez les souris mutan{€ogné et al., 1994; Manis et al., 1998)

/| KST tSa &a2dz2NhAa RSTFAOASYy(iSa LIdN KamIuIz f
normale, seule la transcriggh germinale de quelques génes constaess affectée(Cogné
et al., 1994) La délétion conjointe des activateurs hs3b et hs4 affecte la transcription
germinale de la plupart des genes constants, et probablement I'expression du géne p dans
les lymphocytes B au rep@Rinaud et al., 2001} a lignée LP2, dont le locus IgH présente
une large délétion incluant cette foisute la région 3' (mais conserve E), présente une trés
faible expréda A 2y Rdz ISy S h ISligné©Omréntalesand déBtifGrdged S O
and Morrison, 1986)Ceci laissepenser que la région 3', dans sa globalité, régule la
transcription des genes de chadleurdesréarrangés par le biais de coopérations entre des

éléments multiples et redondants.

3.4.6.5 Structure de lachromatine

La structure de la chromatine est un élément clé de la régulation de I'expression des
genes, permettant I'accessibilité des régiansmodulatrices aux facteurs de transcription.

Le groupe de Groudine a décrit I'association hdfsZb-hs4 commeune LCR. 8 montré que

-49-



cette combinaison d'activateurs pouvait déréguler la transcription de I'oncogangc par
changement & promoteur (de P2 a P1) de facon similaire a ce qui est obdergédu
lymphome de Burkitt et dans les plasmocytomes de soMiadisen and Groudine, 1994)
Cette méme combinaison est cependant capable de conférerfame expression de-myc

en présence du seul promoteur Bidadisen et al., 1998Pans ce cas, I'hypersensibilité de la
région a la DNase |, le degré de méthylation et la position des nucléosomes demeurent
inchangés Cependant, une immuneprécipitation de la chromatine montre une
augmentation de l'acétylation des histones sur la to&liu vecteur contenant hsl:/2s3b-

hs4, et non pas simplement 'acétylation des histones situés sur les régions promotrices. La
LCR pourrait ainsi contribuer au maintien d'une région dans un état transcriptionnellement
actif enrecrutant des facteurs telsug des histones acétytransférases (HAT), initiant une
acétylation des histones qui se propage par la suite dans toute la région environnante
(Madisen et al., 1998)

S5UAYLRNIIFyYyGa (NI @l dzE -ydbind dntipsrinis dedadpoderS f 2 O

deux modeles d'activation d'un promoteur par une LBRger and Groudine, 1999)

¢ le modele«looping» suggere la formation d'une boucle permettant des interactions

directes et stables entre les facteurs transcriptionnels fixés a la LCR et ceux fixés a
proximité des promoteurs (Hgure 16). Un tel modele pourrait expliquer le
fonctionnement de la LCR 3' du locus IgH. En effet, le remplacement de I'élément hs1,2
provoquant I'effondrement de certaines classes d@mné et al., 1994jait supposer

gu'il puisseinteragir, en plus de sa capacité a stimuler les promotqa\is avec les
promoteurs situés en amont des régions | rendugccessibles selon les stimulies
éléments de la LCR interagiraient, de facon ahléiue et selon le stade de
différenciation de la cellule B, avec les différents promoteurs, @vpl) du locus IgH

(Arulampalam et al., 1997)

¢ le modele «linking» implique une chaine de complexes protéiques ancrés a la fibre
chromatinienne se propageant depuis l'activateur jusqu'au promot#unet en jeu des

protéines a homéodomaines.
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Gy (off) B  Ay(On) Gy (of

Ay (Off)

HS5 ps4 Hga HS2 HS1 Gy/Ay (Off) p (Off)
k,—«rd

>

Gy of) Ay(On) B (Off)

HS5 Hsa4 Hs3 HS2 HST

HS5 HS4 gy HS2 HS1 GylAy (Off) B (On)

Figure16:ModeleR QI OG A @ GA2Yy RQdzy f20dza LI NJ dzyS [/ w

A: Modéle «looping». SelonlesstimulE £ I GNJ YAONRLIGA2Y Sad AyAdld;
38y S | prawings Sl& la chromatine condensée sont représentées en vert. Un
holocomplexe protéique permettant linitiation de la transcription (HC) est représenté en

gris, 'ARN polymérase est représentée par des ellipses rouges, les activateurs et promoteurs
fixant les facteurs nucléaires sont représentés en jaune.

B- : Modele «linking ». Au cours de la différenciation, un complexe protéique (ovales bleus

et noirs) se lie a la fibre chromatinienreu niveau de la LCBrace a des interactions avec

RSa FFOGSdzNE G(GNIYaAONRLIIA2yYySfa £ K2YS2R2YIl Ay
La chaine qui se constitue se propage le long de la chromatine entre la LCR et le gene a
transcrire.(Bulger and Groudine, 1999)

Récemment, ois nouveaux sites hypersensibles a la DNasat été découverts en
aval de hs4 hs5, hs6 et hs&ansrble activateur (Garrett et al., 2005)Une analyse
FLILINRF2YRAS RS (G2dz20S I NB3IA2Y oQL3II F SGS

progressive de lghromatine en fonction du stade de développement mais |oas de la
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stimulation par leLPSyui est sans effet sur les modifications épigénétiques étudidassi,
hs5, hs6 et hs7 seraient les premieres régions dont la chromatine est ouverte, suiies. de

Hs3a, hs1,2 et hs3b seraient associés a une chromatine active a partir du stade B mature.

[ OKNRBYIFOGAYS | OGAGS Said Faaz20ASS t f Ql O
méthylation de H3K4la méthylation de H3K9 estquant a elle,caractéristjue de
f QKSUSNRBOKNRBYF GAYS 62dz OKNER Blles krosSmodifigatiofsi A @S 0
associées a une chromatine active sont détectées au niveau de hs5, hs6 et hs7. En revanche,

f QO GA2Y RS 1o RFEya Kan Yy Qp&EB.PouNB3NBSHAESS | dz
KaooX OSa Y2RAFTAOFIGAZ2Y & yQF LI NFXrA&aaSyd 1jdzS L
La méthylation de H3K9 a été détectée en amont de hs3a et en aval de hs7 suggérant

jdzS§ f 1 NBIA2Y o0 Qtrochtomddire@GarStyeti &, 200B) % réGidn erSaved

de hs4 contient de multiples sites CTCF dont plusieurs coincident avec hs5, hs6 et surtout
hs7. Si ces trois hs ne semblent pas avoir de foncaiivarice, ils présentent cependant

une activité insulatrice médiée par le facteur CTCF dont la fixation aux sites présents dans les
trois hs a été démontrééGarrett etal., 2005) Cette configuration suggére que cette région

serait la frontiere du locus IgH.

35D; / h! +9w¢9 5Q'b9 bh! +9[[9pQ: DLhD

[ QS0dzRS RS I NB3IAZ2ZY pQL3IAIZT Sy LY2yid RSa
présence de trois sites pgrsensibles a la DNase | appelés HS1, HS2 et |btaBsés
respectivement 32,&b, 27,9kb et 26,2kb en amont du gene \M558.55(Pawlitzky et al.,

2006) HSL est détecté uniqguement au stade pB tandis que les sites HS2 et HS3 sont
présens tout au long du développement:Blu stade prd INB . 2 dza |j dzQ | dairea (G F RS |
FAYy&aA ljdzS RIya tSa OSttdZ Sa ¢ [ QF yIdit€dsaS LI d
distincts séparés de 250bY dzy aAidS pQ FLAOGES 61 (Pawlittky S dzy
et al., 2006)

HS1 possede des sites de fixation pour PU.1, Pax5 et E2A. Casegrai lient a
HS1,in vitro, uniquemet au stade preB. Les trois HBnt été testés pour leur capacité a
activer ou a réprimerla tray a ONA LJG A 2y R Qdzyll a=& yobservillquehl2 NIi S dzl
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combinaison HS2-3 entraine unediminution de la transcription.Le méme résultat est
obtenu avec HS1 seul. Une mutation du site de fixation de PU.1, empéthdiaisonde
PUIL | { MZ VY QIMaitdi & sitlREagsTedt :iitd la transcription est augmentée.

Pax5 a donc une fonction répressiRawlitzky et al., 2006)
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4 TRANSLOCATION DU GEMEYCDANS LE LOCUSH

4.1 ROLES PHYSIOLOGIQUEGREC

4.1.1Le génec-myc

Le genec-myccode un facteur de transcription dgpe « hélicebouclehélice» (HLH)
ayant un domainex leucinezipper». Il contient trois exongFigure17)® [ Q $& 20h ™
codant. llcontient deux promoteursPl et P2 en amont et des séquences régulatrices en
aval. Deux autres promoteurs ont été décits £ S LINR Y2 (0 SdzNJ ONE LI A |j dzS
LINEY2(GSdzNJ tn REya fF NBIAZ2Y pR etyP2 poss@dedt R dzA G S
chacun une baé TATA contraireent a PO et P3.es exons 2 et 3 codent la protéiadlyc
(pour revue(Ryan and Birnie, 19960 [ QAYAGALF GA2Yy RS I GNI yaONR

niveau du promoteur P2 dans les cellules non transformées.

4.1.2La protéinec-Myc

La protéinec-Mycestun facteur de transgption et possede aingilusieurs domaines

caractéristiquegFigurel?):

e un domaine carboxyterminal O2 yali A i dzS RQdzyS NBIA2Y o6 aAl
NEO2yylAaalyOS SiG tF fAFA&A2Yy t RSa eaSljdsSy
RQdzy S «NeBchdzbpgr» NBalLl2yalofS RS  ofMgaRdN®dRA Y S NR
partenaire Max[ H@térodimére MyeMaxestOl LJr 6f S RS &S fASNI £ fQ
boite CACGTG (E box). La protéine Mad régule négativecaddyt en formant un

hétérodimere avec Max.

e un domainede localisation nucléaire permettant a la protéimeMyc nouvellement

synthétisée de passer du cytoplasme au noyau.

e dzy R2YIFAYS RQIFOUAQGIGAZ2Y RS f itermitadl (YADO NA LJII A
LISNY S G G I yan ade€dd ifathidtie @anisktipnnelle.Ce domaine contient deux
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régions tres conservéedes botes Myc | et Myc Il (MBI et MBibur «Myc Box» | et 1)

essentielles pour lgansactivation et latransrépression des genes cibles.
Récemment, un domaine MBIIl a été décauveans la région centrale deMyc.
/ QSald dzy YSRALI (S deNandosnatiorRellwladdesi de aSumordyénése
(Herbst et al.,, 2008) 9 Y FAY S dzyS ljdz-t iNARSYS 62nidGS
fQFILRLI2aSsT tF GNIYyat2N¥YI GA XGowlndefal 2006)dzS

A- Genec-myc

P1
—>
—» P2
—» PO — P3
p & Exon 1 Exon 2 Exon3| 50
B- Protéinec-Myc
Domaine Domaine
aminoterminal Région centrale carboxyterminal
( \d Y N
I I I I b HLH LZ
MBI MBIl MBIl MBIV NLS

Figurel7: Organisation du gene-mycet structure de la protéinec-Myc.

A: Représentation du gne c-myc. Les fleches coudéagprésentent les promoteurs. Les
introns sont représentés par des traits figisles exons par des rectangles

B: Structure de la protéinec-Myc. MB: Myc Box NLS signal de localisation nucléaire
HLH: hélicebouclehélice; LZ leucine zipper b: région basique.
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4.1.3 Fonctions dda protéinec-Myc

c-Myc appartient a une famille de facteurs de transcription qui forment des
KSGSNRPRAYSNB&a SiG ljdzA &S fASyd t RSasgénssljdzSy OS
cibles. La liaison du complexe Myi@E | dzE & Sj dzS y Ga&idatiod du@ené cibley R dzA i
dans la plupart des cas, alors que les complexes-Mad ou Maxa I EX  ljdzA  y Q2 y (i
R2YFAYS RS GNIvyal OlAgdl A2y -MaxpdrAng daBpetitionfd®@ ST ¥ S
f Q200dzLJr GA2y RS I aSljdzSy0S 9 02E®

La protéinec-Mycest expriméeR dzNJ y (i oder2&dé dadbB ubiquitaire ainsi que
dans les tissus adultes possédant une forte capacit@rddifération. c-Myc joue un réle
essentieldans la régulation de plusieurs fonctions biolagig telles que la prolifératigria
RAFTFSNBYOAl iDBF W Xz t ONRE S d B2 Y Siguoe2d). hes ¥bris ST f Q
« knockout » pour c-myc meurent au stade embryonnaire 9;510,5 jours suite a diverss
Fy2YFEASa RlIya S RSO&BEAINIOMSY i RS f QSYONE2Y

262
o :
¥ e
G apoptosis

o . DODODPoCEN
cell cycle progression genomic instability

cell growth & division % uncontrolled cell proliferation

o-@-8

a ‘® \b) )

< @ aet® ]
metabolism %
ATP W ! ; . i

mrp \ | escape from immune surveillance

ATP ATP \ ———
yC —> ¥ rm

telomerase activity , _—— w> o
£ immortalization

cell adhesion & motility (& &)
independence of growth factors

angi;ggfsis differentiation : .
= : 4
- T = e
e o O (.} — L (-
| PDGF

Figure 18: Fonctions biologiques contrélées parMyc dans des conditions normales et

durant la lymphomagénese.

c-Mycrégule de nombreuses fonctions biologiqué&dles sont faement perturbéeslorsque
f QS E LINR-&nycaskdgrégRiée(Vita and Henriksson, 2006)
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e c-Mycet la prolifération cellulaire:

Un des roles ckde c-Myc est de promouvoir Igprogression du cycle cellulaireais
des cellules quiescentds vitroz f QS E LINEE ésh igdgtectBbf Cependant, sus
f @ He signaux mitogéniques, les niveaux en ARNm etpmstéine augmentent
rapidement, les cellules entrentlors en phaseG1. Puis,les tauxRA YA y dzZSy i 2 dza |j d:
niveau faible mais stable dans les cellules en proliférafio® A Y LJ2 NI-my¢ @& laR S
transition G1S est illustrée par le constat que des celludesyc-/- proliferent 3 fois moins
vite que leur forme sauvaget présentent des phasesl et G2 tres ralentie@Viateyak e
al., 1997) Diverstravaux ontmontré quec-MycLJF NI A OA LIS t f QF OUAQDF A2y
cycline E emphaseG1(Berns et al., 1997; Per&oger et al.1997; Steiner et al., 1995) es
cellulesc-myc-/- présentent une activité kinase cdk?2 tres réduite par rapport aux celtules
myc +/+ et des niveaux en p27 (inhibiteur des cdk) tres éle(iateyak et al., 1997)
SBATFSNBYG& (NI Ol dzE 2y i cavizdd 2NBmplexeScdkyaigeT FS G |
9 aSNIAG YSRAS ldtéNe de SERusdRatnohidd 2l eRgEdagrait albis
LIHT RQSESNODSNI a2y STFFSG A yeichne RStethdrtaly #988; f QI O
Vlach et al., 1996)f SEA &GS RS& R2yySSa 02y c-MycBuk OG 2 A NJ
f OSELINBSaairzy RS I OedtAyS 5mX YIFAa RSa N
f QS kitdMiBs&yclines D pafMlyc pourrait contribuer & séquestrer p2{Bouchard et al.,
1999; PereRoger et al., 19995 Q| dzlypamhéses ont été envisagéasMyc pourrait, en
particulier @ G A Ydzf SNJ f I (N} YAONARLIIAZ2Y Rdz 38§y S- RS (I
box (PerezRoger et al.,, 1997¢-Myc stimule également la transcription du géne cdc25A,
codant pour une phosphatase qui élimine les groupements phosphatesitelmis sur les
kinases cdk2 ce qui engendume activité kinase cdk2 accruéGalaktionov et al., 1996)
OYFAYS Af | | §24FSY 8 VakNSBsioljd&Sydp@voque une répression
de la transcription du géne codant pour pZYang et al., 2001)indirectement,c-Myc
pourrait également diriger la dégradation de p27 par la voie UbiquiiReotéasomecar il
aGAYdZ S f QS E CiMBodahtug gobmpesi dicdmpxmiquitine ligase SCE?
(O'Hagan et al., 2000)
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e c-Mycinhibe la différenciation cellulaire

Dans de nombreux types cellulaires, udeminution de c-Myc accompagne le
processus de différenciation terminale et la sortie définitive des celldlesycle cellulaire
[ § o6t 2038 R&nyctp& ldésiioigdiuciéptideR 8ri Sy 4> LI dd £ QSEL
ectopique de Max2 dz LJ- NJ £ QSELINB&aA 2y RS chygeltyhduite R2 YA Y
la différenciation des cellules leucémiques-64l, des cellules F9 (tératocarcinome) ou des
cellules MEL (érythrieucémie de souris)Canelles et al., 1997; Griep and WestphaB&;
Holt et al., 1988; Prochownik et al., 1988)S OA LINR |j dzSYSy iz f QEmycINB & & A ;
Sald adzZFFAalyaS LRdzNJ F62f AN f QA Yy Rd@dchognyk RS € |
and Kukowska, 1986F9(Onclercq et al., 19891937 (lignée de monoblasteflarsson et
al., 1988u PC12 (lignée neunale) (Maruyama et al., 1987)

e cMycetf QF L2 LII24S

Les avancées réalisées dans la connaissance des fonctianblgleont permis de
découvrir que paradoxalement-Myc est capableR QA Yy R dzA NB darfis CceriaigekJi 2 & S
circonstancesDes études effectuées sur des fibrobladtesan et al., 1992)u des cellles
hématopoiétiques(Askew et al., 19912 y i NBGZSt S 1jdzS f QSEMNBEAA 2y
nécessite la présence de facteurs de croissance ou de survie pouesjgellules puissent
proliférer. IQSt AYAY Il GA2Y Rdz ASNHzY o0LI2dzNJ f Sa FAONRO
cellules hématop OS G A lj dzSa 0  LINE & opatesh dé clycl deraidiiatos e
sensibiliser les celles & ces signaux apoptotiqugsSa YSOFyAayYSa RS f QF LR
c-Myc sont peu connusPt dzd A SdzNBE 38y Sa& A YLK ANub p53,Baxya QI
contiennent dans leur promoteur des régions répondart-Myc, mais le role direct de ces
géenes dans ce processus de sensibilisatimrgpoptotique reste incertainc-Myc couple la
LINPEf AFSNI GA2y OSft f dzf | A NEertatnes fcadditignR goOriiescigles RS £ ¢
les facteurs de survie sont limitants. Pour que des cellules puissent survivre a une expression
dérégulée decMycz St fSa 2yaG o0Saz2Aay a2A0 RQdzy | LR NI
f QF Olj dzA & A A 2 tifapoptBtiquésialigpléneatair&Sears/and Nevins, 2002)
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414wS3dzf I GA2Y RESMycQSELINBaA&AZY

Le géne c-myc est régulé par des mécanismes complexes a la fois au niveau

transcriptionnel et postranscriptionnel. De nombreux facteurs de transcription

R <

interagissent avec-myc Plusieurs sites hypersensibles alaDNase2 Y i SUS ARSYy (A

de c-mycet dans legénecmyc NF . S& G dzy AYLER2NIFydG FF OGSdzNI |
cmycmurins et humain® [ S& YSOlIyAaySa RS O2yiNxfS RS

jouent également un réle important dans la régulation denyc

4.2 TRANSLOCATION DU GEMNEYCETLYMPHOME DE BURKITT

lef @YLIK2YS RS . dzNJ Adiplasm@cit@rie chiezQ i 250UNSE &
f QAYYdzy 2 O& (i 2 %08t in@Kablémerit 8ssoblds & une translocationcdeyc au
YVAGSE dz RQdzy RS a 0NBA A f 2 Oha trangldehtighll affettesS &
YFE22NRGFANBYSyid €S t20dza L3I O2RIyld ftSa
(Tableau ).

Pathologieet espéce Translocation| Réarrangement| Fréquence
Lymphome de BurkitHomme T(8;14) Myc-lgH 80%
Lymphome de BurkittHommeé T(2;8) MycL 3¢ 15%
Lymphome de BurkitHomme T(8:22) MycL 3 < 5%

PlasmocytoméSouris) T(12;15) Myc-IgH 90%
PlasmocytoméSouris) T(6;15) MycL 3¢ 10%
PlasmocytoméSouris) T(15;16) MycL 3 < <1%
Immunocytome(Rat) T(6;7) Myc-IgH 100%

Tableau 1: Translocations chromosomiques dérégulartmyc chez trois espees de

mammiféres.
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4.2.1 Description du lymphome de Burkitt

Le lymphome de BurkitfLB)consiste enune prolifération monoclonale maligne de
cellules B matures. Il estarractérisépar ses aspects morphologiques (lymphome monotone
de cellules B de taille moyenne, aspect«dgel étoilé» di aux macrophages contenant des
débris de corps apoptotiqugsson profil immunophénotypique (CD1@D38, CD77, profil
caractéristique des cerntiblasteg et ses anomaliesytogénétiques impliquant-myc Trois
cas différens ont été mis en évidencele LB endémique africajrie LB sporadiqueaucasien
etle[] . I 3a20AS dz RSTAOAG A WW®RIOh athiA208B) t 2 NA RS

4.2.2 Points de cassure dans les lymphomes de Burkitt
Les points de cassure dans les lymphomes de Busikittrépertoriésen trois classes
selon leur localisation par rapport au geaenyc(Cory, 1986fFigurel9) :
e Classe 1lepoint de cassure intervierdans le géne-mycd 2 A 0 Rl ya t QSE2y wm
premier intron.La région codante resttependantintacte.
e Classe llle point de cassure estsitéY YSRAF G SY&¥yc Sy pQ RS
e Classe Illle point de cassure interviemtu moins 10b en amont du gene-myc

Pour les classes | et Il, les points de cassure sur le locus IgH se produisent au niveau
des régions< switch». Ces deux classes sont associées aux LB sporadiques et aux LB associés
au MH. Pour la classe lll, le point de cassure se produit au nivear¢giesis VDJ sur le locus

IgH et ces translocations sont associées aux LB endémigigesg19) (Blum et al., 2004)
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Chromosome 8: c-Myc
Exon 1 Exon 2 Exon 3

, 300kb 200kb IOOkb- -_E )
T At o 3

LB endémique LB sporadique et LB associé
auVIH

Chromosome 14: IgH

s - HHHHHH-//--//-HEHE
Cu Sp Ep J D A%
4 4

LB sporadique LB endémique
LB associé avIH

t(8;14) LB endémique

l Exonl Exon2 Exon3
57 // 3’

Cp Sp En J

t(8;14) LB sporadique et LB associé ¥lH

Exon 2 Exon 3
5 fEa v

Cp Sp

Figurel9: Localisationdes points de cassure sur le géosenycet sur le locus IgH lors du
fe@YLK2YS RS . daNJAGGH OKST fQK2YYSo

Les points de cassure sont représentés par des fle¢Besn et al., 2004)

4.3 MECANISMES MIS BEU LORS DE LA TRANSLOCATIGN DE
MYCDANS LE LOCUSH

Le locus IgH, qui est physiologiquement soumis a des remaniements et des mutations
au cours de la differenciation lymphocytaire B, constitue une zone critique pour des
événements de translocations @mosomiques] S& NBO2YoAyl Aazya +5Ws
somatique et lacommutationRS Of 84S 3I Sy § NBy (Lor&6 implbmé & dzNB a

de Burkitt, la translocation de-mycdans le locus Igknplique soit la région YdJet semble
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corresponde a descad dzZNBSa RS f Q! 5b fASSa | dz LIKSYy2YS8yS
les régions<switch» et correspondalors a des aberrations du processus de recombinaison
declassef I O2YYdzil GA2y A&d20G8LAIdz2S AYLIX AljdzS €S Of
« switch » tandis que la translocation impliguseulement une seule régiolCeci suggere que

fF &A0GNHz2OGdzZNB Rdz O02YLX SES RS NBO2YO6AylAazy
«switch» SO QI dzii NBontéhanNE jehecnyeS RdzN> yi  QS@Sy S

translocation (pour revuéKuppers and DaHgavera, 200))

Les mécanismeprécismis en jeulors de la translocatiomestent a éluciderDes
études sur des lymphomete Burkitthumains ont indiqué qué Q S y AIB &t exprimée
dans les cellules B tumorales des centres germingiifsit et al., 2003)ll a égalementété
montré que la translocatiome c-mycdans le locus IgH est dépendarde AlDet de UNG
(Ramiro et al., 2006; Ramiro et al., 2004)rs de la commutation de classa,formation de
boucles R dans des régions riches en GC pernferdsation dQ! 5 b & A YjuiJesSla 0 NA y
cible deAID Une étude lasée sur la transcriptiorin vitrtoRSSE XYy M 3 dectny@d y (i N2 y
suggéré quale tellesboucles R powient égalementse former dans-myc(Duquette et al.,
2005) Ces résultatsuggerent queAlD est 2Ot S RS f QA y & (i broykdaksle§ 3I Sy S
cellules B activée®e méme, la séquence demycexplique en partie soninstabil S® [ QSE2 y
M SO f QAY (I NERYC cmquipRglisposd® gemaByda f@nfer desstructures oul
f ADNest simple brinCependantf QS vy & S ¥es féSultat®/Xplasencoreété démontré

in viva

Récemment, unetéde portant sur des souris transgéniques-é&pyca montré que
si ces sourigtaient déficientesen enzymeAlD, elles dévelogpent un lymphome préB. En
revanche,f 2 NR |j dzQ St t Selte pAteindNBl&sII§véloppent un lymphome de
phénotype B mature, indiquant un réle daID dansle développement de lymphomes B
matures (Kotani et al., 2007)AID semble avoir une fonction double dans le développement
de lymphome BY f QAYAGALF GA2Y LI NHz8 NS & ff DSIEdPas B A D K N.

mutagenese.

[ Qdzii A f ’sculfisdéficiegtes Rd&NJ ! L5 | LISNX¥A A RS OSNARTFAS
enzyme dans la translocation denycd [ QAYy 2SOUA2Y RQKdzAf S -YAY SNI
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péritonéale, conduit a la pragttion accrue de cytokines telles quél<h qui stimule la
prolifération B. Des injections répétées engendrent des changements génétiques
supplémentaires conduisant a la formation de plasmocytomes. Ces derniers contiennent
dans 85 a 90% des cas unanslocationdecmycL f | SGS Y2 ydinéBe t4udzQAt S
de translocations chez les souris déficientes pour AID que chez les sauvages, suggérant que
1'L5 yQSad LI a ysSoOSaalANB L2dzNJ £ (N gedtf 201 G A

suffisante(Unniraman et al., 2004)

4.4 DEREGULATION B®MYCLORS DU LYMPHOME DE BUR

4.4.1Dérégulation dec-mycpar les activateurs du locus IgH

Le lymphome de Burkitt est invariablement associé a une translocatiannagc au
YAGSI dz RQdzy RS& (iLBSnhe-myic tadsloquddt Riprymé tafidiS ue L 3 &
f QI f f § te§e syleddeikBpencer and Groudine, 199Dans des lignées cellulairds
Burkitt, la transblA LJG A 2 Yy cRy80 NIQY d f BIf &S aQSFTFFSOGdzZS LINBFS
promoteur P1 au lieu ul promoteur normalP2 (Strobl and Eick, 1992; Strobl et al., 1993;
Taub et al., 1984)La cause de cehangementRS LINBP Y230 SdzNJ yQSaid LI &
apparait évident que ces divasmodificatiors sontt. rgie2RS  QF QG A QDI GA2Y
dérégulation du géne-myctransloqué.] I  LISNIS RQdzyS LJ NIA S RSa N
myclors des translocations de classe | ou Il ne semble pas suffigant la transformation

cellulaire. llsembleque des élémentdlB 3 dzf | (G S dzNRienR@isenjele OA RQL3I &2

[ I RSNBIdz | GA2¢miE2 f DEELIS 41aQ29s REYSy G G N
Ainsi, des souris transgéniques chez lesquetlesyc est placé sous le contrble de Ep
développent des tumeurs B clonaléddams et al., 1985; Nussenzweig et al., 1988%
StidzRS&a RSY2y i NBWS I ljzdz&d2yS Eniidbaerdié paf g st pour
entraineg le développement de tumeurs B. Cependant, ce modékde assez éloigné du
lymphome de Burkitpuisque les cellules tumorales sont au stade-Brét non au stade B

mature.
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5S4 az2dz2NAa LERNUIFyYyG dzyS & Siddl 8e 1@ ¥AC) R Qdzy
contenantc-mycet une partie du locus Ighumaindéveloppentrapidementdes lymphomes
B (Butzler et al., 1997 Cependant, des résultats similaires ont été obtenuscagles souris
portant un YAC avec ou sans @alomo et al.,, 1999PIlus récemment, un modele plus
LINE OKS Rdz f@YLK2YS RS . dzZNJAGG | SGS NBFfAA
transgéne ou le géne humasimyc est sous la dépendance des séquences régulatrices de
La<od [ S GNIyadsyS Sad SELINAYS RS TFlozy . ¢
lymphome B mature clonal avec un phénotypei&l étoilé» caractéristique du lymphome

de Burkitt(Kovalchuk et al., 2000

[ I NB3IA2Y eawdert-myStérnslogiéAdans tows les translocations
impliquant le locus Ighbrs du lymphome de Burkittl semble que cette région joue un role
prépondérantR I y & f I RSNB I dzZ | Gy Ia dr Sffetfét@ MdnirdMBitioda A 2y R
jdzS tF [/w o0QL3lI AYyRdzA G dmyyc eKlnddiangsmerdde | dz R Q¢
promoteur de P2 vers RMadisen and Groudine, 1994ar ailleurst I NJ 3 Aagoyflse 0 QL I |
f QS E LINES é&niys 2 partir RIS promoteur P2 en permettant unaugmentation de
f QFL OSGet | A 27ToutePiga OSA aliRYSHYS v S agh@tdrE déf 14 |j dzS L
transcription a partir du promoteur P@adisen et al., 1998Desétudes ont été réalisées
afin de déterminer les sites spécifiques requis pour la dérégulatianrdgc Il a été montré
j dzQdzy -AA GBI Y& f QF OGADI GSdzNJ KaAn Rdz f 20dza L3I
promoteur. Ce changement induit par hs4 estghelorsque le site NF . S & {Kandaleii S
al., 2000) Enfin,il a été montrérécemmentlj dzS I NBIA 2y oQL Il | I A
les promoteurs P1 eP2 du geneébch2. Hle induit une augmentation de la transcription a
partir du promoteur PLLINR Y2 0 SdzNJ YAY SdzNJ £ £ QS émyy 2 NY | £
(Duan et al., 2006)

Des souris chez lesquelles le ggrmaycSa i AYASNB RlIya €S &asS3avys
fl NB3IAZ2Y o0QLII I RS dathreslanads yhd faitkeSrizidehce .BI) AY S &
02dzi RQdzy GSYLJA et MByanngf(Ghguag edab., 2004UR 2nddRil@plus
NBEOSYy(d RS f@YLK2YS RS . dz2NJAGH SYRIINBIES RS S
myc par recombinaison homologue dans la régigrdd locus IgHEnNtre 6 et 21 mois, 70%

des animaux développentdes lymphomesclonaux de types B matures ou des
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plasmocytomegPark et al., 2005a; Park et al., 20058)myc est surexprimé et il y a un
changementde promoteur de P2 vers P1. Dans un autre moddlel NXK3IA 2y o0 QL 3l
(absence de hs3b) est insérée par recombinaison homologue en amont dwcgéye Les

souris développengalors des lymphomes B(Wang and Boxer, 2005Lette étude met en
SOARSYOS S Nt S Oét®nqies, ddns la BdllatBn/denycMaid | = Y's
il est possible qué Sa | Ol A Zhapésetubiicles &ménts régulateurs du géwe

mycpour dérégulerc-myc(Mautner et al., 1995; Remmers et al., 1986)

4.4.2 Mutations du genec-myctransloqué

Lamajorité des allelesc-myc transloqués dans les lignées de lymphome de Burkitt
contienrent des altérations de séquencée plus souvent des mutations ponctuelles ou des
délétions (Rabbitts et al., 1984; Taub et al., 1984) [ QF f £ § £ S GNIJ yaf 21 dzS
régions qui subissent le phénonen RQK& LISNX dzi | G A2y &2YIl GAl dzS
mutations somatiques qui surviennent a des fréquences éleyBemark and Neuberger,

2000) La plupartdes mutationsont lieu & proximitéRS & LINBR Y2 i SdzNB t m S
et a la jonction exordintronl. Ces régions correspondent a des séquences régulatrices
importantes qui lientjn vivg de nombreuss protéines/ SLISYRI yiG>X Af yQSai

j dzS OSa Ydzil GA2ya az2ASyid dzy 6dsefde&ynamed NR U A

sites soienmutés dans la majorité des lymphomes
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5 LES ISOLATEURS

[ Sa4 Aaz2fl 0SdzNBR 62dz AyadzZ | 6SdzZNARO az2yid RSa
RS f QS médniialla dneéye identif@chez la drosophile, et plus récemment chez les
vertébrés, et ontpour propriété principale de protéger un géne des signaux émanant de
f Q! 5b FR2FOSylud /Sa aSljdzSyO0Sa 3AraasSyid adzN €
e ef £ Sa LINPGS3ISYG Sa 3AsySa Sy F3araalyda O2Y
chromatine condensée qui potrrA (i S (i SressSiBMIB géhe® S question.
e ef £ Sa SYLISOKSYG fQFOGA2Y RQdzy | OGA QI GSdzNI 0
azyid t20IftAasSa Sy i NBBrdsetamivaudy, IDEomest Stial., S L.
20020 / SGGS LINPLINASGS LISNXYSG RQS@FmUedmJ f QF OG A

CE@’-@—o—o—o—o—o— Barriere

: X
@.-—

A

Blocage de
P S e o aoA
£ QL OGA G G dzNJ

Figure20:MoRS RQlI Ot A2y RSa A&a2fl 0SdzZNE OLUO®

A lls fonctionnent comme une barriere contre la formation et la progression de chromatine
condensée.

~

B: lls protégent les génes en bloquant les interactions activatet®? Y2 1 SdzNJ 4 QA f & &
entre un actiateur (A) et un promoteur (PjBurgessBeusse et al., 2002)
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[ S LINBYASNI A&a2ftFdSdz2NJ RSONRG OKST fSa @SN
f 2 Odza -dghoBine fchtez l&é poule(Chung et al., 1993)Figure 21). Il contient un site
hypersensible a la DNase | appelé HS4 qui est retrouvé dans tous lesSmdasasation
coincide avec la région transitoire entre la conformation active et inactive de la chromatine
(Hebbes et al., 1994) marque la limite entre la chromatine ouverte, acétylée et sensible a
la DNaseL S f QKSGSNROKNRYIFIGAYS O2yRSyasS$z KeéLJx
[ QI OGAGAGS Aaz2fl ONROS | SiS t20FftAasSS &adzNJ «
fragment contiat cing sites de fixation pour des facteurs nucléanest un site de fixation
pour la protéine CTCF (CC@I@ling factor) a onze motifs en doigt de zif@@hung et al.,
1997) Cette protéine est trés conservée chez les vertébrés et son expression est ubiquitaire.
Elle serait responsable de I'activité bloquante des isolatéBed et al., 1999)Un seul site de

fixation pour la protéine CTCF est suffisant pour assurer cette activité.

Fonctionnel au niveau de différentes lignées cellulaires et chenadebreuses
espéces (pour revugBell et al., 200)) y compris la souriéSzabo et al., 200200 A & 2 £ I G S dzNJ
def |-globine a été testé pour sa capacité a protéger un géne rapporteur contre les effets
RS LR&AGAZ2YD | AYAAS Af O2yFSNB dzyS SELINBaaA
responsable de la couleur des yeux chez la drosof@itkeing et al., 1997)l agirait comme
dzyS o6F NNASNBE OKNRYFOGAYASYYS Sy LISN¥YSGial yi
LINPGS3SSax Stk2dz Sy AyKAOGFIYy(d f QF Ol X2atyetRSa K
al., 2000; Pikaart et al., 1998)

[ QA &2 | (0 Sottablde® DG RS fI 66 S RQIF&aadz2NBNJ £ Sa RSd:
des isolateurs la fonction de blocage des interactions promot@aativateur et la fontion
de protection contre les effets répressifs de la chromatine adjacente. Il a été montré que ces
deux activités sont séparable&n effet, & fixation de CTCF a son motif spécifique est
absolument nécessa pour la fonction de blocagén revanche, e y QSad LI & NBIjd
la fonction de barriergRecillasTarga et al., 2002Cette derniere nécssite la fixation des
protéines USF1 et USF 2u site IV(West et al., 2004)La mutation du site IV abolit la
fonction de barriere. Les protéines USF1 et USE2rutent les HAT (histone
FOSGef dNryaFSNFrasSov S la¢ oKAAG2YS YSGKetdN
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meéthylation H3K4 des histones. Ceci empécherait la propagation de laorohtine

condensée (pour revu@aszner and Felsenfeld, 2006)

A
Isolateur Isolateur
pQl {n 0Ql {
Chromatine HS3 HS2 HS1
H A
condensée p BB & ™
o b+ D ) 1
gene FR /’ \\ activateur gene OR
,/ \\ B/g
’ HS4 *
— Isolateur
,/ AN 1,2kb
/ \
/ \
/ \
/ \
/ \
B O Il v Vv
O 3 =3 =3 | dzdzNJ
site site 250pb
CTCF USF

Figure21:[ 20l f Aal GA2y Si aidNHzO0dzNE RS-glébdéde2f | (Sd
poulet.

A: Schéma du locus de ilaglobine de poulet. Les génes tdeglobine sont représentés par

RS& NBOUGI y3t S &/ paNikeselipsd giide.Q.d ROR lesi Baddidde en amont des
génes de la-globine. Le locus est encadré par deux isolatdurs f @ S& o0 QI { & Lt ¢
Rdz O30S pQ RQIABAWSEIDP2YyREHI DXNBY RQdzy 3ISYyS
F2f+3GS o0Cwo0x S Rdz O800S 0Q RQdzy 3I8YyS RQdzy NB

B:{ ( NHzO( dzNB Rdz O-dgimkahgmBrirant lesied|2ié fixafidh deNJTCF.
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Le lymphome de Burkitt estivariablementassocié a une translocation du geoe
mycauseinRQdzy RS&a UGNRA&a f20A O2létisyigh efoutiédaksy Y dzy 2 3
80% des casLe genec-myc se retrouve alors transloqué a proximité des éléments
régulateursde celocusdont9 x  SG € S&a T OGAGIF GSdzZNA oQL3AI  2C
modeles animaux existants orargementdzi A f A4S £ QF OGA @I G4SdzNJ 9 «x
expression tres précoce demyc (des le stade pr@) a la différence de ce qui est observé
lors du lymphomede Burkit [ I NB3IA2Y o0oQL3IAI Sad G2dz22dzNB  C
et constitue un bon candidat pour jouer un réle dans la dérégulatiorc-dg/c Afin de
réaliser un modelele lymphome de Burkitplus poche de la pathologie humaine et dans le
but de tester la fonctiorRS f I NB3IA2Yy o0QL Il admx ndontRavay & f |
de thése a consisté Baliser des souris transgéniques chez lesquelies/c est sous le

controle des activateurs transcriptionnedd@H dans éur configuratiorpalindromique.

Une premiére partie de motravail atout RQlF 6 2 NR 02y aAraidsS t 0O2ya
R QS E LINZpécliquésyde la lignée Bntégrant des combinaisons complétes ou
incomplétes des quatre activateurs tradNA LIG A 2y y St & RST & fvoilRid@aI A 2y o
expression d transgéene qui soit ciblée le plus spécifiguement possiblelss stades B
tardifs; le lymphome de Burkitt étant caractérisé par une prolifération de cellules B matures.
Ces «nini-loci», associés a un gene rapporteamt été intégrés a la fois dans des lignées
lymphoides B (représentative de différents stades de maturation) et dans le geem
souris transgéniquedNous avonggalementl S&a 1S QA A € A & Safld® yile TA Y R
meilleure expression de nos tragénes et évitelau maximumles effets de position dis a

uneintégration aléatoire dans le génome hote.

Toutes ces études ont été les préliminaires indispensables a la separtdedemon
travail de thesegui a consisté a établir m modélemurin de lymphome de Burkitiu le géne
cmycestsousleSdzf O2y GNbES.RS I NBIAZ2Y oQLII
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PREMIERE PARTMise au pointde vecteuR QS ELINBE&a A2y . 2NAIAYI| dzE D

Article 1Y ¢ #I8biniHS4 insulator confers copyumber dependent expressioof IgH
regulatory elements in stable B cell transfectants.

Laurence Guglielmi/éronique TruffinetMichel Cogné et Yves Denizot.

Immunology Letters2003, Volume 89, pages 11923.

Article 2Y ¢ KS @rolindHis&iysulator is not a silver bullet tbtain copy:number
dependent expression of transgenes in stable B cell transfectants.

Véronigue TruffinetLaurence Guglielmi, Michel Cogné et Yves Denizot.

Immunology Letters2005, Volume 96, pages 3384.

Article3Y ¢ KS pQl { n A Y adfi€idntiodInd agalyse tstyaisiedtt & |y
expression of an EGFP vector in a transgenic mouse model.

Laurence Guglielmi/éronique TruffinetClaire Carrion, Marc Le Bert, Nadine Cogné, Michel

Cogné et Yves Denizot.

Transgenic Researck005, Volume 14, pag 361364.

Article4Y Ly &dzt | G2NB (2 A YLIN®BSrepSriedgeid i tiah@efic 2 T 0 Q
mouse models.

Laurence Guglielmi, Marc Le Baréronique TruffinetMichel Cogné et Yves Denizot.

Biochemical and Biophysical Research Communic2@@3, Volume 307, pages 48a1.

DEUXIEMEPARTIEI 6t A2aa4SYSyid RQdzy Y2R8tS Ydz2NAYy RS f

Manuscrit5:¢ KS o QL 31 f 20dza 02y i NREmyckaasgenelzhdthe® A Sy (i
promotes mature B cell malignancies with a predominant Burlite phenotype.

Véronique TruffinetEric Pinaud, Nadine Cogné, Barbara Petit, Laurence Guglielmi, Michel

Cognégt Yves Denizot

Soumis &8Blood
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ARTICLE 1¢ K Sglobin HS4 insulator confers copyumber dependent expression of IgH

regulatory elements in stable B cell transfectants.

Laurence Guglielmi/éronique TruffinetMichel Cogné et Yves Denizot.

Immunology Letter2003, Volume39, pages 11923.

UneLCReRRSTAYAS 02YYS dzyS &aSljdzSyO0S RQ!5b OI L
une expression tissapécifique avec un taux transcriptionnel élevé dépendant du nombre de
O2LIASa SO AYRSLISYRIYy(d Rdz 4A0GS RQAYUSANI GA2Y«
une région de contréle du locuslle esten effetcapable deconférer, a elle seuleune forte
expression a un transgene, de facon tispécifique Une telle fonction a été décrite pour
f QF & a2 O&hstbhsAl y & Hz2BM f QS E LINBWE dpieg ahalyBedde Hadsfe&ants
stables dans une lignée plasmocytajadisen and Groudine, 1@9et pour le palindrome
hs3ahsl,2-hso 6 LJ2 dzNJ RS & NI y a fchadeduyeti é., 180QBaRs@dNA R2 Y S
dernier casdzy S SELINB&&A2Yy Ay RSLIS ydst opserSéeniaidzsadsA i S R
corrélation avec le nom@ RS O2LIASa Ay(iSaINBSad JgHa T2y Ol
également été confirméén viva En effet, @s souris portant un transgéne ou le géne de la
i -globine est sos la dépendanc&k S& ljdzZt iNBE St SYSyidia oQL3IAI X Y
R QS E LINBSspécifiggeRdz G NJ y&a3asyST SELINBaaiAzy AYyRSLIS)
(Chauveau et al., 1999%n revanche, aucurmrelation stricte entre le nombre de copies et le

YADBSEdz RQSELINBa&A2Y yQIF Lz siNB SGlofA

Afin de préciser le role dé | NB3IA2Yy oQL3II S RS 9x R
RSLISYRIY:GS RQdzy 3I8yS | 4a20AS3 y2dza | @2ya S
OStftdz  ANBA . X fQSELINB&aA2Yy RQdzy 3I8yS NI LILR
IgH. Nous avons utilisgpour ces expériencede géne GFP (green fluorescambtein). La
GFP est une protéine qui émet une fluorescence verte dans les cellules vivantes aprés
stimulation par les UVLes cellules exprimant cette protéine peuvent étre facilement
analysées individuelieent par cytométrie en flux Nous avons égalementesté si
f QdziAft A&l GA2yY RS -lebke @ef pouleS deNparp @1 {RQF B2 NB | R$
O2yaiNHzOUA2y AT LIR2dz@OFAG sUNB 0SYSTAIldzS LJ2dzNJ N
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Nous montronsin vitro, par transfections de lignées #8. (préB) et A20 (B mature),
jdzS f1 NBIAZ2Y o0QL3II I |a@fkGeuld de edplessidn dépertanté S LIS N
du nombre de copie En revanche QI 2 2 dzii Rt@itcete prapBétzNLa région
0 QL 3cbmpé&td, dors, comme une vraie LCBRapable de conférer une forte expression a
un transgéne, de facon tissuLJISOA FAlj dzSX AYRSLISYRIYy(GS Rdz &A1

du nombre de copies.
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ARTICLE 2The chicken -globin HS4 insulator is not a silvéullet to obtain copynumber

dependent expression of transgenes stable B cell transfectants.

Véronique TruffinetLaurence Guglielmi, Michel Cogné et Yves Denizot.

Immunology Letter2005, \blume 96, pages803-304.

[ QdzO At A&l A2y RRS-gldbiRddd golilét peBratNihemfdlidration de
f QOSELINBa&aA2y RQdzy 358y S NI LILIR NI S dzNdonfdfele® S & 2 dz
effet, une expression dépendante du nombre de copiks transgene inséréalans le

génome Deux hypthésesont été, alors,S Y A & S dexglighier ge réRufat

e Af Sal RH Lt fQF NOKAGSOGdzNE Rd2L 8 NJ y5ai3 &\~

isolateurs.

e tQAE2FF 0SdzNJ pQl {n LI2&&d5RS dzyS OF LI OAGS

a
copiedépendante a un transgéne dales cellules B.

' FAY RS GNIyOKSNJ Sy Tl @SdzNJ RQdzyS KeLR (K
associant la GFP et une LCR incompléte, sans hs4. Cette construction esteflanqué
RQA&a2f | 0 SdzNR 2 dffectfe? dedfacéhtsfalle, dadsiides Uighkey B.udNo
YyQ20aSNW2ya LXddpandaR (rf8meT ISraque O3 Lddc®urs sont entourés
RQA&2f 0SdNBE @

Nous Y2 Y (i NR Y A | dzSdéperdéhf bSeivédad=2f LA SNIiestOd0 & ™
f QF NOKA ind@r®tiadsydel R 8z0 6 0 lj dzQt € QF Ol A &AL Sopid y i NR Yy

dépendance conférée par les séquesadsolatrices ne fonctionngue si la LCR est compléete.
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ARTICLE 3¢ KS p QI {onelehentiisizinlefficient tool to analyse the transient

expression of an EGFP vector in a transgenic mouse model.

Laurence Guglielmi/éronique Truffinet Claire Carrion, Marc Le Bert, Nadine Codwiehel

Cogné et Yves Denizot.
Transgenic Researc2005, \6lume 14, pages 36B64.

[ QF OGAGIF GSdzNI AYGUNRYAldzS 9x Sad OF N Od SN
AOSELINAYLFYG LINARYOALN t SYSy i Il Rguledposifivement fesy S S
réarrangements VDJ et la transcription initi€e au niveau de multiples promoteurs du locus
IgH. Son étude,in vitroz | Y 2 y { NXactiflj to duf longSde FHak différenciation
lymphocytaireB. Un modelede souris transgéniquea été généré afin de détermingin
vivo, les stades de développement au cours desquels Ep est{@ctiflielmi et al., 2003Un
transgene contenant le gene GFP sous le contrdle de Ep et du promotgargt® construit.

Lt &AQSELINAYS TFT2NISYSy il -BRWU88H etBSmaturd (AD) Bdsda RS
l dzOdzy' S S E LINB & & dasyles ifofd Sgades de SoiirS Gainsgéhiques étatlies.
expériences de digestions enzymatiques piaal et Mspl ont montré la totale méthylation

du transgene dans les différents tissanalység¢la séquence codante de la GFP contient, en

effet, 92 sites CpG, sites potentiels de méthylatid» plus} dzOdzy G NJ yaONAR G DCt

mis en évidence.

l TAY RQ200GSYANI RSa f A3ySSAaGFR SousiazaiNdbraé S E LIN
cette construction par deuxsolateursp Q1 { n -gbBinefdé poulet Des souris-EppVi-
GFPI ont ainsi été obtenuesDes cellules GFP positives ont été détectées dans la moelle
osseusede nos sourigpar microscopie confocalélles ont, ensuite, été manges par des
FYydAO02N1lJA RANARISE O2yGNB RSa | yiselbi¥sa RS a
RQdzy &a0FRS RS RAFTFSNBYOAIFI(GAZ2Y R2YyYyS® BuSa |yl
permet une expression B spécifique du transgene, expressitourge du stade prdd

(B220, CD117, CD43) au stade préB(B220, CD19, CD11?", CD4%", IgM).
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/ SGGS SidzRS Y2y iNB Iefficice in Qikodpdur protéGedzid p QI { n
transgene des effets de positiomccasionnés par unasertion aléatoiredans le génome
hoteSG RQdzyS SEGAYOGA2Y YSRA S SHeldtetNdgaeSentenINE OS &
SOHARSYyOS preecsedelNBaaursRy f Q2yi23SysasS . o
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ARTICLE 4 Ly adz | G2NBR (2 A YLINE QSdrivéhErépdiBragedeziry 2 F

transgenic mouse models.

Laurence @glielmi, Marc Le Ber¥/éroniqueTruffinet, Michel Cogné et Yves Denizot.

Biochemical and Biophysical Research Communic&g08 Volme 307, pages 46871.

[ NB3IA2Y 0Q Rdz f 20dza L 3| sfectiNAEnSioie unRl ya R
F2NIGS SELINBAAAZY ddRQddn/ligndes geflulained B HnaduEhabwaziuiet
al., 1998) Cependant, elle semble inactive dans des cellules représentativetadies sde

différenciation B plus précocé€hauveau et al., 1998; Ong et al., 1998)

AiNRS RSGSNXNAYSNI f bn,irOvivggS (RASIj dzS RN IORAYD | oliQAL 3
établi un modéle de souris transgénique analogue a celui présenté précédemment.d.e gen
codant la GFP est placé sous le contrble du promoteyr gfVde la LCR compléte en
NEBALISOGIYy(d &2y 2NBFyAaldAz2y LI EAYRNRBYALdSo |
p Ql { n -gPBineld pouletNous montrons quel NI 3 A,2efile \6 @%$as kapable
dQ A y RidzAvtEB f QS E LINB & &ecizembl&&re da unb @dctivation trés précoce
du transgénepar un processus de méthylatiod y NB G y OKS> I LINBaSyoS
RQSWddsi Sr2 Ay a LI NIctvGiontdd a8 sigS® QR gl vt 848 RSA
j dzS§ f I NI 3 A 2 \spédfiquerBendaSsdalignéedyingh@ttaire B, du stade-pré
(B220, CD19, CD11'"", CD4%¥", IgM) au stade B matur¢B220, CD19, IgM', IgD).

Cette étude met, doncen évidence une expression de la LERZzaalj sizde B
mature. Elleconfirme, égalementle bénéfice que peuvent apportein vivq les isolateurs
LJ2 dzNJ F I OAf A QdtiddsgedaeS ELINBaaA 2y R
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MANUSCRITS KS o0 QL 31 regonisizifficion b dedd@ilate ac-myctransgene

and then promotes mature B cell malignancies with a predominant Burkite phenotype.

Véronique Truffinet Eric Pinaud, Nadine Cogné, Barbara Petit, Laurence Guglielmi, Michel

Cognéegt Yves Denizot

Soumis 8lood

Le lymphome de Burkitt estivariablement associé ane translocation du gene-
myct dz 8 SAYy RQdzy R&immini@obulined @ 8 k LINBcaniickednguver S
alors fortement dérégulée suite a sa juxtaposition aux activateurs transcriptisrtes loci
R Q La3radslocation affecte le locus Ighns 80% des caBy, premier activateur découvert
au sein @ celocus a égéement été le premier a étre utilisé pour modéliser le lymphome de
Burkitt (souris Epc-myg. Ces modeles ont conduit a une expression trés précooerdgc
(des le stade prd3) et au développement de lymphomes assez éloignés du lymphome de
Burkitt. Récemment, deux modeles plus proches de la pathologie humaine ont été réalisés
chez la souris. Darle premierc-mycestinséré en aval de HfPark et al., 2005a; Park dt,a
2005b) Les animaux développente facon tardive des lymphomes B matas ou des
plasmocytomes. La dérégulation dec-myc ne peut cependant,pas étre attribué a un
activateur particulier puisque-myc se trouve inséré dans le locestier. Dans lesecond
Y2R8tSS fI NB3IA2Y o ostidbérée ierNamgr} daSgSnemyadurylét K a o 0
chromosome 15 chez la souri§vang and Boxer, 2005)Cette insertion entraineel
développement de lymphomesBurkitt-like ». Ce modéele met en évidence le réle important
RS I NBIA2Y oQLIlcmRNYVAAEI A RS MNRS &iiodkh Ay SEST
ait perturbé les éléments régulateurs damyc

Afin de testerf QK& LR2 1K§asS 1jdzS I [/w oQL3I o2Y
LIt AYRNRYAIdzZSE Si& AYRSLISYRFYYSyYydG RQI dziNBa S
dérégulerc-myg in vivg nous avons généré une lignée de souris portant une copie du
transgénec-myco Q [. Nous avonseu recours ades isolateurs afin de protéger notre
transgene des influences de la chromatine adjacente.

Les splénocytes degunes souris transgéniquessans aucun signe de maladie,

proliférent de fagon accrue en réponse & divers stimuli, ontludzEapoRt@seélevé mais le
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Yy2YONBE RS OStfdztSa . Rirya fF NraS Sad y2NY
RAYAYydzSa RlEya €S aASNHzYz YlAa fF O2YYdzil GA2Yy
invitro.! LI NI ANJ RS f QN 3Ssoii§ dévemmnSdesdyinphoriey Svacs f S
une incidence de 80% a 40 semaines. Dans 75% des casploiye développé est de type
« Burkitt-like». Il est de nature clonale. pirésente un phénotype B mature (B220gM,
IgD") et une morphologie ¢iel étoik » caractéristique du lymphome de Burkitt. Dans 25%
des cas, le lymphome est un plasmocytome anaplastiquet éiggdement de nature clonale.
Les cellules sont B22agM®" et CD138

[ 1 [/ w o Cektadonc &apatité e déréguler-myc et de mimer les
caractéristiques du lymphome de Burkitt humain. La survenue trés ragidenstantedes
lymphomeschez nos souris fait de ce modele un outil intéressant pour tester de nouvelles

approches thérapeutiques.
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DISCUSSION

s, oA 2 4 oA

PREMIERBARTIY aA &S | dz LRAY(d RS @SO0Sdz2NE RQSELINBA

5Flya S o6dzi RQSGIZRASNI £+ OFLI OAGS RS 1
apposé, nous avons cherché a modéliser les événements de translocations chromosomiques
survenant au niveadu locus IgHCes translocations placent divers oncogenes sewseUl
contrble des éléments régulateurs de loeus.Ellesaffectent, notamment le génec-mycau
cours des lymphomes de Burkitt.

Une premiere partie denotre travail a consistéen la mise au point devecteurs
R QS E LINBSpésifflq@ey originalk QS ELINA YI y i | dzE & (0 loR&®et (I NRA 7
ayantune expression maintenuePour es études nous avos utilisé le géne codant la GFP
La GFP est une protéine qui émet une fluorescence verte dans les cellules vivantes apres
stimulation par les M. Les cellules exprimant cette protéine peuvent étre facilement
analysées individuellement et directement par passage au cytometre de flux. Elles peuvent
alors étre marquées par des anticorps dirigés contre des antigéenes de surface
OF NI OG0 SNRA @& VY dS&f tRdmfddyA NB Sl RQdzy ®arkhiR8s RS RS
dans ces vecteurst QF NNJ yISYSy d Sy ResHespédte RE&ENHA 12 \OXZ | (LAT
LIt AYRNRYAIdzZS RS fF NB3IAZ2Y o0QL3II Said O2yaSNE
Sy SpiQSy oQ RS fQl OGA@I GSdzN®

/| S& SGdzRSa y2dza 2y 0 LISNX¥AEA RQlIylFfe&asSN fI
OGNy yadsySa LI OSa &a2dza S O2yGNxfS RS I N2
développement B au cours desquels vesteursda Q S E LINDE MUS \éllesbnous ont permis
de vérifier le bénéfice que peuvent apporter les isolateurs pobiewir une expression

maintenue

{LISOAFTAOAGS GAaadzZ I ANB :RS t QSELINBaaArzy RS yz2
Nous avons montré qud QI OGO R @I (SidzNd I NB I hi2al gémed L 3 | e

rapporteur GFPune expression strictement B spécifiquarticles 3 et 4. La spécificité

GA&dadzZ F ANBE RS ftQSELINBaarzy RSa 3sySa RQL3A |
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RQFo2NR SiGS I (G NDeésdgdssleltrdnsfectiohsBthies ddes Hghes
cellulairesont montré qu'ils étaientactifs spécifiguement dans la lignée lymphocytdie
tout au long du développemer{Dreyfus et al., 1987; Mason et al., 1985; Wirth et al., 1987)
Cependant, dans des expériences de sggmeésechez la saris, le promoteurpVy est actif
aussi bien das les cellules B que dans les celluldsr3qu'il est associé a l'activateur Ep
(Grossched! et al., 9B4; Jenuwein and Grosschedl, 199WUhe expression aberrante a
également été observée dans les muscles squelettiqiesuwein and Grosschedl, 1991)
L'activité de Ep dans la lignée T peut s'expliquer par la fixation sur cet activateur de facteurs
transcriptionnels sib spécifiques de la lignée lymphoide soit ubiquitaires. Certains auteurs
ont suggéré que des protéines de régulation négative pourraient se fixer sur les séquences
activatrices afin de réprimer leur expression dans des cellules rigadsch et al., 1986)

Dans une autre étude,rugéne rapporteur Cu placé sous le controle de hsl,2 et de
pVy s'exprime a la fois dans les lignées B éAndersson et al., 1999Des expériences de
transfections transitoires utilisant le géne CAT ont montré une activité basale non
négligeable dans des lignées T conférée par le promoteyr (f¥auveau et al., 1998)
IQF 22dzi RS RAFFSNBYyi(iSa O2YoAylAazya RQlFOGAQJI
cette activitéb 5Fya O0Sa f A3IySSmactifsfos sembBnt Joved ynirdle o Q a
suppresseur.

Un modeéle de sourisransgéniquaedard € S1j dzSf f S 3 5gi6lBnedstNE vy |j dzS
placé sous le contrbldu promoteurpVy et des quatre activateurs hs3a, hsl,2, hs3b, etdns4
été réalisé(Chauveau et al., 1999) SGGS O2y a i NHzOUG A ¥y SNEB & LA DIRNS®
éléments transcriptionnels du locus IgHanalyse de ceanimauxa mis en évidence la
présence d'ARN -globine spécifiguement dans decellules B de la ratdJne trés faible
expression a pu étre observée dans le thymus. Elle serait daepéésence de quelques
cellules B dans ce tissua différence entre la stricte B spécificité de la combinaison-hs3a
hs1,2;hs3bhs4 (Chauveau et al., 1999 G f QSELINB&aA 2y Y2Aya o0ASYy
f QSt SY Sy ((Andeissan et alj 998 Aampalam et al., 1994nontre que hs1,2
aSdz yS adzZFFAG LI & £ NBLINRY S NAingi, DdsOciatiod el S R
I'ensemble des activateurs situés en 3' du locus IgH semble nécessaire a l'activité spécifique

de la région régulaice 3' dans les cellules B.

-83-



A la vue de I'ensemble de ces résultats, il apparait que chacun des éléments de
régulationparticipea la spécificité cellulaire de I'expression @&$§ y Sgisan@@étre, pour
autant, suffisant ils n'agissent pas individuellement mais en collaboration afin d'obtenir une
expression correcte selon le stade du développement et le type cellulfiagit noter que la
NEIA2Y oQL3Il &8Sdzx S O2yFSNB dzyS SELINKi¢&aA2Yy &
dans sa configuration germinall.reste aéluciderles mécanismes moléculaires impliqués
dans cette régulation. Tous ces activateurs possedent de multiples motifs de fixation pou
des facteurs nucléaires qui sont soit ubiquitaires spicifques de la lignée lymphoide ou
de la lignée B.

I AYSGAl dzS REBQIf @SKk SYBNAY 9k :SG RS fF NBIAZ2Y o0Ql

Ce travail nous a permis de détermiriarvivola cinétique d'activatiolRS f QSt SYSy
Eu article 3 et de la région 3gH (article 4) chez la soris au cours du développement
lymphocytaireB.[ QF OG A @ 1SdzNJ 9x Said | OGATF | dzEdudiil RSa
stade proB au stade prd. | joue un rdle dans la transcription, et sa délétion a montré son
importance dans le contréle des recomhbisons \ a Dy (Chen et al., 1993; Serwe and
Sablitzky, 1993)Dans les étapes plus tardives de la différenciation, Epn devient moins
important.

Nos résultatsO2 Y OSNY | y i f vont N&ps e ehs de ceuabkervés
préc&ddemment in vitro lors d'expériences de transfection transitoire utilisant les génes
rapporteurs luciférase ou CAThauveau et al.,, 1998; Ong et al., 1993tte régionest
active du stade prd au stade B matur@rticle 4.[ S& St SgHS&gsseidt e sytergie
et en coopération avec Eu afin de permettre la transcription de génes leur étant associés.

t NAAd aSLI NBYSYyGs Afa yQlrdAYSYyildSyld |ldischdeaAIyAT
plusieurs activateur® Q RS QJA Sy (i adiyatewJdsER, &h paiticuliérlorsque le
disposition palindromique est respecté€hauveau et al., 1998)eur implication dans les
événements tels que la commutation de classe renforce l'idée d'une activité tardive de ces
activateursau cours du développement B.

La région 3' du locus consisten deux wités: la premiére est constituée du
palindrome hs3éahs1,2hs3b et la seconde compred@lément isoléhs4. Chez la souris, en

plus de cette dualité structurale, intervient une dualiténttionnelle avec des éléments
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réputés faibles et spécifiques des cellules B matures et des plasmocytes (hs3a, hsl,2, hs3b)

et un élément fortement actif aux stades précoces de la différenciation B (hs4). Il a été
montré un effet concerté desrois partenares du palindrome f QF OGABAGS RS K
particulierement augmentée si ce dernier est flanqué de deux copies inversées de hs3
(Chauveau et al., 1998) Ql 842 OAF GA2y RS Kan | dzE | dziNBa |
quQl @3SO t I 02 Yo A Y, lsduliggaytainsile béhéfide N& c¥tie lardhfiecture et

fr ySOSaaAidsS RSa ljdzZ GNB St SYSydGa LRdzNJ 260SyA

Bénéficeapporté par ks isolateurs
A Protection contre les effets de position

Pour paller a l'inactivation de nos constructions chez la sourigjsnavons utilisé
lisolateur 5HS4 dei -globine depoulet. b 2 dza f QI g2y a OK2AA&A O NJ Af
mieux caractérisé chez les vertébréifférentes études ont montré que césolateur était
fonctionnel aussi bien dans des lignées cellulaires que dans des souris transg¢Ginues
et al., 1993; Szabo et al., 200PeL) dza = OSa S i diRdeSpéofidid yesulaile) a NIB
f2NE RS fQAYyaSNIA2y SOG2LAIldzS RS OSG Aaztras

[ ishlateurp Q1 { &até tebté pour sa capacité a protéger un géne rapporteur des
STFFSha RS LJ2aA i rakstoireRdans le gdnédey 9 § 3 NI0BEASR/YOS RQA
f QOSELINB A& &aA 2y Rdafluniichia aa K S SNRIO K MBnahiteliCetttS Sy @7
hétérochromatinisatonSa i | 842 0ASS t I YSOukKeftlldA2y RS
histones[ Q S E LINIbteadsgefeyest alors éteintélne construction dans laquelle ¢@ne
GFP est sous le contréle du promoteurpp§d RS 9x yS &4QSELINAYS L
(Guglielmi et al., 2008 [ Ql 22dzi RQA&2f | 0 SdzZNR p Qlaftide NBUIl 0
3). De méme, aus avons montré,iez la sourisquele transgéne GFP/ w Yy S  &8d&3 S E LINA Y
Sy I 0aSy OS(artiRl©4). &2 revaricte divsque le transgéne est encadré par deux
isolateurs, des cellulesB fluorescentessont détectableschez nos sourisLes isolateurs
n‘empéchent cependant pas une perte progressive de son expressioguatre lignéegle
souris portant le transgenéGFPLCR provenant de quatre clones ES différents seule la
moitié d'entre elles présente une expression de la @FRP.dza | @2 Yy dne@&NFiF A S |j d
pasd'une délétion du transgéne ode mutations introduites dans la séquence codant la

GFP[ QS Edn #le/la0GFR sembfutot due & un pénoméne de méthylation dee génell
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a, en effet, été montré que le gene GFP des transgenesGER(Guglielmi et al., 2003t

GFPLCR(article 4) est fortement méthyléin vivoend NI ny | yi dzyS LI&ENIGS RC

LIKSY2Ys8yS RQSEGAYyOilAzZY | Sl tf SYSyduchesSii S 2

hématopoiétiques transfectéesap un vecteur rétroviraMFGGFP(KIug et al., 2000Cette

inactivation se produit aux stades tres précoces de la différenciation B avant méme

f QFLOljdzAaAdAz2y RS fQFyGA3IsYyS RS adzNFIFOS . HHAO
Une étude a mis en évidendpdzS t+ YSOKeftl A2y dédpetd aSAY

notamment: 1) de la force du promoteur et dexctivateurs transcriptionnels qui lui sont

associés (plus un activateur est fort, moins la méthylation est rapiee®) de la séquence

nucléotidigue du géne rapporteufHertz et al., 1999)La région codante dwene GFP

contient 92 sites CpG, qui sont des sites potentiels de méthylafitong et al., 2001) a

YSiketldAaz2y RS m: RS&a aArdasSa /(Himga@Rog)a f QSEL

4S1jdzSy 0S8 Rdz 35y S NI LILIZ2 NI S dzNJexinCtion désHradsgerpsizS NI A

gue nous observons chez nos animaux.

A Expression dépendante du nombre de copies intégrées

La région 3gH constitue une région de contrélel tbcus (LCR). Cette fonction a tout
d'abord été montréein vitro par transfection stable d'une lignée plasmocyta{fadisen
and Groudine, 1994)Elle a enste été confirméepar des animaux transgéniqueshez
lesquels le géne trdndzS  R-§obifielhumaine a été placé sous le controleptomoteur
PVh et de la LCR globale. QSELINS & &dA 2y Rdz GNYyadsysS Said NB
indépendante du sitdR Q A Y (i S Bri\elcépkn2lafildaspu étre établi de relation linéaire
entre le nombre de copies du transgéne et son niveau d'exprestgant de la région
o0QL3I dzy S (CHauvealJet M) 2999 'én&mble des constrichs utilisant les
éémeyila oU yS NBY #eS Adivateulis.diPoudraixisterdiadzaein des régions
flanquantes d'autres séquences nécessaires aux élémemt®our constituer une LCR
complete. Ainsi, #ctivateur hsl,2 est entouré de répétitiors inversées qui jouent
probablement un rdéle important dans la régulation de la région 3. Ces répétitions
pourraient participer, avec l'aide de facteurs de liaison a I'ADN, a I'établissement d'une

structure secondaire ou tertiaire de la chromatine.
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Nousa2 Y& Sdz NBO2dzNA t RSa AazftladSdz2NB | FAY
nos transgenes permettrait une expression qui soit dépendante du nombre de copies
intégrées.Nous avons montré, par transfection stable de lignée celluRid8-81 et A20,
que, seuls, niEpif I NXB 3 hepguvaier@ doddrer une expression du gene rapporteur
GFPdépendante du nombre de copiekn revanche, la présence des isolateurs flanquant la
construction rétablit cette propriété gticle 1). Ainsi, en protégeant noslifférentes
constructions des signaux activateurs ou répresseurs émanant des séquences adjacentes,
I'isolateur 5'HS4 permet une expression plus homogéene d'un clone cellulaire a un autre pour
un nombre de copies de transgéne intégré équivalgnt. NI HH & \ompdite alors
comme une vraie région de cobte du locuscapable de conférer une forte expression a un

transgéne, de facon tissi LISOA FA[jdzSZ AYRSLISYRIYy(dS Rdz aaii

(@p))

nombre de copies.

{A £Q2Yy LISNIdZND S Of R JIRASdzDRBA A 0 RR Al RBEY A
supprimantt QS 6Y&anx y2dza Yy @febdmeNdpengaat(artidie ®&all OS
semble donc que atte copiedépendarce soitdiet f QI NIOK A  Scorstdmidh RS  y :
F2420AFya £ 1 oF Bolateurd X dzfi & ine pa@eRifd lintrifB&gue fde
f QA& 2€ | (S dzh expresSigh yedpiéhEnbidntaizans une cellule BCette étude
Y2y dNB 1jdz8 tF [/w R2A0 sGNB dzirtArass Riya a

dépendant du nombre deopiesintégrées dans lggénomehbte.

9y 02y Of dza A 2 vy Bs éfudedngus & pedris SlenetBe ad point des
SO0 SdzNAE RQSELINBaaAzy &aLISOATA oS @ontEBvivbl £ A 3
j dzS £ | NE3IA2Y oQL3AI RFcya &al O2yFA3dzNT GA2Y
dzy AljdzSYSy G RlIya tSa OStfdAZ Sa .ladHasndjatafl dzE & |
[ QF RRAGAZ2Y RQAA&A2FFGSdzNI pQl {n Ffl yldzdoyei €I O]
comme une vraie LCR et permet une protection contre les effets positionnels. Cette
constructionassociant les isolateurs et la L&Rstitue un outil intéressant pour permettre

f QS E LINB &andéhequi Bofd dbjee sur lestadesles plusmatures de la lignée B.
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DEUXIEMPARTIEEI 6 f A44SYSy(d RQdzy Y2R8§fS Yda2NAYy RS f

Le lymphome de Burkitt estaractérisé parune translocation du géne-myc au
YADSIdz RQdzy RSa GNBA& f20A O2RI yiardISlacusL 3 [ |
L3l oyx: RS& Olcnycse tfové aldrdNBtandent 2éféguied suite a sa
juxtaposition auxnultipleséléments régulateurs du locus Igkh translocation frappe soit la
région y S O2NNBaALRZYR t RSa OlFlaadaNBFa RS fQ!5b
somatique, soit les régions<switch» et correspond alors a des aberrations de
recombinaison de commutation de clas§uel que soit le type de translocation qui survient

dans le leus IgH¢-mycest toujoursen relationaved I NBKIAZ2Y oQLII @

' TAY RAB@réclsamdrilidS N S RS fF [/ w o@hydEll RI y2
nous avons construit un vecteur dans legleeénec-mycest sous le double contrdle de ses
promoteurs PISG t H S R @&anstsa corfigumtion falinddmiqu€e transgéne
estbornélLJr NJ RS& A&az2€tl GSdz2NAP Lf y2dza | LISBMA&E RQ2
L322 NIy G |j deOpieyds vedt@ud®n Seffet, lors du lymphome de Burkitt, la
trand 201 GA2Y YQAYUGSNIASY Ul |jdzS &usesddéréguldet §f S
[ QF dzGNB +ft8tS NBaiS aratSyOAaASdzE®

Nous avon® K 2 Autlliderf R Q NXB 3 kdinplétem@dled guatre hs en respectant
la disposition palindromiquendogene Cette combinaison permet de conférer une haute
expression a un trasgéne restreinte a la lignée Bty RSLISY RF YYSy i Rdz aAd s
Lors du lymphome de BurkittmycS & (2 dz22dzNE Sy NBfentigre2y | @S
Nous avons souhaité noydacer dns les conditions les plus proches de ce qui est observé
lors de la pathologie] Qdzi Af A&l GA2Yy RQA&2F | ( SdzNA elldINBSa Sy
permet de créerun domaine isolé et protégé des influences de la chromatine adjacénte.
mycest alors sousQdzy A lj dzS O2 y (i Nb f ,SanRiderférdnce Bgdlds2aytreso QL 3 |

éléments régulateurs du locus IgH.

Nous avons mis en évidencehez nos jeunes souris transgéniquBssémainep et
sans aucun signe apparent de maladie dzy' S | dzZ3YSy (| lsioB deciRy8 f QS E |

spécifiquement dans les cellules B de la rptg rapport aux animaux sauvagesucune
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