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Résumé

« Maturation finale des lymphocytes B : de la commutation de classe aux conséquentagignatso
GH OD SURGXFWLRQ GYLPPXQRJOREXOLQHYVY DQRUPDOHYV @

La commutation de classe (CSR) est une étape clef de la réponse immunitaire. Ce phéaomene v
permettre de KDQJHU OH W\SH GTLPPXQRJOREXOLQH ,J SURGXLWH HC
seront ensuite produites par les plasmocytes, qui constituent le stade ultardiftrdnciation de la

lignée cellulaire B. Lors de déréglements de la prolifération de ceseselbdrtaines Ig monoclonales
anormales peuvent étre produites et conduire a des situations pathologiques. La prensiate parti
WUDYDLO VILQVFULW GDQV XQH ORJLTXH GH FREpPWDEOHQVHRG GW
ce phénom® H GH &65 *UDFH j XQ PRGqOH DQLPDO GYLQVHUWLRQ C
QDWXUHOOHPHQW FLEOp SDU OfHQ]\PH $," UHVSRQVDEOH GH FH
la présence de deux régions « switch » transcrites et fortement mutées'paQ¥ pWDLW SDV VXIIL
pour permettre ce phénoméne. Un modeéle murin reproduisant une maladie due a une Ig anorshale a aus

été établi. Ce modele de HCDBdavy Chain Deposition Disegsgous a permis de mettre en évidence

la nécessité de la délétion du+ GHYVY FKDVQHY ORXUGHYV GY,J SRXU OD JpQp!
pJDOHPHQW SHUPLVY GH PRQWUHU TXH OfHIGIHFB BRWp 5VHR/P W KRpEMY
FKH] OHV SDWLHQWY DWWHLQW GH +&'' pOWHBrheNquHiQdud DieWLH G X
élévation du stress du réticulum endoplasmique (UPR) au sein des plasmocytes producteurs de ces Ig.

Mots clefs : Commutation de classe, immunoglobuline, plasmocytes, Maladie de dépbts de chaines
lourdes monoclonales (HCDD)

Abstract

« Final maturation of B lymphocytes: from class switch recombination tolpgibal consequences of
DEQRUPDO LPPXQRJOREXOLQ SURGXFWLRQ’

Class Switch Recombination (CSR) is a key step during the immune responsesgGiiiRin a switch

to a more specific Ig isotype in response to a specific antigen. Plasma cellsntheeudtage of B cell
lineage differentiation, will synthesize this Ig. During plasma cell de; the production of an
abnormal monoclonal Ig can lead to pathogenic situations. The aim of the firef tras study isd
determine the minimal requirements for CSR induction with a mouse model in whittseveed a
3VZLWFK FDVVHWW HransdRtie® R édioBs Rtb a\kZdpa locus which is naturally targeted
by AID. However, despite efficient transcription and AID targeting oé@ans, the3VZLWFK FDVVHWYV
was not sufficient to induce effective CSR. We also developed a mouse model of (HE®LY Chain
Deposition Disease) which reproduced typical Randall-type renal lesions duedoction of a
pathogenic truncated heavy chain. This model demonstrated that the effective réspoossasome
inhibitors observed in patients, is the consequence of the presence of a truncated dd@sttizgs
plasma cells to this type of therapy through an elevated unfolded protein response (UPR).

Keywords: Class switch recombination, immunoglobulin, plasma cell, Heavy Chain DapDsstaase
(HCDD)
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Abréviations

Ac: Anticorps

Ag: Antigéne

AID: Activation-Induced cytidine Deaminase
AID-RPA Replication Protein A

APE: Endonucléase APurinique/APyrimidique
(1et2)

APOBEC Apolipoprotein B mRNA editing
enzyme, catalytic polypeptide-like

ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated
ATR: ATM-Rad3-related

Bcl6: B-cell chronic lymphocytic
leukemia/lymphoma 6

BER Base Excision Repair

BiP: Immunoglobulin Binding Protein

BCR B Cell Receptor

CD40L CD40 ligand

CDR Complementarity Determining Region
CR Complement Recept¢l ou 2)

CSR Class Switch Recombination

CMH: }lu%o £ D i p&E
de classe 1 ou 2

CTCECCCTC binding factor
CTIP. CTBP-interacting proteinl
CTP. Cellule Tubulaire Proximale

CXCRChemokine C-X-C motif recep{érou
5)

DNA-PKcsDNA dependent serine/threonine
Protein Kinase, catalytic subunit

DRIiPs Defective Ribosomal Product

DDR: DNA Damage Response

[.]1+S} }u%

DSB: Double Strand Break

DZ: Dark Zone

EBF Early B cell factor

ERAD ER associated degradation

FDC. Cellules Dendritiques Folliculaires
FLC Free Light Chain

FR: Framework regions

Fo: Folliculaire (lymphocyte B Fo)

GC: Germinal Center

GN: Glomérulonéphrites

GOMMID: glomérulopathies a dépbts
microtubulaires d'lg monoclonales

Grp78:Glucose Regulated Protdif8
H2AX: histone 2A family membet

HC: Heavy Chain

HCD: Heavy Chain Disease

HCDD Heavy Chain Deposition Disease
HDAC Histone DeACetylases

HAT] Hliggone AcetylTransferase

ICOS Inducible Costimulator

Ig: Immunoglobuline

IL: Interleukine

IMWG: International Myeloma Working
Group

/Z iW /v}e]3}o Z <p]E]JVvP viCu
IRF4 IFN induced regulatory factor 4
LC: Light Chain

LCDD Light Chain Deposition Disease



LHCDD Light and Heavy Chain Deposition
Disease

LMP2A: Latent Membrane Protein 2A

LS: Like Switch

LSR Locus Suicide Region

LZ: Light Zone

MALT: Mucosa-Associated Lymphoid Tissue
MAR: Matrix Association Region

MGRS Monoclonal Gammapathy of Renal
Significance

MGUS: Monoclonal Gammopathy of
Undetermined Significance

MIDD : Monoclonal Immunoglobulin
Deposition Disease

MM : Myélome Multiple

MMR : MisMatch Repair

MZ : Zone Marginale

NCM: Néphropathie a Cylindres Myélomateux
NES Séquence d'Exportation Nucléaire

NHEJ Non Homologous End Joining (c pour
Classical ou A pour Alternative)

NLS: Séquence de Localisation Nucléaire
PALS PeriArteriolar Lymphoid Sheath

PAMP: Pathogen Associated Molecular
Patterns

PARP-1 polyADP-ribose polymerage
PAS Periodic Acid Schiff

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen
PDI: Protein Disulfide Isomerases

pl : point Isoélectrique

PKA: Protéine Kinase A

W< WE}S Jv <]Jv e+ w

PNA: peanut agglutinin

PRR Pattern Recognition Receptor
PTBP2 Polypyrimidine Tract Binding Protein 2
RAG. Recombination Activating Gellk et 2)
RE: Réticulum Endoplasmique

RIDD: Regulated IRE1 Dependent Decay
ROS Reactive Oxygen Species

[ Z 2V Rdgulatory Region

RSS Recombination Sequence Signal
SAP: composant amyloide P

SF. Syndrome de Fanconi

S1P: Sphingosine 1 phosphate

SHM: Somatic HyperMutation

TACL transmembrane activator and calcium
modulating and cyclophilin ligand interactor

TBM: Tingible-Body Macrophages

TdT: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
Tth: Lymphocytes T folliculaireslper

TLR Toll-Like Receptors

TSS Transcription Start Site

UNG: UracitDNAglycosylases

UPR: Unfolded Protein Response

Xbpl: X-box binding proteid

XRCC X-ray cross complementing defective
repair in Chinese hamster cells (4 ou 5)

YY1 Yin Yang 1
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Introduction générale

Le systeme immunitaire et la défense de l'organisme passionne depuis des siécles nombre de
scientifiqgues. Dés les années 400 avant Jésus Christ, I'historien Thucydide, suite a une épidémie de
fievre typhoide, avait constaté que seules les personnes ayant déja contractées et survécues a une
telle infection pouvait s'occuper des malades. Sur le méme principe en 6000 avant Jésus Christ, en
Chine, des traces de transmissions volontaires de varioles en vue d'immunisation ont été retrouvées.
Ce principe de variolisation fut repris et étendu a toute I'Europe durant le XVllle siécle avant que les
travaux d'Edward Jenner, considérés comme le fondateur de I'immunologie, signe la naissance de la
vaccination. Edward Jenner, médecin de campagne, avait constaté que les fermiers en contact avec la
variole de la vache (vaccine), inoffensive pour 'homme, étaient épargnés lors d'épidémies de varioles.
s e} ¢ EA 3]}ve Vv i6B0U X : VvV E % E o A [ %ope VS u]v ¢
un jeune gargon qui a été guérit de la maladie. Le virus de la vaccine est ainsi a ldegimems

"vaccination" et "vaccin".

Le XlIXe siécle fut un véritable tournant pour la vaccination, grace a de grands noms de l'immunologie
tels que Robert Koch, Louis Pasteur, Albert Calmette et Camille Guérin. Suite a la découverte de la
toxine diphtérique par Emile Roux et Alexandre YeEsmil Adolf von Behring et Shibasaburo Kitasato,
mettent en évidence dans le sérum de patients ayant survécus a la diphtérie une "anti-toxine". Les
anticorps sont ainsi découverts et Emil Adolf von Behring est récompensé par I'obtention du prix Nobel
de physiologie ou médecine en 1901 (Immunologie Fondamentale, Homberg JC, De Boeck Secundair,

1999).

Des avancées majeures ont ensuite eu lieu a partir des années 1960, considérées comme le début de

I'ére de I'immunologie moderne, en particulier grace aux travaux de Sir Mac Burnet et sa théorie de la
sélection clonale ouvrant la voie au modele de la reconnaissance du "soi" ou du "non-soi". Ce modéle

a par la suite été approfondi et remis en question grace aux travaux respectifs de Charles Janeway et

sa théorie de non soi infectieux (Janeway, 1992) et Polly Matzinger et sa "théorie du danger”
(Matzinger, 1994). Dans tous les cas, le systéme immunitaire durant son développement semble a

ulu dcquérirla capacité a tolérer les antigenes du soi « naturel » et & reconnaitre ceux du non-soi

ou du « soi anormal » afin de les éliminer. Pour cela, la réponse immunitaire peut étre divisée en deux
grandes partiesV o[Juupv]s Jvv S o[Juupv]s <]l X > % E u]l] E (]85 %%
spécifiques, sans mémoires, mais capables de détecter les dangers ou anomalies et de déclencher
o[Juupv]s <ule X 83 Ev] E U v E AuvSL¥% + (Fv(*%]}V(]RE U
oCu%zZ} s« d § U SPE E pv u u}lE * VS]P v ¢ Ju%oO]cp o
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humorale, qui aboutit a la sécrétion d'anticorps par les plasmocytes. Ces anticorps en se liant aux

antigénes permettent leur neutralisation et leur élimination. Cette sécrétion d'anticorps n'est possible

<U eu]S 0 0 3]}v & o— S&]A 8]}v % E o[ vi8]R un récepteul dboZ} C3 -«

surface (ou BCR pourB«Cell Receptor), spécifique. Le BCR correspond a la forme membranaire de

o[ v3] }E %o }M JUuuuv}PoO} polv ~/P- cME( X 85§ §]1A 8]}V % E o]

la prolifération puis la différenciation plasmocytaire du clone cellulaire B mais va aussi, dans certaines

conditions, conduire & de nombreux remaniements géniques permettant & ce BCR[de %o $ aE

o[ VS]P v (1v iPbofile} Igs] &Btiddrps les plus efficaces contre le pathogene. Parmi ces

P vlcp «U 0[ZC % E (ouSHM}pour boradtigHyperMutatior») va

E u v] u vSe
o[ ((]vls o[ v8] }E %o %}pE « ] 0o X >

Ius]E pv  pPu vs §]}v
CSR pour Class Switch Recombinatief), quant a elle, va conduire au changement de classe de

o[ V&] }E %+ ~/PD A &+ /P'U /P }u /P * }J((E vE + % ]88+ (( 3CE]

contre le pathogéne. Ces remaniements, nécessitant une stricte régulation afin ne pas mettre en

vP €& o[]vSs PE]S u P viu U ( &}vS o[} i § [uv % ES] U % E ¢ vS S

e u} J(1 38]}ve }vS o] p ve e oSEN SUE - oopO JE ¢ % ES] po] E
§ 0 ¢ %0 cu} CS wsitwati@Bss pE-+ |

A}vs «}ES]E o+ O0OOHO u u}]E -
[ vS] |

pathologiques peuvent alors causer I'apparition de maladies quwiatpuv » % E % E} U S]}v
auto-réactifs mais aussi des proliférations anormales et incontr6lées d'un clone plasmocytaire avec

souvent de graves conséquences. Parmi elles, la production en excés d'immunoglobulines dites
% 5Z}0}P] e+ ]A E. U E § E]

ulv} o}v o ¢ % usS 'SCE o[}E]P]V
(E Pu vsSe [ VvS] }E%e* V}IEU HAEX

[ V3] JE %o }puU %oope *}puA vsU
forment les maladies de dép6ts d'immunoglobulines monoclonales, qui compliquent fortement des

proliférations plasmocytaires souvent bénignes. Une partie importante du présent manuscrit portera

*uE of S e % SZ}0o}P] X



Figure 1 :Structure globale [y vimmunoglobuline >[]Juu pv} P o }sghéinatisée estine IgG

Elle est constituéede deux chaines lourdes, représentées bleu, composées [ \domaine
variable (VH)t de trois domaines constants (CHCH et CHB). Les domaine€HL et CH sont
séparés pata région charniere(en violet) qui permettra o[ <<} ] ddg deux chaines lourdes
ensemble grace a des ponts disulfurésn rouge). A ces chaines lourdes sont associées deux
chaines légeres, représentées jaune, composées [ L domaine variable (VLgt [ pdomaine
constant (CL).
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Figure 2 :Les différentes classes [/uupuv}P o} W dJeprésentation schématiquele la
composition des différents isotypes|g. Brievement, les chaines Iégérds tous les isotypes sont
toujours constituées [ p\wdomaine variableet [pwomaine constant. Les chaines lourdes
peuvent varier selonagotype, ainsion retrouvera constammenun domaine variable, associé a
trois domaines constants pour les IgG, Ig& IgAou quatre domaines constants pour les IgE
IgM. Les IgM ontla capacité de former des pentaméres, notamment grace la chaine J
(schématiséeen rouge). De méme les IgA sont retrouvées sous formes dimériques grada a
chaine &t ceprincipalement dans les muqueuses.



Chapitre 1. Les immunoglobulines, du gene a
la protéine

1.1 Généralités sur les immunoglobulines

LZ]Juupv}iPol(gdl¥Eu o] delalignée lymphocytaire B. Sa forme membranaire constitue,

avec ses co-récepteurs, le B@&Rcéll Receptdrdont la signalisation est nécessaire a la survie et la

sélection des cellules B, tandis que sa forme sécrétée, produite par les plasmocytes, va constituer les
(( § pE- o[Juupv]s leZ aniig@Eso Quelle que soit leur forme, les Ig sont toujours

formées de deux chaines lourdes identiques (HC pleawvy Chainet deux chaines légéres identiques

(LC pourLight Chaily associées entre elles par des ponts disulfures. L'ensemble forme un

hétérodimére d'environ 150kD@igure 1)Edelman, 1970; Porter, 1973)

Il existe deux types de chaines légéres, kagpat(o u ~,*U S Jvc 0 oo o Au'v ¢« o}uCE
(W), delta ~ wgalhma( ), alpha(D etepsilon~x+U }vv v8 & % 3$]A u vs o « /PDU /P U
(Figure 2) Les IgM sont les premiéres produites, majoritairement sous forme pentamérique, grace a
0 Z v : <u] % Eu §S o[}o]P}u E]e S]}v o elue puv]S ¢ S }vsS vipe %o
Z %]SE X > ¢SEMU SHE % vS u E]J<«p o[/P D -olgariGmes, maisPPous]v
également de recruter le complément qui induira la lyse de ces derniers. Les IgD sont retrouvées a bas
niveau dans le sérum et sembleraient impliquées dans les réponses anti-bactériennes bien que leur
rble ne soit pas encore clairement défini. Les IgA sont sécrétées sous forme monomérigque ou
dimérique associées par la chaine J, et jouent un rble essentiel dans l'immunité mucosale. Les IgE,
présentes en quantité infime, sont surtout impliquées dans la défense anti-parasitaire et sont
également connues pour leur réle dans la réponse allergique. Enfin, la derniére classe, les IgG,
constituent 75% des Ig sériques, et est sous divisée en quatre sous-classes IgG1, IgG2a, 1gG2b et IgG3
Z1o e}uE]e ~/P'iU /P'TU /P'i § /P'd Z | o[Z}usfenctiohse: polr@IvPp vE %
réponses anti-virales les IgG1, IgG2a ou IgG2b seront principalement retrouvées, pour les réponses

anti-parasitaires les IgG1 et pour les réponses anti-bactériennes les IgG3 (Vidarsson et al., 2014).

1.2 Structure des immunoglobulines

Chaque chaie l1égére est composée d'un domaine constant (C) et d'un domaine variable (V). Les
chaines lourdes possédent un domaine variable et une région constante composée de trois ou quatre
domaines constants, appelés CH1, CH2, CH3 et, le cas échéant, CH4. A I'exception des IgM et IgE, les

domaines CH1 et CH2 sont séparés par une région plus ou moins longue appelée région charniére (H



Figure 3 :Structure [ udomaine Immunoglobuline Ig). Les domaines [g sont constituésde
deux typesde régions, 8 régions dites « charpentes » (&R pour Framework Regionset 3
régions hypervariables (Régions détermindatcomplémentarittou CDR pourComplementary
Determining Region Les domained-R sont constituésde feuillets beta-plissés anti-paralléles
reliés par les boucles| ] aminés contenantlesrégions CDR[ ¢+} | 8¢ domained/Het
VL permet le rapprochement des 6 CDR, nécessaires pour forieesite de reconnaissancae
o[ v§]P v ~KaasetEefranc2007).



pour « Hinge »), qui permet a la fois de conférer la flexibilité des Ig et la liaison desateiiines

lourdes, grace a des ponts disulfures.

Ces domaines, initialement caractérisés chez les Ig mais présents dans de nombreuses protéines, ont

été nommés "domaines Ig". Chaque domaine compte environ 110 acides aminés organisés en

structure dite en "tonneau béta", composé de deux feuilléfplissés de sept a neuf brins béta anti-

paralléles. Chaque domaine Ig présente un réle particulier, le domaine CH3 par exemple participe a la

stabilisation de la liaison des chaines lourdes entre elles grace a des interactions entre les domaines

CH3. Le CI % }ES UE [ p ulPoCHUvC&E S]}v % Eu 3§ o[]vd E 3]}v A 0
}v( ® vS§ }v o0 ¢ (}v S]}ve (( SE] - o[ v8] }E%o*U u Je v % ES] ] %o

chaines lourdes. Le CH1 quand a lui interagit avec le domaine constant des chaines légéres. Enfin,
o] & Z]5 SuE&E e JulveA E] 0o *5u]vs vy PE <M SE & P]}v

charpentes ou "framework regions" (FR1, FR2, FR3, FR4). Les trois régions qui séparent ces FR sont,

guant a elles, hypervariables, spatialement proches et forment le paratope, site de reconnaissance a

o— v3]P v X /o [ P]§ ¢ & P]}ve 8§ Eu]v vS§ - 0 }u%o uvs E]S (

(pour Complementarity Determining Regjdfigure 3XSchroeder and Cavacini, 2010).

1.3 Les loci des genes [Juupv}Po} upa]vwrganisation et
réarrangements

Nous verrons conjointement dans cette partie I'organisation générale des loci des chaines lourdes et
Iégeres, chez 'homme et la souris. Leur organisation est similaire, trois loci sur trois chromosomes
pour les deux especes et des mécanismes de réarrangements similaires. De ce fait la souris est un
excellent modéle animal pour I'étude des immunoglobulines (Jhunjhunwala et al., 2009) ve u o

e JV(}EuU 8]}ve suE o[}EP v]e 8]}v <« P v ¢ [/Refrandelak2009). o « /D

Nous verrons dans cette partie uniguement la génération du répertoire primaire, qui a lieu dans la

moelle osseuse.

> e Pve } vS %}u®E& o0 Z Ve O}UE ¢ [/P ¢}vsS ¢]Su ¢ su& o ZE}u]
chromosome 12 pour la souris. Dans les deux espéces, le locus IgH peut étre divisé en quatre segments

qui codent, du télomére vers le centromere, pour les segments variables (VH), les segments de
diversité (DH), spécifiques a la chaine lourde, les segments de jonctions (JH) et enfin les régions
constantes (CH). Dés 1975, la cartographie des génes coddgtHemaines a débuté notamment

grace a lI'équipe de Susumu Tonegawa (Tonegawa et al., 1978). Sur le locus humain, 123 a 129 génes

VH sont retrouvés selon les haplotypes (dont 38 a 44 fonctionnels et appartenant a 6 ou 7 sous-
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Figure 4 :Représentationdu locus murin des chaines lourdes Jg dans leur configuration
germinale Représentation des différents genes codant pour les segments V pour Var{ahle
bleu), D pour les segmenide Diversité(en vert) et J pour les segmentde Jonction (en gris)En
orange les genes codant pour les différents typisdomaines constants dds).

Vfln If15
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Figure 5 :Représentation des loci murin des chaines légéredg dans leurs configurations
germinales (A) locus kappa (B) locus lambda. Représentation des différents génes codant pour les
segments V pour Variabléen bleu) et J pour les segmentde Jonction(en gris). Enorange les
génes codant pour les domaines constants des chaines légéfgs



groupes), 27 segments DH (23 fonctionnels, répartis en 7 sous-groupes), 9 génes JH (6 fonctionnels) et
9 CH fonctionnels. Le locus murin est composé de 216 segments VH, dont 181 fonctionnels regroupés
en 15 familles, 21 segments DH fonctionnels regroupés en 4 familles et 4 segments JH. La partie
constante des chaines lourdes murines est codée quant a elle par huit génes codant les régions

constantes des huit classes et sous-classes d'lg précédemment d€€idies 4)

1.3.2.1Locus kappa
Les genes codant les chaines légéres kappaont situés sur le chromosome 2 chez I'homme et sur
le chromosome 6 chez la souris. Chez I'homme ce locus est constitué de 76 dé(destv34 a 38
fonctionnels, classés en 5 sous-groupes d’homologie). Les gdhesvE® n viu & AU ep]A]
seul gene codant pour le domaine constant. Chez la souris, ce locus qui compose le récepteur de
surface d'environ 95% des cellules B, est constitué de 161 segmbidenf 91 a 92 sont fonctionnels
et répartis en 20 sous-groupes d'homologies). Ces segmeNigeMvent étre positionnés dans le
méme sens ou en sens inverse des 5 segments génididsnt 4 fonctionnels) et du seul géne codant

la partie constante G(Figure 5A)

1.3.2.2Locus lambda
Les génes codant pour les chaines légéres lam@@dse(trouvent sur le chromosome 22 chez 'homme
et sur le chromosome 16 chez la souris. Le locus lambda humain comporte 73 a 74 Q&has 29
a 30 sont fonctionnels, classés en 10 sous-groupes) et de 7 a 11 gé@efactionnels) qui donnent
lieu aux 4 isotypes de chaingdchacun précédés d'un gen®©JLes locusNet (umain contiennent
donc un nombre comparable de segments variables, pourtant les chaines légéres sont retrouvées dans
un rapport 1/3, en faveur des chaines légeigs efranc et al., 1999). Chez la souris le loc@sdgtres
peu représenté et formé par 4 familles composées chacune d@et d'un CQ numérotées de 1 a 4
dans les deux cas. Cependant l&8 dt C@ sont défectifs. Les segment€de sont que trois, avec
une association préférentielle du® sur les @ et J@ et des segments & et V@ sur le 12. Ainsi
trées peu de diversité est induite sur le locusOurin, ce qui expligue probablement la sous-

représentation de lymphocytes B exprimant une chaine léggfggure 5BYLefranc, 2005).

Les différents loci d'immunoglobulines décrits précédemment ne sont pas transcrits tels quels. lls
nécessitent des réarrangements géniques pour donner lieu a des Ig fonctionnelles. Ces
réarrangements vont permettre d'associer un segment V, a un D etun J (V et J pour les chaines légéres)

afin de former le domaine variable final. Ces événements suivent le "modéle ordonné" décrit par Alt

-8-
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Figure 6 : Modéle ordonné des réarrangementsau locus des chaines lourdes

[Juupv}iPo} u&eprésentation schématiqudu modéle ordonnéde réarrangement des
génes [g, décrit par Alten 1984 ici présentéau niveaudu locus des chaines lourdes|g. Les
réarrangements DHprécédent les réarrangements V-DJte locus sera ensuite transcrit un
épissage permettrao|[ A %o E e Hpmaipp \constant, pour débuteil «[ P ]dE domaine
constant p.Le principe au niveau des loci des chaines Iégérefg est similaire, ao[ £ %e]}v
o[ <+ wedomaineD.

Figure 7 :Structure cristalline des enzymes Ragl-Radd) vu de face () vu de dessus. Les
élémentsen bleu et vert correspondent aux deux chaines Ragflles deux sous-unités Rag2 sont
représentéeen mauve (Kinet al 2015).



et Baltimore en 1984, qui dit que les réarrangements au niveau du locus des chaines lourdes se font
avant ceux des chaines légéres. Ce modele est également dit séquentiel, car les réarrangements D
vers Jse feront toujours avant les réarrangementsvérs DJ (Alt et al., 1984). Ces réarrangements

vont permettre de générer de la diversité, grace a un grand nombre de combinaisons possibles des
différents segments V(D)J, mais aussi grace a différents mécanismes moléculaires qui introduisent par
mutations ponctuelles, insertions et délétions de nucléotides un niveau supérieur de diversité au

niveau des jonctions de recombinais@figure 6)

e E EE& VP uvSev ee]S8 VS UEPEV ¢ § % W ¢ eopuE e+ }uno
Double Strand Brealet la réparation de ces cassures. Les DSB vont étre générées par les enzymes
Ragl et RagRecombination Activating Geteet 2)(Figure 7XKim et al., 2015; Oettinger et al., 1990)

Ces cassures sont générées au niveau de séquences dite RR8&hbination Sequence Signal v 1]

e ¢« Puvse sU % ES § [ usS&E e ¢ Pu v3e (StaBhope-Bdker et al.Pu vSe
1996) Les séquences RSS attaquées par les enzymes RAG suivent la régle de cibldge2@ite. «

§8 viul]v S]}v }uo o—- & Z]s SuCE o ZAN lved]Su ¢ [uV Z %
~ ‘d'e § [uvvVvivu E El1Z Vv -~ e o %o E ¢ *}]S % & i1 *}]5 %
(pb) (Schlissel, 2002; Tonegawa, 1983). Cette séparation de 12 ou 23 pb va guider les réarrangements,
ces derniers ne pouvant se faire que d'un RSS12 avec un RSS23. Ainsi tous les segments VH sont suivis
d'un RSS23, les DH sont encadrés par des RSS12 et les JH précédés par des RSS23, ceci empéchant les
réarrangements V-J au locus des chaines lourdes (Early et al., 1980; Schatz and Swanson, 2011)
Concernant les genes des chaines légeres, les V sont suivis de RSS23 et les J précédés de RSS12
(Ramsden and Wu, 1991)

Ragl va s'associer au niveau d'une RSS, Rag2 va interagir et maintenir le complexe Ragl-RSS puis
capturer une deuxiéme RSS (Fugmann and Schatz, 2001; Swanson et al., 2004). Les enzymes Rag vont
générer les DSB au niveau des deux séquences RSS et les extrémités clivées vont étre maintenues au
sein de complexes synaptiques qui permettront par la suite la réparation par la machinerie du systeme
de réparation des extrémités non homologues (NHEJ paur Homologous End Joinjngiui sera
décrit dans le chapitre 2. Lors des réparations, de courtes délétions ou de petites insertions de
séquences palindromiques nommeées "Nucléotides P" (P pour palindromique) vont apparaitre et ainsi
induire de la diversité (Ma et al., 2002). Enfin, un niveau supplémentaire de diversité va étre généré

U o} ue /P, o}E- o] Ev] & S %o u v]eu U u Terpdinal o[]vs &.
Deoxynucleotidyl Transfergsejui va ajouter des nucléotides aux extrémités 3', appelés "Nucléotides

N" (N pourNon-germline nucleotiggFigure 8XBassing et al., 2002; Desiderio et al., 1984).
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Figure 8 :Schématisation des réarrangements Vi locus IgH au niveau moléculaire.(Haut)
Locus IgH danssa configuration germinale. Les segmeni¢H sont encadrésde régions
palindromiques héptamériques (H) (CACAG@Ghonameériques (N) (ACAAAAACC) séparkes
23 pb. Deméme les segment®Hsont encadrégle régions Net H séparéesle 12pb et les régions
JHde régions Het N séparées comme les régiondH par 23pb. Les régions Ht N formant les
séquences signatle recombinaison (RSS). (Milieu) Les éléments moléculaires permettant les
recombinaisons VD&t o[ A Jog pMd %o ] e bontlhdiqués danso[ v . (Bas)Lelocus IgH a
o [] «deg réarrangements VDH, les barres noires séparant les domainBset J symbolisent les
nucléotides Pet N qui rajoutent de la diversité. Laderniere partiede cette figure représente
o[ %o]edullomaine VDJ, sule domaine constant Cu, permettarta production [pvIigM
fonctionnelle,unefois associée a ces chaines légéres|[ %.TBawdhuri & AlR004S).

Figure 9 :Représentation schématiquede o[ § 0]+ dew & boucles »au locus IgH
Coopération entrda 3 [ Z Ellet les segmentDHet JH,avecla collaboration des éléments CTCF
etYM ~ [ %@Raumeil J and Skatd,2012).



Ces réarrangements VDJ sont des événements hautement contr6lés par de nombreux éléments de
E Ppo $]}vX dipus [ }E U o SE& ve E]%S]}v e 0o} ] [/IP « (18 « «
description du modele ordonné. Ainsi, au locus IgH, les premiers transcrits germinaar-Dodants
sont détectés avant les réarrangements D-J, de fagcon a rendre ce locus accessible au complexe
Ragl/Rag2 (Bolland et al., 2007). De la méme facon, une fois le réarrangemeaffebtlié, des
transcrits germinaux apparaissent au niveau des régionsWwiuE % Eu 3$3E [ HPu vs &
accessibilité a la machinerie de recombinaison (Stubbington and Corcoran, 2013). La régulation de la
transcription passe également par des modifications épigénétiques, traduisant 'activité ou non des
]1(( & v8e 0} 1X ]ve] %etyatiorEsagiertielle dgs histones durant les réarrangements
VDJ permettra les réarrangements pplis VD3 (Chowdhury and Sen, 2004). Des marques de
méthylation & proximité des séquences RSS sont également associées a l'initiation de la transcription,
permettant une interaction entre les recombinases et 'ADN mais aussi leur activité enzymatique (Liu
et al., 2007; Matthews et al., 2007; Ramon-Maiques et al., 2007; Shimazaki and Lieber, 2014). Outre
o[ e¢] Jo]8 uAE 0} ] % Eu]e % E o SE& ve E]%S]}v S aeduis} J(] S]}v
HWE E EE& vP u vde A ISE o[ § 0]e*e u vs his® en confachfless % Eu
différents segments a recombiner donnant lieu a une image du locus dite "en rosette" (Jhunjhunwala
et al., 2009). Plusieurs facteurs sont essentiels pour la mise en place des boucles, en particulier CTCF
(CCCTC binding fackpoiyY1Yin Yang Let Pax5 (Chaumeil and Skok, 2012). De nombreux sites de
fixations de ces facteurs, <¢¢] 0 ¢ « o}v o[ § § e U Ech ¢ %]P v §]cpu sU o}vs
e 0} ] [/IPX ¢ J(( & v3s ( § HUESTCFE exoseHidnt qur tolesiney, ¥ont réguler la
& }EP v]e 8]}v § o IvEE S]}v e 0} ] [/PXatiomspermétrd @ S]}vIE
rapprochement des différents segments géniques (en particulier les V distaux) et facilitera ainsi les
réarrangementgFigure 9XDonohoe et al., 2007; Ebert et al., 2011; Fuxa et al., 2004; Nakahashi et al.,
2013; Seitan et al., 2012)

Enfin la position du locus dans le noyau va étre déterminante pour ces événements. Concernant le
locus IgH, il va migrer de son emplacement par défaut en périphérie, vers le centre du noyau, ce qui
va faciliter les réarrangementsDJ; proximaux (Kosak et al., 2002; Roldan et al., 2005; Sayegh et al.,
2005)

1.4 Transcription des immunoglobulines

Comme de nombreux autres génes, la transcription des Ig est contrélée par des facteurs qualifiés de
«trans » ¢trans acting factorsqui se fixeront sur des séquences nucléotidiquess«égulatrices ».
Ces élémentgisrégulateurs sont : les promoteurs des génes V, les activateurs transcriptionnels

(ou enhancer}, les atténuateurssilencers § o « & P]J}ve [ v EG P D Matrixs € | ~D
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Figurel0: Epissage permettanta synthése [ p vchaine lourde membranaireu sécrétée Suite

a o %o]edulré-ARNm permettanto[ A % (E <] ERaingulourde [g, celleci sera soit
exprimée ala membrane des lymphocytes B (milieu), les segments transmembranaires étant
conserveés, soit sécrétée par les plasmocytes (bas) les segments transmembranaires étaés exc
~ [ %d€sitewebde o[/D:de



Association RegignLa majorité des facteurs de transcription se fixant sur ces séquences ne sont pas
spécifiques de la lignée cellulaire B, mais IS]}v }v &S %oopue] uEe [ VvSE u A
spécifique (Pinaud et al., 2011).

> ¢ % E}u}S pEes <« P v e s }vs uv §]A]8 JvSE]ve <p (] 0 U iped ep(
du locus. Cependant, apres réarrangement du domaine V, le rapprochement du promoteur des autres
activateurs transcriptionnels des loci, @ u § pv~ pPu vS S]}v E *S]«p *}v  §]A]8 X
promoteur/enhancers }vv  pee] 0 % ](]1 15 [ 3§]A]3 ve 0 0]Pv S % Eu
long du développement B la force de transcription. Eelsancers}vs [ } & § ]Jsut8R(] -

. o0 S]}ve p e ]v O[JvSE}V <u] » % E o« Pve: § U vVvSE ]v
transcription et des taux de réarrangement V(D)J (Serwe et Sablitzky 1993, Chen1993, Xu 1996, Sakai
1999x2). De nombreux autremhancerssilencersont par la suite été découverts tout au long des loci

[/PX E}SE o }E& S}|CE Z]*$}E]<u u esBhajaeessH Jogus Igh fé&jant une
tu% o A£]S ViV e}u% }vv o}E- o] JHA ES e % & u] E« o0 U\
considéré comme essentiel & toutes les étapes ddh 0}% % u vd U o EE€o ol vz v &
Ep composé du « core activateur ~ Re § e E P]}ve D 2ntd] %Pov Bu&E MHIJUE [Z]
comme non indispensable aux phénoménes de CSR/SHM et son absence peut étre partiellement
Ju%o Ve % E ehhpric€sdu locus lors des réarrangements (Perlot et al., 2005 [ o u v S§
<U] %% E S e+« vS] 0 u }VSEE€O loyrdésestHa <& [ P\d  ~ Hegllatorye
Region. Composée de quatre régions sensibles a la DNAsel (HS3a, HS1/2, HS3b et HS4)
]Jv ]JA] H1 00 u v8 }u% ve 0+ VSE 00 U 0 i[ZZ % S{Mincept-+3 %o (E
Fabert et al., 2010a). Sisonabsende( S % * 0 » (E EE&E vP(RouaddetalEIAL2)E -
elle abolit tous les événements de maturation secondaire, SHM et CSR (Pinaud et al., 2001, 2011,
Rouaud et al., 2013; Vincent-Fabert et al., 2010b). En fait, son absence provoque une diminution
globale de la transcription du locus IgH indispensable aux événements de recombinaison (comme nous
le verrons dans le chapitr.2 u!lu U ¢ % E °* Vv S E <P]* %}UE % E&u SSE o
SE ve E]%S]}v « P adiffefeftiatip@ptasmarytaire (Pinaud et al., 2011; Vincent-Fabert
et al., 2010Db).

1.5 Régulation post traductionnelle et sécrétion d'immunoglobulines

Les deux formes d'lg existantes, membranaires et sécrétées sont issues des mémes séquences d'ADN.
C'est la nature de l'extrémité C-terminale de la chaine lourde qui va déterminer le devenir,
membranaire ou sécrété de I'lg, grace a un épissage alternatif du transcrit primaire et a la sélection

site de polyadénylatiofFigure 10YDanner and Leder, 1985).
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Légende O-glycane

N-glycane

Figurell : Représentation schématiquale N et O glycanesLes O-glycanes sont synthétisés a
partir de serineou thréonine. les N-glycanes, rich&h mannoses, sont eux synthétisés sur des
motifs Asn-X-Ser/Thr (Asn = Asparagine, Ser = Sérine, Thr = Thréoning, aide aminé
guelconque)~ [ %o BarleAand Baum LG2008).



Yu of/P «}]S « & § }ulassocid@ion dpgchdines lourdes et légéres, le repliement de

o[/ P diverses modifications post traductionnelles seront similaires.

Leslg ¢}vs e PoC }% E}S Jv X > PoC }*Co S]}v e /P % ES3] ]%o (
augmente la stabilité sérique de la protéine et joue un roéle essentiel dans les fonctions effectrices de

o[ v8§] }E %o+ X (15 o PoC }*Co 8]}v e« /P (]S o[} i § [puv 38§ v§
anticorps thérapeutiques (Kaneko et al., 2006; Monnet et al., 2014; Shinkawa et al., 2003; Sibéril et al.,
2006)

Les N-glycosylations se font sur les résidus asparagine (Asn ou N) lorsque I'enzyme permettant la
glycosylation reconnait un motif NXS/T. D'une maniére générale, les domaines CH2 sont glycosylés et
les chaines glucidiques occupent l'espace entre les deux domaines qui se trouvent ainsi éloignés I'un
de l'autre. La N-glycosylation sur I'Asn297 des IgG, par exemple, joue un rdle critique sur la stabilité
des protéines et permet de maintenir les deux chaines lourdes dans une conformation dite "ouverte"
qui permet une interaction avec les récepteurs F&nthony and Ravetch, 2010). Les O-glycosylations
se font sur des résidus sérine et thréonine, mais aucun motif n‘a été identifié, elles restent donc

]1((] Jo * % @& A}JE 3 % PA v38 A E] & [uv /P o[ USE U C Ju% E]-
type de glycosylation est surtout retrouvé au niveau de la région charniére des chaines lourdes IgD ou
IgA1(Figure 11)Xue et al., 2013).

Les Ig sont des hétéro-dimeéres composés de deux chaines lourdes et deux chaines légéres dont
l'assemblage est hautement régulé par de nombreuses protéines intracellulaires. La structure et la

v SuE . ] ¢ u]v e <u] }u%o}e v§ 0 ¢ /P }VvSE] p VS o[ § o0]ee* u \
typique. Deux acides aminés sont notamment essentiels pour cela : les prolines et les cystéines. Les
prolines, vont permettre de positionn&ea }EE S u vS o0 * ( M]oo S« t uv] & A}]
§C %] <N § } (Brangdtstet al., 1977). Les prolines permettent aussi de resserrer les domaines

entre eux et rendent ainsi les Ig plus résistantes a la protéolyse. En organisant le positionnement des

( plJoo S« t « }u ]vseconttibuent danc a limiter leur agrégation (Steward et al., 2002).

Les cystéines vont instaurer les ponts disulfures au sein et entre les différents domaines Ig (Bergman
and Kuehl, 1979; Huber et al., 1976). Ces ponts disulfures, cruciaux pour la stabilité des Ig, sont établis
par la PDI fdrotein disulfide isomerasgsau sein du réticulum endoplasmique (RE) (Goto and
Hamaguchi, 1981; Meunier et al., 2002). Les ponts disulfures doivent étre établis rapidement car, il a
été démontré au niveau des domaines constants des chaines légéres qu'ils permettaient I'accélération

du repliement et donc l'inhibition de la voie de dégradation des protéines mal repliéage (€t al.,

-12-



Figurel2 : BiPet le repliement des immunoglobulinesLa protéine chaperonne BiP permate
stabiliserle domaineCHL mal repliéen absencede chaines légéres (LC»[ v I CRDI permetla
formation de ponts disulfuresqui vont permettre o[ ¢+ u adeda BiP aux chaines lourdes (HC).
Enfinla chaine 1égére prendh placede la BiPet induit dansle méme tempsle repliement correct
dudomaineCHL ~ [ %JFEigeetal. 2014).



2007) La fenétre de temps pour l'action de la PDI est étendue en présence d'une protéine chaperonne
spécifique, la BiP (pouimmunoglobulin Binding Protéircar son association a la chaing/ n cours

de repliement permet de prévenir une dégradation trop préc@eigure 12Mayer et al., 2000).

La protéine BiP est LA protéine chaperonne des lg, aussi appelée Glyptas¢ regulated protein
78). L'appellation ¥mmunoglobulin binding protein vient du fait que, lors de son identification, cette
protéine était liée a la chaine lourde des Ig (Haas and Wabl, 1983). La protéine BiP possede des motifs
KDEL caractéristiques des protéines résidantes du RE. Elle reconnait préférentiellement les motifs
heptamériques riches en résidus hydrophobes du type HyXHyXHyXHy dans lesquels Hy est un résidu
hydrophobe et X un acide aminé quelconque (Knarr et al., 7995) S uv Z % E&}vv §1A
ATPase (domaine N-terminal) capable de fixer stablement une protéine a replier via son domaine C-
terminal. Le transfert des protéines a replier et I'activité ATPase de la BiP sont régulés par de nombreux
partenaires tels que ERdj3 et ERdj4 (Marcinowski et al., 2011; Shen et al., 2002).
La BiP s'associe de facon transitoire aux différents domaines Ig a l'exception de l'interaction avec le
CH1 qui est plus stable (Hendershot et al., 198&7perdurera jusquy <MLL 0 Z veoP&:
viennent remplacer la BiP sur le domaine CH1 (Hendershot, 1990). Une chaine lourde en absence de
chaines légéres ne peut ainsi pas étre sécrétée puisque retenue dans le RE du fait de son interaction
avec la BiP (Feige et al., 2010; Hendershot et al., 2087us¢]U o[ ve u 0 . . « & 3]}
chaines lourdes décrits A cejdEU Z | o[Z}uu }u ve * U vitre ou in(ije,
présente une délétion a minima du CH1 (Aucouturier et al., 1993a; Cogné et al., 1988a; Hendershot et
al., 1987; Khamlichi et al., 1995a; Moulin et al., 1999a; Zou et al., 2007).
/o 8§ V8§ E <PU %}UE *p%%}ES E 0 <p v3]SE u +]A [/P % &} u]s
chaperonne BiP, ainsi que les chaperonnes associées, sera trés fortement produite dans cette lignée,

V % ES3] uo] E PE o[ 3$]AJEdlHled Protein Re$pohlsgUE nous détaillerons

dans la partie consacrée aux plasmocytes (Chapitre 2, point 2.3).
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Notchl Igr calnexin ' Igu
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Sortie de
la moelle
osseuse
3 Large Small i
Prépro-B  ProB PréB prég B immature

B220+ B220+ B220+ B220+ B220+
CD19+ CD19+ CD19+ CD19+ CD19+

CD43+ CD43+  CD43+-  CD43- CD43-
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de Surface
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Figure 13 : Développement indépendantde o[ vS]P les principales étapes des
réarrangements des génes|g sont représentées, aingjue les marqueurs caractéristiquede
chaque stadale o[} VS}P B. «

Figurel4 : Modele de réarrangement ordonné Durantle développement Bo[ § o]eede vS§
dd de membrane va se faire de maniére séquentielle. Suiteau réarrangementDHJH, le
réarrangementvVHDJHva avoir lieu surun alléle, puis suite secondsile premier ¢ [ <aéré non
productif. Encasde réarrangement non productif sule second alléle)a cellule B sera vouée a
o[ %o} %d3gnsle cas [ U wearrangementde chaine lourde productif, les réarrangemenitd-JL
ontlieu,tout [ } @urunalléledulocus kappa, puis comme précédemment seisecond allele
sile premier réarrangement est non productif. Date cas des chaines légérssles deux alleles
kappa donnent lieu a des réarrangements non productif, les locus lambda deseh#égéres sera
alors sollicité de maniére séquentielle comme poue locus kappaSiaucuns réarrangements des
chaines légéresy[ }uS]e e lacsllule B est alors amenée a mouripo L] e <[ 00 Vv [pa&k %o E]u
[gde surface compléte~ [ %diEp:Abiosiva.50webs.org/immunediversity.htm)



Chapitre 2. Ontogénese B et developpement
plasmocytaire

L'ontogénése B peut étre divisée en deux grandes parties, la phase indépendante de I'antigéne, qui se
E}lpo Ve 0O U} 00 }ee e S 0 %oZ - % VvV VS o[ vS]P v «<pu] -

lymphoides périphériques. La premiére phase va permettre de générer des lymphocytes B dits « naifs

Eu - Z & % @& * vS vS o[ ve u o-immun@Ea%sechrilg] @hasey & voir ce

répertoire pré-Juupv ¢[ %S & o vS§]P v -u]s e § %aire et abo®tin&E S)}v -

o Pv & S]}v 0OCU%Z} CS -« u ul]J]&E&  § %0 su} CS ¢ ¢ & S pE- |

% }UE o[ VS]P v X

2.1 Développement indépendant de lI'antigen® o[ S o0]e¢* u vS unu Z

L[ vS&E ve 0 0o]Pv progéait€brs JyEmphotdes communs dépend, chez la souris, de

o [/ éinderleukine 7) <] Jv H]S o A% E <¢]}v u ( S HE - @ & soEDU SV T X
]Jv M]E o &£ % E ¢ Barly B celkFactor), le duo agissant de concert pour provoquer

o[ A %rEleegenes B spécifiques tels que Rag 1 et 2, mbl et b29 qui codent pour les protéines de
*]Pv 0]* S]}v ZU }p v }CE i6 8§ W ANX /o* % Eu S5 vS pee]
réarrangements D- A] o[}pA ESuE o ZE}u §]v 3§ }v of ee] ]JO]E H «
o[ A% E *+]}v pn ( 8 pE SE ve E]%S]Iv W £n «u] A (Jv131A u v3
maintien dans la lignée @igure 13)(Reth and Nielsen, 2014; Welinder et al., 2011). Pax5, une fois
exprimé, va renforcer l'appartenance a la lignée B en induisant une boucle de régulation positive

(Roessler et al., 2007)

Une (}]* o[ vP P uv8 ve 0 0]Pv o]J]& uvs § o]JU o OOpHO A o[ %
[ S pE vS 0 -8 % &} <u[}vS o] 4 0 « (E @H«Echdmas lodredesld P v « }
Les réarrangements -dnt lieu presque simultanément sur les deux alléles suivis des réarrangements

V-DJ, qui eux se font de facon séquentielle sur un alléle, puis sur le second si le premier s'avere non
productif (Figure 14)X §8 /£ ope]}v 00 O]J<p  *8 % Eu]e % E o] °¢] ]O]8
o[ oo o SldU pwele]PE P S]}v vp o J&E ve 0[Z § (E} ZGOraord,v o[ o
2005) Les réarrangements V-DJ séquentie¥oo EEu 33 VvS§ 0 OOMO V[ A% E]Ju E -
Z v O}UE U eep® vS 0 U}lv}ie% J(] 18 O[] V8] }1E %o %o E} U]S %o E

L'expression d'une chaine lourde p marque I'engagement dans le stade suivant du développement B,

le stade Pré-X v o v Z v o0 P & UaeldrfaEcdeHa emdqine lourde est possible
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Figurel5 : Représentation schématique des pré-B&RBCRmature. Les principales molécules
composant ces structures sont représentées. [ %MBnroe JGet al., 2006)



P& O A% & ]}V 0 %o U ¢dedeux paypeptdetiagsodtas de maniére non

covalente : le VpreB (1 et 2) mimant un domaine varialdlg ¢t o , Ambda-like chez 'homme)

mimant un domaine constantC). >[ ¢ u o P e Z v A o] Z v o}luCE %o

transport a la surface qui associé aux hétérodiméres CD79a/CD79b forme le récepteur pré-B ou pré-

BCR(Figure 15)(Martensson et al., 2007). La présence d'un pré-BCR fonctionnel a la surface des

cellules pré-B est uneheck-point> incontournable du développement B. La signalisation induite par

le pré-BCR permet ve pv % & u] €E 8 u%e o[ EE!S +« E EE& vP usvds v E
VICU ©« Z PU eepu®E v3 0 u Jvs] v (ditefinanp ahpivSchdisset POL0). Le signal

pré- Z % Eu § pes] 0 spuEA] § o &£ %s\ditds« lampwpre-B ». Enfim teppoé-

BCR exerce un rétrocontr6le négatif sur sa propre expression en inhibant la transcription des genes

codant les pseudos chaines légéres. Ainsi, suite & la prolifération, le pré-BCR, ne pouvant plus étre

exprimé, sera dilué et cessera donc sa signalisation. A ce stade, les cellules dites « small pre-B », vont

alors ré-exprimer Rag-1 et Rag-2 nécessaires aux réarrangements des chaines légéres.

Chez la souris, les réarrangements des chaines |égéres débutent toujouns par} pe | %o %0 X v[ 8§
<g ¢] MU pv E EE& vP u vsS v[ }uS]S uv  AE}lv s: (}v 8]}vv 0o <pu 0 0
réarrangé (Martensson et al., 2010). De fagon similaire au locus IgH, les différents alléles ne sont jamais

E EE& vP ¢ v ulu §S U% U sesep®E& vS o u ]v&oreoran,D04. A lisduyevdeoco o]« p
ce stade de développement, la cellule B posséde un BCR complet et fonctionnel, elle est dite B
immature. La signalisation induite par le BCR constitue l& flefE %0 }]v S }vSEE€o o[}vs}P
Environ 90% des cellules B immatures exprimant une IgM de membrane vont étre éliminées, avant
d'avoir pu quitter la moelle (Osmond, 1991, 1993; Rolink et al., 1998). Cette sélection se fait mmfonct
du niveau d'activation de la cellule par son BCR, une activation trop intense est le reflet d'une réponse

MV *SJupopde M *}]JU Jo 8 }v ee vS] 0 <[ S OOMO VUVW}IES %o °

absence totale de signal refléterait une mauvaise exportation du BCR a la surface. Dans les deux cas,
les cellules vont procéder a une étape supplémentaire de réarrangements (dits secondaires)

}E E %o}V editihng dwBCR (Casellas et al., 2001; Hertz and Nemazee, 1997; Melamed and
Nemazee, 1997; Sandel and Monroe, 19¥3tte étape correspond a une chance supplémentaire

% }UE o0 OOMO U -réactiyiod @& soh BER, fréquente a ce stade de développement
(Wardemann et al., 2003y >[ E Z]8 SuE&E M 0} Me | %0% % Eu § [ oJul]v G o
réarrangements secondaires. Lorsque toutes les possibilités séfrd#iéle sont épuisées, un dernier
réarrangement dit kappaz » (E <puuvd ol pu 8 JvVA o] o o0} pe | %% A
réarrangements sur le second alléle (Edry and Melamed, 200% fois de plus, ces mécanismes

* <M VS] 0¢ % Eu S5 v§ o] OOMO u ]vSqud &CRa [SiEStteEtape Pt [UV M\
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T1 T2 Bl Mz Fo
IgD + +++ + + +++
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Marqueurs — \ag.1+ AA41+  BRAsONt gy
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Figurel6 : Représentation des différentes populationde lymphocytes B maturesOndistingue

5 grandes populationgle lymphocytes B da sortie de la moelle osseuse, les lymphocytes B
transitionnels(T1 ou T2), les cellules B1, les lymphocytesd® la Zone Marginale (MZgt les
lymphocytes B dit folliculaires (Fo). Leurs principaux marqueurs sont indiqaésld tableauci-
dessus.

Figurel7 : Du lymphocyte B transitionnelaux lymphocytes BMZ ou folliculaire. Les cellules
transitionnelles ala sortie de la moelle ont une durée de vie relativement limitée, ces cellules
étant hautement sensibles a0[ %o} %08} estime «pu[ vA]@%wde ces cellules seront
éliminées avant [ §3 ]vle®tade T2. Les cellules T1 vont rejoindeerate via la circulation
sanguineet résider dans les PALS. Les lymphocytes T2, sont quand a eux des cellules trés
proliférantesqui donneront lieu, soit aux BVIZ suite aune stimulation par leur TLR, soit aux B
folliculaires suite aune stimulation par leur BCR, pouvant étre associéare stimulationdu TLR.
(Enrouge sure schémale type de stimulation permettantune différentiation en B folliculairesou

B MZ,une absenceale stimulation aboutissant & mort cellulaire) ~ [ %.SET Tet al., 2004



infructueuse, alors la cellule est soit éliminée par des mécanismes d'apoptose (Hartley et al., 1993;

Norvell et al., 1995) soit entre en anergie (Goodnow et al., 1988; Pike et al., 1982)

La cellule B immature représente le produit final de I'ontogénése B précoce se déroulant dans la
moelle : une cellule B exprimant un BCR fonctionnel et non auto-réactif. Cette cellule peut a présent

rejoindre la circulation et les organes lymphoides secondaires.

2.2 Phase dépendante de l'antigéne

Les organes lymphoides secondaires regroupent des structures encapsulées, situées sur le trajet

s VPU]V § 0 <ug 0 E S U ule *UESIUS %o}]8]}vv ¢ p VIA pu e« vip e o
lymphatiques. Il existe aussi de nombreuses structures non encapsulées présentes tout au long des
tissus épithéliaux et regroupées sous le terme tissus lymphoides associés aux muqueuses ou MALT
(pourMucosae-Associated Lymphoid Tigs@&st au sein de ces différentes structures que les cellules

B immatures vont terminer leur maturation, puis rencontrer les antigénes et établir les réponses

immunitaires adaptées en collaboration avec les autres effecteurs du systéeme immughiginee 16)

Durant leur parcours vers les organes secondaires, les cellules B immatures passent par un stade de
cellules B dites "transitionnelles" dont trois sous-types ont été décrits sur la base de marqueurs
phénotypiques : les T1 (CDIgM"9" |g0*" CD2P" CD23%9), les T2 (CD93gM"I" |gDs" CD2/pw

CD239" et les LB T3, moins bien définis et encore controve@igsire 16Chung et al., 2003). Ces
derniers, anergiques et en grande majorité auto-réactifs, arriveraient rarement a maturité (Allman et
al.,, 2001)X [uvVv niere générale ce stade de développement représente un point critique pour
I'élimination des cellules B auto-réactives. En effet, malgré les points de contréle dans la moelle
}Jee pe U ]Jo <[eAvif@n 40%-des cellules qui sortent de la moelle osseuse sont auto-réactives
(Wardemann et al., 2003). En arrivant dans la rate, les LB sont dits T1 et sont majoritairement localisés
dans les PAL®8¢riArteriolar Lymphoid SheathLes T1 subissent une forte sélection négative et seront
éliminés par apoptose s'ils sont adtéactifs. Cette étape est notamment permise grace a la Protéine
Kiv e w ~W< weU <pu] A i}p E pv E€o & Ppo S uyE v P S]( n0 ZU v
pro-apoptotiqueC&*Erk (Limnander et al., 2014). Une fois ce point de controle passé, les lymphocytes
vont migrer dans les follicules et devenir des lymphocytes B dit T2. Environ la moitié des clones B auto-
réactifs sont éliminés a la transition T1-T2. Les T2, qui migrent dans les follicules B, en revanche sont
moins sensibles a l'apoptose et au contraire I'engagement de leur BCR va induire une prolifération, un
effet anti-apoptotique et des signaux qui vont permettre une sélection positive en cellules B de la zone

marginal ou folliculair¢Figure 17Su et al., 2004)
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2.2.2.1 Les cellules B1

Les cellules B1 ont été découvertes chez la souris en 1983, par I'équipe de Herzenberg (Hayakawa et
al., 1983)X i}UE o A£]*S v « O0O0OHO * rdvelséd] AyssidartE cetie pajties
je me limiterai & ce qui est connu chez la souris. Les lymphocytes B1 sont rencontrés dans la cavité
péritonéale ou dans la plévre. Ces cellules se distinguent des lymphocytes conventionnels, dit B2, par
différents niveaux d'expression de nombres de protéines (B2agM"", IgC¥Y, CD2%%9) (Figure 16)
Un autre marqueur permet de différencier deux populations de B1Bles (CDY et les B1-b (CD5
(Sagaert and De Wolf-Peeters, 2003). Toutes ces différences sont a l'origine de deux hypotheses, a
propos desquelles la communauté scientifique n'arrive pas a trancher. Une premiére hypothése est
gue ces cellules auraient pour origine une lignée propre, différente des cellules B2. Cette hypothese

}ho [ A% E] v - E }veS]SusS]tv u} oo <pu] }vsS % Eule u SSE
unique d'auto-renouvellement, par des progéniteurs différents de ceux se situant dans la moelle (foie
("8 @Herzenberg et al., 2000; Montecino-Rodriguez et al., 2006). La deuxiéme hypothése va dans le
sens d'une origine commune et d'un avenir distinct, basé sur la nature du BCR. En effet, essBe&llul
présentent majoritairement des réarrangementsl\t ou V12, ce qui suggere que ce type de BCR
or] v§ & ]S o ](( & v38] S]}v e 00 uqCharke and Xsrm|dS 98z mdrnberd
and Holmberg, 1995). Enfin des expériences menées par I'équipe de Klaus Rajewsky ont montré
I'importance de la force du signal BCR pour l'orientation B1 ou B2, grace en particulier au modéle de
souris LMP2AL@atent Membrane Protei@A). Dans ce modéle la protéine du virus de 'EBV, LMP2A,
connue pour mimer le signal du BCR, a été insérée dans le locus IgH, a la place des exons J et mise soit
sous le contrdle d'un promoteur fort, soit sous le contréle d'un promoteur faible. Dans le premier cas,
une grande quantité de B1 sont produit, alors qu'en présence d'un BCR faible, trées peu de B1 sont

retrouvés au profit de la population B2 (Casola et al., 2004).

Malgré ces différences sur l'origine de ces cellules, tous s'accordent pour dire qu'elles produisent des
anticorps poly-spécifiques peu affins (anticorps « naturels »), dirigés contre des épitopes partagés par
de nombreux microorganismes. Cette faculté leur permet ainsi d'assurer une premiére ligne de
défense, en amont de la réponse immunitaire conventionnelle (Herzenberg, 2000; Ochsenbein et al.,
1999)

2.2.2.1 Les cellules B2
- Les cellules B de la Zone Marginale
Danslarate, o[]JvS C( VSE o0 %o 1 @Blan€hd fidhe erscalulés B,csédrouve la zone

marginale, riche en macrophages et qui contient une population, qui représente environ 5% des
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Figure18: Représentation schématiquele o[ (E Z]SdeJau@e. (Haut) Schéma [ pvrate
représentant les deux zonefa pulpe blancheet la pulpe rouge. (Bas) Zoom sia pulpe blanche
avec notamment,la localisationde la zone marginale, frontiere entre les pulpes blanchet
rouges, contenant les lymphocytes d& la zone marginale (MZ). Danra pulpe blanche seront
retrouvées également, des PALR:iarteriolar Lymphoid Sheadthdes follicules dans lesquels sont
localisés les lymphocytes B dit folliculaires (Fo) aingi[ uréseaude canaux ~ [ %oBHAtista &

Harwood,2009).



cellules B de la rate : les lymphocytes B dit MZ (pdarginal Zoné (Figure 18)Zouali and Richard,
2011)

Les lymphocytes B MZ murins sont caractérisés par I'expression de certains marqueurs de surface
spécifiques (CD23, CD219" [gM"9", IgDF™ et CD189" et sont décrits comme des cellules exprimant
des BCR trés peu diversifiés, non mutés, leurs permettant, comme pour les cellules B1, de reconnaitre
un maximum de déterminants microbiens (Martin and Kearney, 2002; Pillai et al., 2005). Ces cellules
se différencient rapidement en plasmocytes a courte durée de vie, producteurs d'anticorps
essentiellement IgM (Martin et al., 2001). Certaines études encore controversées ont aussi montré
<u[ 00 ¢ % }pHA ] vE % E3] ]%6éfendantes@nibecemames protéines membranaires
ou lipides bactériens et produire alors des IgG ou IgA (Cerutti, 2010; Pone et al., 2012). Récemment,
plusieurs études ont permis de démontrer un nouveau réle majeur de ces cellules dans le transport
des antigénes, sous forme de complexes immuns, vers les follicules B (Cinamon et al., 2008; Ferguson
et al., 2004). Au contraire de la souris, les cellules B MZ humaines portent majoritairement des BCR
mutées et ont longtemps été confondues avec les B mémoires du fait de leur présence dans la
circulation et de leur expression du marqueur CD27, classiquement utilisé pour définir la population B
mémoire (Weill et al., 200 v (( U Z 1 o[Z}uu pv (}ES % E}%IES]}v (
présentant les caractéres des cellules MZ possédent des Ig hypermutées (Klein et al., 1998)
Cependant, la présence de ces cellules chez des patients possédant une mutation CD40L (patients
hyper-IgM) tend a montrer que leur développement se fait hors des centres germinatifs (GC) (Weller
etal., 2004). En fait, des études chez le jeune enfant, ont permis de montrer une diversité du répertoire
VDJ de ces cellules identique a celui de cellules B naives (Weller et al.,, 2008). Ces éonnées,
contradiction avec les expansions pseudo}v o0 ¢ } § v ¢ 0o}Ee [pv &E %}ve VS]P v]<
centres germinatifs, tendent a montreryg o[ <uJ]e]S]}v * U lieti prEcoeement et en

ZYE- . VSE ¢« P Eu]v §](X hv $§ oo JA E-](] 8]}V %E } U }
(WEeill et al., 2004), pourrait étre utile pour diversifier le répertoire pré-immun afin de répondre plus
efficacement contre certaines bactéries encapsulées ne déclenchant pas de réponse T-dépendante

(Weill et al., 2009).

- Les cellules B folliculaires
Les lymphocytes B folliculaires (Fo) sont rencontrés dans des structures de la rate ou des ganglions,
nommeées follicules [} Joe S]@E& vSCommedéctitusur figure 18 les follicules sont enchassés
entre les PALS, riche en lymphocyte T, aussi nommées zone T et les zones marginales dont nous venons
de parler. Ces lymphocytes sont caractérisés par divers marqueurs de surface tels que B23%, CD23
CD2Y" § o[7Pdd IgDio" (Figure 16) > %o E S [ E% E <]}V o[/P % Eu SSCE

différencier les lymphocytes B Fo, des lymphocytes B des centres germinatifs (Pillai and Cariappa,
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Figure 19 : Schématisation [ wentre germinatif. La cellule B activée paro[ vS§]Pvav
permettre la formation [ u €Gsuite ala prolifération des cellules B. Selda schéma empirique,
les centroblastes (CB) subisselet processus hypermutation somatique (SHM) dara zone
sombre. Les centrocytes subissent quand a ¢éenpphénoménede commutationde classe (CSR),
dans la zone claire. De nombreuses cellules vont mourir par apoptose dans les centres
germinatifs. La migration [pvzone a o[ p %€ notamment permise par des gradientie
concentrationde CXC120u CXC13 ~ [ %dKIeinr& Favera2008).



2009) Ces cellules représentent la grande majorité des cellul#s BE]%Z E]<p » § A}vs ISE C

des réponses T-dépendantes dans les centres germinatifs, qui seront détaillées dans le point suivant.

Comme nous venons de le voir lors de la genese des cellules B, grace aux réarrangements VDJ au niveau

des locus des chaines lourdes et Iégeres d'lg une grande diversité d'lg est créée permettant de

& }vv SE& S35Z }E]<«uble des anfigeness Cependant, un autre mécanisme essentiel a une

bonne défense immunitaire permet d'augmenter l'efficacité et la spécificité de reconnaissance des

antigenes. Pour cela des mutations vont étre générées, essentiellement au niveau des régions CDR des
JulJveA E] o+ 30 o0c°+ [/IPA %}uA}|E !13E %o 3 o v 3uE

la réponse immune. |l s'agit des événements dit respectivement d'hypermutation somatique (SHM

pour Somatic HyperMutationet de recombinaison de classe (CSR @lass Switch Recombinatjon

Ces deux événements ont lieu dans des structures nommées centres germinatifs (Gezpoimal

Centej (Figure 19)Victora and Nussenzweig, 2012)fineU + «SEP SUE « A}vd E E o[ VA]

nécessaire pour produire des cellules B possédant des récepteurs plus affins et plus adaptés a un

antigéne donné qui pourront alimenter le réservoir de cellules B mémoires et de plasmocytes a longue

durée de vie.

Les premieres descriptions anatomiques des GC, faites par Flemming en 1885, ont conduit a la

description de deux zones : la zone sombre (DZ pauk Zong marquée par une intense prolifération

de cellules B (les centroblastes) et la zone claire (LAjighrZone U }f o] p o ¢ o S]}v % & o]
$ }71 o[}v E SE}UA Vv %O0Ope =+ OOHO * ~0°+ VSE} CS «eU 0 oo0H

et la majorité des Tfh (Lymphocytes T folliculaivelpel). Cette organisation est permise en particulier

PE&E o[ A% E <+]}v ](CelHles Bldesaecépteds aux chimiokines CXE&enpkine

(GX-C motif) receptob) dans la LZ et CXCR4 dans la DZ. Ainsi, les souris déficientes pour CXCR4

montrent desGC complétement désorganisés et les cellules B issus d'animaux CX@R5ans

I'incapacité de s'accumuler dans la LZ (Allen et al., 2004). Ce sont en particulier les FDC qui produisent

le ligand du CXCR5 (CXCL13) qui vont permettre la mise en place du GC et le recrutement des

populations cellulaires peuplant la LZ (MacLennan, 199jientation des GC est toujours similaire,

la DZ est constamment proche de la zone dans laquelle se situent les cellules T et la LZ a proximité de

la zone marginale de la rate. Cette orientation a longtemps donnée lieu au dogme selon ésquel |

cellules B ne feraient que « passer » dans les centres germinatifs avec un deycle

prolifération/mutation dans la Dzuis sélection du nouveau BCR dans la LZ, avant de sortir de ces

structur « § o[ puUpOo E Vve 0 * I}v e u EP]Vv 0 * ¢}pue (}EuU OOHMO * U
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Figure20: Les différentes populations cellulairedu centre germinatif Les cellules B folliculaires
activées paro[ vS]PRomt étre a o[} EJdR]w[ o }EdE]dentre germinatif. Dans ces
structures les lymphocytes B subiront les phénomerisSHM et CSRet seront sélectionnées
avec o[ ]des FD(t des cellules T présentent également dans les centres germinatifs. Une fois
ces phénomeénegle maturation effectuésla cellule Bva pouvoir devenir soitune cellule B
meémoire, soitun plasmocyte~ [ %JJ@anePierrele Villartayet al., 2003.



Elue oo0}ve A}JE ve 0 % E PE %Z * *pu]A vie <p UYHUA u vs pv]
controversé.
L'établissement du GC est permis suite a une réponse immune dite T-dépendante, dans laquelle des
oopo * (}oo] po JE « & =« oopo o d &=unAFVacteuo essentiel @nsA o ]
la mise en place et le fonctionnement des GC, les cellules dendritiques. Cette derniére population a un
réle clef puisque elle va détecter et phagocyter I'Ag, puis migrer dans les organes lymphoides
secondaires ou elle présentera un complexe peptide-CMHII (pour Complexe Majeur
[,]*8} }u% 8] ]o]8 0 e« //s T C&teifteréGtion V@ &riner la prolifération et
l'activation des lymphocytes T spécifiques. Simultanément, les lymphocytes B dans les zones
folliculaires seront activés par I'Ag qu'ils reconnaitront, soit sous forme soluble a la surface des
macrophages ou des cellules dendritiques, soit sous forme de complexes immuns a la surface des FDC
Les cellules T et B activées par le méme Ag vont alors pouvoir interagir dans ldegalicine fois ce
lien établi, les cellules B vont se recentrer et former les GC. Les lymphocytes B naifs non activés vont
étre repoussés sur le pourtour de ces structures et devenir les lymphocytes B dit du manteau

(MacLennan, 1994)

Le temps nécessaire pour que cette structure se mette en place, grossisse, devienne fonctionnelle et
permette la création de plasmocytesoude BmghdE ¢ %o v U SC% [Juupv]e S]}v u Je
(18 «p *}1S pv  Juupv]e S]}v % EJu JE }u ¢ }v JE X [pv uv] E
o[Juupv]e 8]}v 0o ¢ o0OOMNO * " %% E Jee VS § o oSEN SUE ¢ SE V-
leurs capacités 1 a 2 semaines aprés (Zotos and Tarlinton, 2012). Ces structures perdureront environ

21 jours avant de se dissoudre (Victora, 2014).

2.2.3.1 Les différents acteurs du centre germinatif
- Les Cellules Foalliculaires Dendritiques
Les cellules folliculairs denditiques (FDC) de la LZ du centre gerrgiigaiiie 20forment un réseau
de cellules exprimant a leur surface les récepteurs au complémentdoRiplément receptot, ou
CD35) et CR2 (CD21) qui vont leur permettre de fixer des complexes immuns liés au complément,
formés lors de la réponse primaire et mettant en jeu les anticorps de type IgM produits par les cellules
Bl et MZ (Boes et al., 1998; Ehrenstein et al., 190&{te rétention de I'antigéne par les récepteurs
M Ju%o u vS ¢« uo e+ v3] o0 0O uSuE SJ}v — ((Jv]S U %opu]e<u—]o
CR2 la maturation d'affinité normale n'est possible qu'en présence de trés fortes doses d'Ag (Chen et
al., 2000) > « & A% EJu v8 pee] 0 & vZ// <u] A o UWE % Eu $3E (1
leur partie constante (Kosco-Vilbois et al., 1993). Lors de la sélection, les centrocytes sont mis en

tu% $]15]}v Agpresentd par les FDC. Ces derniéres fournissent des signaux de survie suite a la
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Figure2l : Représentation schématique [ i vinteraction T-B dans les centres germinatifées
différentes interactions entre les cellulesél B se font suite & une interactiorBCRAg >[ $tra
processéet présenté viale CMHII aux cellules qui le reconnaitront viale TCR, cette interaction
sera complétée parune liaison du CDt. Des régulations vont égalemerge faire par les
interactions entrele C[28 et B7 (aussi appel€86) et le CDI0 et CDIOL. [ p S Ghteractions
notables sont faites via ICGS ICOSL ainsjue PD1 et PDL-1~ [ %.SHdhanshu Shekhar and
Yang2012.



liaison forte avec I'Ag : les cellules B échouant a interagir de maniére suffisante avecicatiesront

par apoptose (Peperzak et al., 2018es lymphocytes B sont également en compétition pour
I'interaction avec les Tfh qui vont assurer non seulement leur survie mais aussi leur prolifération et
différenciation (Vinuesa et al., 2010). Les différentes hypothéses pour cette sélection seront discutées

dans le paragraphe 2.2.3.3.

- Les lymphocytes T folliculaires Helper
Méme s'ils ne constituent qu'une petite fraction des cellules du centre germi(fatgire 20) les
lymphocytes T folliculairedelper(Tfh) sont nécessaires a leur formation. Cette sous-population de
lymphocytes T se différencie des autres cellules T auxiliaires par I'expression du CXCR5 (Haynes et al.,
2007) permettant leur migration dans le follicule et leur maintien dans le centre germinatif, ainsi que
par une forte expression des molécules ICB&u€ible costimulatgr CD40L (CD4igand) ou encore
0OX40, toutes impliquées dans la synapse immunitaire formée avec le lymphqéyteii2 21)Les Tth
par leur interaction avec les lymphocytes B vont permettre leur survie, prolifération et différenciation
(Fazilleau et al., 200%n patrticulier, le signal fournit aux cellules B par la liaison CD40/CD40L permet
leur survie et prolifération (Ma et al., 2012). Le facteur de transcription Bet@ll chronic lymphocytic
leukemia/lymphomab), longtemps considéré comme spécifique de la lignéepBee étre Iin des
acteurs principaux de la différenciation Tfh (Nurieva et al., 2009). Ces cellules sont également
caractérisées par leur sécrétion d'lL21, dont le rble reste encore controversé. En effet, cette cytokine
permet le maintien des GC vigipression de Bcl6 mais est également importante pour la
différenciation des cellules B en plasmocytes fgdression de Blimpl dont nous reparlerons du réle

ultérieurement (Kuchen et al., 2007; Zotos et al., 2010)

- Les celluleBde GC
Enfin, les cellules B du GC présentent certaines particularités qui les différencient des autres cellules
B. Certains marqueurs spécifiques, tels que le glycane syalilé 2,6-linked N acetylneuraminic acid
reconnu par l'anticorps monoclonale GI7 (Naito et al., 2007) ou leur faculté a se lier a (peRiNAt
agglutinin), sont classiqguement utilisés pour les détecter. Elles présentent aussi une perte totale de
I'expression de I'lgD membranaire. Les cellules B des GC sont hautement sensibles a I'apoptose et un
tres grand nombre ¢ntre elles vont étre éliminées lors de la sélection et phagocytées par des
macrophages présents sur le pourtour des GC dit macrophages a corps tingibles (TBiMgiuer
body macrophagés
Ainsi les cellules B de GC présentent une trés forte expression du récepteur pro-apoptotique Fas (CD95)
associée a une faible expressidala protéine anti-apoptotique Bcl2 (Saito et al., 2009). Ces cellules
subissant des mutations sur leur BCR doivent étre éliminées au plus vite en cas de récepteur devenu

auto-immun, déficient ou tout simplement insuffisamment affin poBugl. Seule une réception efficace

-21-



des signaux de survie fournis par les FDC et les Tfth permet leur survie. En paralléle,&xlthea r

p53 et ATR de maniéere a permettre a lI'enzyme Alfiyation-induced cytidine deamingsenzyme
essentielle dans la réaction du GC et dont nous reparlerons dans les prochains paragraphes, d'induire
les mutations sur I'ADN permettant les phénoménes de SHM et de CSR (Muramatsu et al., 1999, 2000;
Phan and Dalla-Favera, 2004; Ranuncolo et al., 2007). Bcl-6 maintien [dessitd du GC, via la
répression de Blimp1, en évitant une différenciation trop précoce des cellules B en plasnibigydes

20) (Shaffer et al., 2000). Tous ces réles font de Bcl-6 un acteur essentiel dans la cellule B du GC. Des
travaux menés par différentes équipes ont montrés que son absence induisait une incapacité des
lymphocytes B a proliférer et a induire la formation de GC et donc a générer des anticorps de haute
affinité (Dent et al., 1997; Ye et al., 1997).

2.2.3.2Dynamique et mouvements cellulaires dans les centres germinatifs

Comme nous l'avons vu précédemment les centres germinatifs sont scindés en deux grandes zones, la

zone claire (LZ) et la zone sombre (DZ). Les cellules B de la DZ sont appelées centroblastes et sont de

grosses cellules proliférantes contrairement aux cellules B de la LZ, les centrocytes qui sont de petites

cellules qui supportent la quiescence. Une migration interzone est essentielle puisque les antigénes

sont présentés dans la LZ et les cellules proliférent dans la DZ. Un des modéles proposé est que les
OOHO * sd JeevS [ }E o0 ¢ upsS 8]}ve Ve 0O U HE VS 0 %Z ¢ ]v§

UIJPE vE§ A E+* 0 >« }T 0 VIHA pu Z e E § 8 %}IUE <}v dm]s o[ P

mouvement unidirectionnel, contrairement a ce qui a été pensé pendant longtemps (Meyer-Hermann

and Maini, 2005). Il faut considérer cette dynamique comme un cycle dans lequel les cellules vont de

la DZ vers la LZ, puis si elles sont sélectionnées, retournent dans la DZ afin de subir un autre cycle de

mutations et encore augmenter l'affinité du BCR pour son Ag. Trés t6t, les chercheurs se sont rendus

compte que le grand nombre de mutations subit par les cellules dans les GC nécessitait plusieurs cycles

de mutations,ce phénomeéne est appelé : “cyclic re-entry" (Kepler and Perelson, 209B) ] V[ 8§

<u[ v TiiiU PE Hv u} o O0HO * %o Zipé He Nlichel Nusdgnzwiega[pu p

visualiser ce phénomeéne et déterminer qu'environ 50% des lymphocytes B de la DZ passent dans la LZ

en 4h et que 10% font le chemin inverse, ce qui va bien dans le sens de la théorie dure-eptfic».

Des extrapolations mathématiques de ces données ont permis de montrer que 30% des B du GC ré-

entrent dans la DZ aprés avoir été dans la LZ (Victora, 2014; Victora et al., 2010)

Il est donc a présent acquis que le schéma empirique, centroblaste, puis centrocyte, puis B mémoire

ou plasmocyte est obsoléte et que le schéma de maturation des cellules B dans le GC nitessaipas |
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Figure 22 : Modéle de compétition dans les centres germinatifs(a) Compétition parla
signalisationBCR Plusle BCRsera affin plusla signalisation < p [ inluira permettra o[ A& %o ve]}v
clonale.Enrevanche les cellules avem BCRoeu ou pas affin, capterontpasupeu [ v3]Pew
mourront du fait de o[ < vde signalisation induite pate BCR (b) Compétition induite parla
collaboration avec les cellules TFH. Les cellules B possédant les meilleursap@ront un
maximum [ P <p[daufront présenter via leur CMHII aux cellules TFH. Les cellules TFH leurs
procureront les signaux nécessaireod /& %o oloidle~ [ %\dEtora GD2012).



2.2.3.3 Les mécanismes de sélection cellulaire dans les centres germinatifs

La sélection dans le GC est au centre du fonctionnement de cette structure. Elle implique a la fois la
survie, I'expansion clonale et les décisions sur le devenir des cellules B. Elle va permettre en outre

[ MPu vS & o ((]%BuE M PP %lode iji&. Alpavtir de cette observation, faite
deés les années 60/70 (Eisen and Siskind, 1964; McKean et al., 1984; Weigert et al, 1O[B)C %0 }SZ -
principale delasé S]}v o}v o g . *UE o0 SZ }E] [MV  Ju% S]13]}v %o

e 0 8]}vv E o0 ¢ o}v e C viFigurézd)e ]V(Uvds <p v3]S [ P %}ES %o

serait limitante et les cellules B, nouvellement mutées dans la DZ, entreraient donc en compétition
pour ces niches antigéniques. Les cellules possédant le BCR de meilleure affinité surclasseraient celles

}vd o ((Jv]d 8 u}]v E X > « «]Pv pu&E sHEA] (JUEV]s % E 0 * &
signalisation du BCR suffiraient & maintenir en vie et faire proliférer les cellules sélectionnées, les
autres entrants en apoptose (Brachtel et al., 1996). De nombreuses études ont, en ce sens, montrées
<pfpv  ( ps *]Pv o]e S]}v p -& }eoS pe }Julvp ]S of ((1 18
clonale, soit suite a une diminution des GC (nombre, taille, maintien), soit suite a une diminution de

o[ ((Jv]s « /P (Akdquret al[, 796; Jou et al., 2002; Randall et al., 2009; Wang and Carter,

(@]

2005) Cependant, la fixation du BCR sur son ligand peut provoquer deux événements non exclusifs

une signalisation conduisant a la prolifération/différenciation/mort cellulaire (selon les co-sighaux e

le contexte micro environnemental) mais aussi une endocytose du BCR avec son ligand, ce dernier

pouvant alors étre apprété et présenté via le CMHII aux cellules T auxiliaires (Tfh dans le GC). Il reste

donc difficile de séparer ses deux fonctions. CependU pv (]« u [ A] v § v &E u 88

cause une sélection ne passantque pae }u %o 3]38]}v %}uE o PX d}us [ }E U o uj

E %S pE oAU «pu] Julvp o <*]Pv o] S]}v p  Z e ve 0SS E E ¢ ¢ %

pas de d§ p$§ u SHE S]1tv [ ((]Jv]S (Hantingtonoet &]}2006X [ HMSE % ESU < 0}

cette théorie, des cellules B ayant acquis des mutations rendant leur BCR autoréactif, pourraient étre

* 0 3]}vv e+ e] O[ P 3 %@E + v3 veo 'U | o ]E uvs 3§ ]JvA o]

de Robert Brink (Chan et al., 2012). Ensuite, des études plus récentes de microscopie multiphotonique

intravitale ont montrées que les interactions entre cellules B et FDC étaient de trés courte durée et

V[ A% O0]<pu E ] vS }v % ¢ pv <+ 0o SJ}v % E < S|(AHersé¢tal., 200%;]S « vS]|

Schwickert et al., 2007). Aussi, une autre théorie, potentiellement complémentaire a la premiére, a

émergé durant la derniere décennie en particulier grace aux connaissances accrues sur les cellules Tfh

qui peuplent les GC. La sélection clonale dans le GC passerait par une compétition pour la présentation
ol P WA OOMO *» d(Z <pu] v €& S}uE (}JpEV]E ] vS 0 ¢« ¢]PVv pA& .

différenciation nécessaires aux cellules B. Ainsi, les cellules B présentant un BCR de forte affinité pour

o[ P « E] VvS %0us %S -« v}CS Eof P § 0 %E& « v8§ E pA&E d(Z
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Réaction de Centre Germinatif

Figure23: Régulationde o[ /& %. GElelD} (Haut) Représentation schématique des principaux
éléments permettant [JvZ] & o[ A& % & (Ba$} Redrébentation schématique des sites
[ §]}des différents éléments activateurde o[ A %o (E <] buite[auig stimulationGC

dépendante~ [ %.l@e-Theilen & Chaudhu010).

Tt P

S3 T27 S38 T14 Y18

Figure24 : Représentationde la structure protéique [ /. Les quatre domaines fonctionnels

[ / sont représentés, NLS (Séquenck Localisation Nucléaire)le site catalytique de
déamination,le site APOBEC liket le NES (Séquence[ A %o } ENuddaike). Les cinqg sitede
phosphorylationde la protéine AID sont indiqués (trait vert surmonté[ u?) ~ [ %.CBaudhuri
& Frederick W. Alt2004).



E%o]l<p E JSU % E o u'u U o[ oJu]v §]}v (Victora apBNaEsenAndig, ve 0
2012)

2.2.34 AID, |enzyme maitresse du centre germinatif
C'est en 1999 que I'équipe de Tasuku Honjo découvre l'expression de AID, dans les cellules B du GC ou
stimulées in vitro (Muramatsu et al., 1999) puis démontre son implication dans les phénomeénes de
SHM et de CSR (Muramatsu et al., 2000)
AID appartient a la famille des déaminases APO&gdlifoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-lik¢ impliquées dans le phénoméne d'édition de certains ARN (Di Noia and Neuberger,
2007) Cette enzyme de 198 acides aminés est composée d'une séquence de localisation nucléaire
~E>7"eU [pv }u ]v S 0CS]«u UAPQBEC-fkedv [HVS « <p v - E%}ES §]]
nucléaire (NES). L'expression comme la rétention d'AlID dans le cytoplasme sont des événements
hautement contrdlés, AID devant étre transportée dans le noyau pour exercer son action. Le contréle
drastique de l'expression d'AID est notamment réalisé par la liaison de nombreux facteurs de
transcription ubiquitaires ou B spécifiques tels que Pax5, STAT6, SP1 oFigEERR3) (Dedeoglu
et al., 2004; Oppezzo et al., 2005). De plus, la stabilité de son ARN est également hautement surveillée
par la liaison des miRNAs, miR155 et miR181b dans la région 3' non traduite. Enfin, au niveau
protéique, AID est maintenue dans le cytoplasme grace a divers éléments qui interagissefat avec |
région NLS, provoquant la création d'un complexe protéique beaucoup trop important (>300kDa) pour
étre importé dans le noyau. La dissociation de ce complexe n'est pas trés bien établie, mais est
certainement due a des modifications de phosphorylation de AID. En effet AID est aussi régulée par
différents sites de phosphorylation, qui peuvent induire une inhibition (Ser3), une stimulation (Ser38,
Thr1l24 ou 140) ou pas d'effets apparents (Ser4l ou 43, Ty(ERYre 24)(Vuong and Chaudhuri,
2012) Toutes ces phosphorylations ne sont pas bien comprises pour linstant, cependant la
phosphorylation de la sérine 38 a été intensément étudiée. Cette phosphorylation par IR k&ne
Kinase A est essentielle pour l'interaction AID-RPA (pBeplication Protein A qui permettra la
stabilisation de I'ADN simple brin dans les boucles de transcription, de facon a ce que AID puisse
exercer son action (Cheng et al., 2009). Enfin dans le noyau, AID est retrouvée de maniére transitoire
liée & CTNNBL1, la nucléoline, la nucléophosmine ou encore le RNA exosome lors de la GBR (Hu et
2013)
Le mode d'action d'AID est de déaminer les cytidines en uraciles et donc d'induire des mutations soit
par erreurs de réplications, soit par réparation par excision de base (BEBgsauexcision repadiou
par réparations des mésappariements (MMR pMisMatch Rep#) (pour la SHM). La déamination
par AlDva cibler les régions variables des Ig au niveau des chaines lourdes et légéres (SHM) et les

régions répétitives switch (S) au locus des chaines lourdes d'lg (CSR). Dans ce dernier cas, les mutations
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Figure25 : Profil hypermutation induites par AlD.Les hypermutations générées par AID ont
lieu dansune région située aprése débutdu TSSTranscription Start Sijeentre environ100pb et
1,5kb. Ici o[ A& udddlocus aveclarépartition des mutationde longde o[ A/Hv>ehhancer
Ei etlapartie constante C sont horsde portée de larégion ciblée (modifié [ %. @degard and

Schatz2006).



sur les deux brins (sens et anti-sens) dans des régions S riches en GC, vont conduire fréquemment a
des cassures double-brin décaléesSiaggered double strand breaks qui seront alors prises en
charge par les mécanismes de réparations de la C-NldESi¢al nonhomologous end joiningu de

o fNHEJAlternative Non-Homologous End Joinidgnt nous reparlerons ultérieurement (Boboila et

al., 2012) AID et seso-facteurs ciblat uniguement des régions transcrites. Ainsi AID se fixe sur des
portions trés courtes d'ADN simple brin des régions V pour la SHM ou sur des structures appelées R-
loops des régionSpour la CSRS }vsS o[ § o0]¢e u vS « (E poisit PRA3.6. Les boins
transcrits d'ADN sont accessibles a AID grace a I'hétéroduplexe ARN/ADN et au complexe ARN
exosome capté par la RNApolll et les facteurs de transcription Spt5/Spt6 (Basu et al., 2011). AID se lie
a I'ADN par l'intermédiaire de la RNApolll dans sa forme au repos. La RNApolll s'accroche a I'ADN juste
aprés le site de démarrage de la transcription (TSS) et est accompagnée par la liaison de Spt5 qui
stimule le recrutement de AID sur la RNApolll (Pavri and Nussenzweig, 2011; Yamane et al., 2011). Les
régions variables et S sont des cibles privilégiées de AID en partie grace a la RNApolll dite "en pause".
Cette RNApolll "en pause" n'est pas retrouvée sur les régions constantes ce qui explique qu'elles ne
soient pas ciblées par AID. Les "pauses" de la RNApolll sont dues a l'enrichissement en H3K4me3 (et
H3K9 acétylé) qui permet le recrutement de HAdisfone AcetylTransferaset HDAC Histone
DeACetylas@ggWang et al., 2009). Une fois AID fixée sur les régions variables ou les régions S, les
phénoménes de SHM et de CSR vont respectivement pouvoir avoir lieu (Matthews et al., 2014).

> u  Vv]eu [ S]}v [ 8§ }v ]JE& § u vsansdiption des régians &ibles,
domaines V ou régions S. Aussi, nous verrons que différentes régions régulatricesspenvent

& Ppo & of e¢] ]JO]8 § o[ 3]A]S / X W (Eu] oo U 0o & P]J}v &
prépondérante pour les deux phénoménes de SHM et CSR, qui sont presque totalement inexistant en

son absence (Rouaud et al., 2013; Vincent-Fabert et al., 2010b).

2235 >[ZC% EupusS S]}v }u S]cu
Les mécanismes d'hypermutation somatique (SHM) sont responsables d'une augmentation drastique
du nombre de mutations, estimée a%fois plus que la normale. Durant cette phase, les mutations se
distribuent sur environ 1.5kb, en commengant environ 120pb aprés le TSST(@mscription Start
Sit§ et culminent au niveau des jonctions VDJ (Kenter, 2012). La fréquence des mutations n'est pas
constante tout du long du locus transcrit. Elle est maximale au niveau des régions codantes, qui
reconnaissent l'antigéne et diminue de maniere exponentielle de fagon a ne pas affecter la partie
constante des IgFigure25) (Rada and Milstein, 2001). La premiére phase de la SHM consiste a générer
des erreurs de mésappariements G:U, grace a l'action de I'enzyme AID qui va déaminer les cytidines
en uracile sur des motifs dit "WRC" (W=A/T, R=A/G) (Kohli et al., 2009) et donc induire des transitions

C vers T et par conséquent G vers A sur le brin complémentaire (Di Noia and Neuberger, 2007).
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Figure 26 : Induction des hypermutations somatiques par AIDAID initie les hypermutations
somatiques par déamination des cytidines sum brin de o[ .Hadéamination [ vcytidine
conduita o[ %o %0 (] &rdeile[donnant lieu aun mésappariement G:UCemésappariement
sera résolu soit lorgle la réplication, soit pale mécanismedu BERBase Excision Reppisoit par
MMR MisMatch Repalr. (UNG Uracil DNA GlycosylasdEXO1, exonuclease 1; MSH, homologue
of Escherichia coli MutS ; PQLpolymerase (DNA directed)} ~ [ %«@Hegard & Schat2006).



La seconde phase de la SHM consiste a réparer ces e(Feguse26). C'est cette prise en charge et

les différents mécanismes de réparations qui vont entrer en jeu pour éliminer les uraciles apparus sur

I'’ADN, qui vont générer les mutations a l'origine de la maturation d'affinité grace a des réparations

imparfaites. Les uraciles générés vont, soit étre ignorés par la polymérase qui va les considérer comme

un T et ainsi insérer un A et donc créer une transition C:T, soit étre excisés par UtidEDNA

glycosylases Dans ce second cas, des sites abasiques vont étre générés et pris en charge par le

u Vv]eu M Z «u] PE o— S§]}v %}oCu E ¢ ¢ % U (] o0 *U 3 00

remplacer le site abasique par une base aléatoirement choisie A, C, T ou G (Chahwan et al., 2012;

Weller et al., 2008) § }v v p]E e S ve]S]}ve ~CE u% o uvsS [uv %opCE]V
[V % CE]Ju] Jv % E pv % CE]Ju] ]Jv « }n * SE VeA E-]}ve ~%ouUE]V

pyrimidine par purine). Les bases entourant le site abasique peuvent également étre la cible de ces

polymérases, dans ce cas les mutations induites seront dite "long-patch repair" (Peled et al., 2008)

Enfin, une derniére possibilité peut résoudre ces sites abasiques, il s'agit du MMR. Dans le cas du MMR,

les mésappariements sont reconnus par [I'hétérodimére MSH2/MSH6, les changements

conformationnels médiés par I'ATP promeuvent le recrutement de P@XAiferating Cell Nuclear

Antigen) et de l'exonucléase EXO1, qui vont exciser le mésappariement ainsi que les 20 a 30

nucléotides voisins de la cassure. Des polymérases infidéles seront alors recrutées pour combler ces

0 ¢]J}ve S % ES] po] E u v(Peted 8310 LOOBYE  {

2.2.36 La commutation de classe
LaCSR est essentielle pour une réponse optimale du systéme immunitaire en permettant la production
% E 0 ° OOMUO * o[/P }vS 0[]*}3C % S 0 u] p&E %0 S o[ vV§]P
formation de cassures double¢E | v o[ E Suskwnctie %ue les mutations provoquées lors
de la SHM, expose la cellule a la survenue de recombinaisons illégitimes tels que des translocations
% }UA vE 1SE O[}E]P]vV SpHu pE+X > ~Z v ]S }v upv &E Ppupo §]}

ces effets potentiellement délétéres.

- Les régions S
Au cours de la CSR, les cassures doulie} v of] E A}vS spyEA Vv]E <Jupos v u v§ Ve
S et permettre ainsi un réarrangement entre une région S donneuse (Sy) et une région S acceptrice
(variant selon I'environnement cytokinique). L'excision de la région comprise entre ces deux régions S
se fait sous forme d'un épisome (Chaudhuri et al., 2007). Ces régions S sont situées en amont de chaque
Pv }veS vs o0o- A& %S]}v W § e}vS }u%oele o e <HV ¢ E % § ¢ (
varie entre 1 et 12kb. De nombreux travaux ont mis en lumiére l'importance de l'orientation, de la
o}vPu HE § E S E E % 5]5]( e & P]J}ve » v}S uu vS %}uE o
appelées « boucles R » (oud®p) (Khamlichi et al., 2004; Luby et al., 2001; Shinkura et al., 2003; Zarrin
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Figure27 : Représentation schématique [ pvboucle R Lorsde la transcription [ pvrégion
switch, des duplexes ARN/ADN peuveaetstabiliseren une structure appelée R-loopu boucleR,
laissanto[ Bon matrice sous forme simple brin, ainsi accessible a AID[ %.MBmperl S and
Cimprich KA2014).



et al., 2005, 2008). En effet, lors de la transcription de ces régions S, des hybrides ADN-ARN vont se
former et stabiliser ces R-loops» dans lesquelles le brin non-m@ | [ E Aisol& @ rendu

accessible a AlBigure27) (Odegard and Schatz, 2006). La richesse en G du brin matrice est essentielle

pour maintenir ces structures stables (Zhang etal., 20131 o[Ju%} &S Vv O[}E] vS 8]}v =
S, une inversion de celle-ci conduisant a une inhibition de la CSR (Daniels and Lieber, 1995; Kinoshita
etal., 1998; Yu et al., 2003; Zarrin et al., 2004)

- La transcription germinale et sa régulation
La transcription des régions S joue un rble essentiel pour le recrutement de AID (Stavnezer-Nordgren
and Sirlin, 1986). Cette transcription dite « germinale o] p % E®S]E [HuV %o E}Iu}S p& / }
ne sera enclenchée gu'en présence des cytokines requises. Les Tfth présents dans le GC vont ainsi
orienter la CSR en sécrétant les cytokines requises. Par exempleeliffdine I'activation de STAT1,
STAT?2 et T-bet qui promeuvent la transcription de I'un#a (Xu et al., 2012). En méme temps,
o[/ &&tokine a profil Thl]vZ] 0 % E} L4, EYlokind Th2, par les Tth (Schroder et al.,
2004) Cela conduit uv ~ ~Z A E+ /P'l p  &EE Jaotypds. A gontrario, I'IL4 inhibe la
NZ A E-. /P'IU /P'T 8§ /P'T p %BErdH 8t al[/ PIg9; Sndpper and Paul, 1987) en
]Jv ple v8 o[ 3S]A §]}v Ad do <p] ledprémdreur INEt éSeraof§vZ] [5]}v A& &
par Bcl6 sur le promoteurHOettgen, 2000; Xu et al., 2012). Cette transcription germinale, initiée par
0 % @E&}u}sS P& /U o[ § v ipecp[ of £}v } vS§ o Z v o}uE X > e« SE
o[ %o]e+ P *+ SE ve E]S° % EJu ]E « A}vd & (0o 8§ & o[ 35]A]3 [uv pv
non codants sont probablement éliminés rapidement par les mécanismes de surveillance des ARN
(Chemin etal., 2010; Tinguely etal., 20X2) % v VvSU O %o]e* P « S ve E]S- s
ee V8] 0 %}UE O NZ %oU]e<u[ V O] < Vv n ]S }vv WE [ %] P o0
(Hein et al., 1998; Lorenz etal., 1996)> & @&pusS u vSs 0 Uusagq serd@t]un dléfaeht
indispensable puisque des travaux ont montrés que PT#N2pfrimidine tract binding protein) 2le
& Pupo § u&E o[ %]*s P U v %oue [Jvd E P]E A /| % @&u § }v &
(Nowak et al., 2011). La transcription initi€ée au niveau des promoteurs | va étre aussi permise grace a
pv ¢ E] [ ocisg &SPHuO § pE- % v VS o- S3]A 3]}v . OopOo » X
longtemps été soupconné[ ! § @ssentiel a la transcription de la région donneuse Sy, il est maintenant
démontré que sonv (o v v[ 8 cu(Perlat EEal., 2005; Pinaud et al., 200Rar contre, la
E Pl}v & Ppo SCE] 1-ZZ %% E& ]85 Mi}pE ¢iZEngduldtawr dwlocts Hau] % o o
cours de la CSR (Pinaud et al., 2001). Cette grande région, trés étudiée au sein de notre laboratoire est
composée de quatreenhancers(hs3a, hsl,2, hs3b et hs4) et trois isolateurs (hs5, hs6, hs7) qui
}VEE€0 vS o[ £% E e**]J}v ¢ Z v e OJUE = S %O0OMh* %o ES] Ho] E u vSs
<K e J(( & vS§* o0 u vs8e 0O Ju%}e vS }vs § @& <p]*% W ] ¢(}8S ul}v
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individuellement (Bébin et al., 2010; Cogne et al., 1994; Manis et al., 1998; Morvan et al., 2003; Pinaud
et al., 2001; Vincent-Fabert et al., 2009). PAwv& & U o[ S]}v Cv EP]«pu esty SE V 2

nécessaire pour les évenements de CSR et de SHM (Pinaud et al., 2011). En effet, les souris pour

O *<Jd 00 ¢ %oOphe] WE* o0 u vSe }u 0o S§}S8 0]S8 o i[zZ2zZ }vs § 0S8 9
et/ou de SHM (Pinaud et al., 2001; Rouaud et al., 2013; Vincent-Fabert et al., 2010b). Cette absence
NZ %o WS o[ E%O]<nt E % & o (( 8§ o0 8§ & o[ -V o 1[ZZ pE&E

général et des transcrits germinaux en particulier. Excepté pduwyui reste détectable, associé a une
faible CSR vers IgG1, tous les autres transcrits germinaux sont drastiquement réduits (Vincent-Fabert
et al.,, 2010b)X % v vSU o[ <« vV AND ¢S %oope lu%o A Ju%e E v E |
& PJ]}ve s v[ S vS <p (] ouvs Ju]lvp u oPE |{Rouaud et al.,20%3) A D
0 & A o-«<p[ p o[ ((§pE o SE ve E]jueipntdledaif BZetulgn@EE |
o u Z]v E] E % & S]}v SI}u o[}EP v]e §]}ailitardHé phénemEhev oo
de SHM et possiblement, celui de CSR (Wuerffel etal., 200¥) &S] o i actuellpmedE | S U

en révision dandNature Communications, @E]S HUVv U} 0 <u] % EU § [ %% }ES E |

nouvelle sur le role de la transcription et des élémearissE Ppo § pE+ ved®lp@SR.S]}v

- Génération des cassures double-brin
Une fois la transcription induite et |€&loopsen place, les régions S vont étre accessibles a AID. Selon
le méme mécanisme que pour la SHM, AID va transformer des C en U par déamination, ce qui va
générer des mutations. Ces mutations qui ont lieu sur les deux brins sur des régions riches@n G et
peuvent générer des DSB nécessaire a la CSR. Les motifs géniques sont cependant différents de ceux
reconnus dans la SHM. |l s'agit essentiellement de motifs RGYW, sur-représentés dans les régions
switch. Une fois les mésappariements induits, la principale voie de prise en charge de ces erreurs va se
faire par le BER, en commencant par €liminer les uraciles nouvellement générés par UNG (Schrader et
al., 2005). Contrairement a ce que précédemment décrit pour la SHM, cette fois-ci les sites abasiques
vont étre les cibles des endonucléases APEL1 et APE2 (APurinic/APyrimidic) qui vont convertir les
cassures simples brins. Les deux brins d'ADN étant ciblés, lorsque deux cassures sont assez proches,
elles peuvent former une DSB, dans un premier temps qualifiée de décalée, qui sera ensuite convertie
en franche (Guikema et al., 2007). Cependant, si les cassures sont trop éloignées et de facon
minoritaire, la voie du MMR va pouvoir entrer en jeu (Stavnezer and Schrader, 2006). Comme pour la
SHM, le complexe MSH2/MSH6 va reconnaitre le mésappariement et recruter I'nétérodimere
MLH1/PMS2 et EXOL, qui vont respectivement éliminer l'uracile et induire une cassure simple brin
jusqu'a en trouver une autre qui permettra ainsi la génération de DSB.
L'émergence de ces DSB induit la mise en place de mécanismes de réparations ubiquitaires grace a la

"réponse aux dommages a I'ADN" dit DDRIA Damage Responsqui va permettre le recrutement
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Figure28 : Représentation schématiquelu mécanismede CSRAID induit les cassures doubles
brins dans les régions switchs a rapprocher. Une fois les cassures cré&esachinerie de
réparationvasemettre en place, soit patle mécanismede C-NHEJ (gauclis schéma), soit pale
mécanismale A-EJdroite duschéma)~ [ %.CBsaletal., 2012).



des acteurs des machineries de réparation du C-NHEJ olEdiFigure 28)Le premier point est donc

la prise en charge des DSB par la machinerie DDR. Un des acteurs principaux de cette voie est H2AX
(histone 2A family membeX), et plus particulierement sa forme activée suite a la phosphorylation de

sa sérinel39, nommédH2AX, qui forme des foci au niveau des DSB, de part et d'autre de la cassure
(Franco et al., 2006). Cette phosphorylation est réalisée par les kinases suivantesatAfisl (
telangiectasia mutatell] ATR ATM-Rad3-related et DNA-PKcsDNA-dependent serine/threonine

protein kinase, catalytic subupigManis et al., 2002; Pan-Hammarstrom et al., 2005; Reina-San-Matrtin

et al., 2004). Ces kinases sont elles-mémes activées par le complexeMi&IN, (Rad50, Nb3l
(Dinkelmann et al., 2009; Peterson et al., 2001). Ce complexe MRN aurait également un role dans la
formation de la synapse entre les deux régions S (Celeste et al., 2003; Reina-San-Martin et al., 2003)
L'apparition des fociH2AX va permettre la formation de foyers de réparation qui vont stabiliser ces
DSB et recruter les molécules des voies de réparations du NHEJ. Principalement c'est la voie du NHEJ
classigue, commune aux réarrangements V(D)J, qui va permettre la recombinaison entre deux régions
S sans utiliser fomologies de séquences (ou dans certains cas de petites microhomologies de 1 a
3pb) au niveau des cassures. Quatre éléments ont été montrés comme étant les clefs de ces
mécanismes de réparation, Ku70, Ku80, DNA Ligase IV (LiglV) et XR&O#hair complementing
defective repair in Chinese hamster ce)ldéur absence pouvant diminuer de 50% la CSR (Boboila et

al., 2010). En effet, le complexe XRCC4/LiglV va étre recruté au niveau de la synapse S-S et ligaturer les
deux brins (Stavnezer et al., 2008), mais cette résolution n'est possible que grace a la protection des
extrémités par I'hétérodimére Ku70/Ku80 (Nussenzweig et al., 1996). Ces deux protéines vont interagir
avec la kinase DNA-PKcs, et ainsi former I'holoenzyme DNA-PK qui va phosphoryler d'une part Ku70 et
Ku80 et d'autre part XRCC4. Cependant, les données concernant l'importance de I'activité kinase de
DNA-PKcs durant la CSR ne sont pas consensuelles. En effet, des études utilisant le modéle de souris
scid (severe combined immunodeficiefcgans lequel le domaine kinase de DNA-PKcs est non-
fonctionnel, ne montrent pas les mémes pourcentages de diminution de CSR, ces derniers étant
globalement moins important que pour le modéle de délétion (Bosma et al., 2002; Cook et al., 2003)
Malgré tout la DNA-PKcs pourrait avoir un rble pour le recrutement de facteurs indispensables a la
recombinaison. Une voie supplémentaire existe est pourrait expliquer en partie la compensation de
I'absence d'activité de la DNA-PK comme des quatre acteurs clefs cités précédemment (Boboila et al.,
2010; Han and Yu, 2008; Nijnik et al., 2009; Soulas-Sprauel et al., 2007), il s'agiEJgdet al.,

2007) Les recombinaisons des régions S sont dans ce cas résolus grace a la présence de
microhomologies, cependant les mécanismes moléculaires entrant en jeu sont pour l'instant mal
connus, méme s'il semble étre dépendant du complexe MRN (Xu et al., 2012), mais aussi de PARP-
(polyADP-ribose polymerage XRCCX¢ray cross complementing, CTIPGTBP-interacting proteijl

et des ligases | et lll (Audebert et al., 2004; Robert et al., 2009; Saribasak et al., 2011; Lee-Theilen et
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al., 2011). Enfin I'A-EJ serait le mécanisme de recombinaison préférentiellement mis en gaslors

translocations impliquant le locus des chaines lourdes de I'lg (Yan et al., 2007).

2.2.3.7Quelques mots sur le phénoméne de « Recombinaison Suicide »
Récemment, un nouveau mécanisme a été découvert, il s'agit de la "LSR"L@gmus Suicide
Recombinatioh Tout d'abord, des séquences répétitives ressemblant aux régions S et ciblées par AID
ont été identifiees dans la 3'RR et ont été nommées régiorLik8-Ewitch(Chauveau et al., 1998;
Sepulveda et al., 2005). Il s'avére qu'un processus similaire a celui observé dans la CSR est possibl
entre la séquence Sy et ces séquences LS situées dans(gigURE29). Ces recombinaisons induisent
la délétion compléte de I'ensemble des genes constants de la cellule B rendant I'expression d'une
chaine lourde d'lg impossible. Ainsi, les cellules B privées de leur BCR complet sont vouées a une mort
certaine, du fait de I'absence de signal constitutif de la part du BCR (Péron et al., 2012). Pour l'instant,
les mécanismes conduisant a la LSR ne sont pas identifiés, cependant il est possible que des mutations,

rendant par exemple le BCR autoréactif, puissent pousser la cellule B a se suicider par ce mécanisme.

2.3 La sortie des centres germinatifs : plasmocytes et lymphocytes B
memoires

Deux grandes populations de la lignée B vont émerger lors d'une réponse immunitaire, les Bellules
mémaoires et les plasmocytes.
Les plasmocytes représentent le stade ultime de différentiation de la lignée B. lIs sont les effecteurs
de lI'immunité humorale grace a leur capacité a produire les anticorps. lls se distinguent des autres
cellules de la lignée B en perdant I'expression des marqueurs B spécifiques tels que le B220 et le CD19
et en exprimant des marqueurs qui leurs sont spécifigues comme le CD138 (ou syndecan 1). Leurs

. %S]}vv 00 ¢ % ]S e e & S]}v [ VvS] }E% e *}vS %lashigle P E
~Z *» % ES3] Ho] & u v3 *uE A 0}%% U «u] A (]E e OOMHO o o
plasmocytes seront pour la grande majorité a courte durée de vie (durée estimée a quelques jours),
mais certains perdureront plusieurs années dans des niches de la moelle osseuse et participeront a la
mémoire humorale en sécrétant constamment des anticorps.
Le second type de cellules B qui participe a la mémaoire, sont les cellules B dites "mémoires". Ces
cellules présentent des BCR a leur surface, trés affins Wg€- [uv Vv3]P v § A}JvE % E pd
viu E pe » vv ¢ ve 0—}EP v]eu X v e & Jv( S]}v % & 0Z vS]P v
ces cellules vont rapidement se réactiver et participer a la réponse immunitaire.
Les mécanismesa[}E]P]v un Z}]A&£ VvSE J(( €® v ] S]}Vv u u}]® e }u %0 *u
jour réellement élucidés, mais deux grands points semblent critiques pour la prise de cette décision

la résistance a I'apoptose et I'affinité de I'lg pour son ligand.
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La définition précise des cellules B mémoires est encore a ce jour relativement flou. Pendant
longtemps, les cellules B mémoires étaient considérées comme des cellules a longue durée de vie,
exprimant un isotype différent d@[/PD § %o}ee V3§ e SE ¢ [pv tuacgui€e S]}v [ (
dans les GC. Puis le marqueur cellulaire, CIR71 o[Z}uu VvV % @& |G0]*s EWIVSE E <u[pv
% ES viv v Po]l]P o u u}]J® « A% E&Ju ] vS pv /[/Ppasgeépar }vs pv
des GC (Weill et al., 2009) semble de plus que le CD27, considéré pendant longtemps comme
spécifique des cellulesBm&h@E « Z 1 o[Z}uu U v % Eu 33 %o + (pouwrygnles 0 o ] V3
: Good-Jacobson and Shlomchik, 2010} 1 0 ¢}u@E]*U pv  }Ju% o A]S u% %o u vs |E
%o ] <[ L UV U E<d WE U u EV]E (] 0 vV % Eu § 1((EV]E -
B naives. Ainsi, la majorité des études menées sur les cellules B mémoires ont longtempéesé bas

sur la simple apparition de cellules IgG+ capables de lier un Ag modéle (NP, OVA ou HEL entre autres)
suite & une immunisation.

% v vsSU e U} 0 ¢ }vS % Eul]e [op] & ES Jv » <u ¢S]}ve cuE of
cellules B mémoires sont ainsi sélectionnées sur leur capacité a résister a l'apoptose, aprés une
sélection positive dans le GC. Des travaux ont montrés qu'une expression renforcée de Bcl2 permet
d'avoir environ vingt fois plus de cellules B mémoire que la normale, sans variation du nombre de
plasmocytes a longue durée de vie (Smith et al., 2000). Deuxiémement, l'affinité du BCR pour I'Ag
semble également contrdler cette prise de décision. Le méme modéle de surexpression de Bcl2 a
permis de mettre en évidence que les plasmocytes possédent des Ig plus affines que les lymphocytes
B mémoires (Smith et al., 2000). Les résultatode < 4] %o Z} vard da@s]eelsens également
avec diverses immunisations HEL (péien Egg Lysozymeinduisant une réponse immune T-
dépendante, qui ont permis de voir que seules les cellules B présentant la meilleure aifissiéle
peuvent se différencier en plasmocytes (Phan et al., 2006). Plus récemment, des modeles de tracages
cellulaires ont non seulement confirmés ces données, en montrant que les cellules mémoires
présentaient majoritairement des affinités moindres que les plasmocytes, mais aussi mis en évidence
un ensemble de sous-populations de cellules B mémoires dont les fonctionnalités divergent (Dogan et
al., 2009; Pape et al., 2011). Ainsi, des cellules B mémoires IgM+ ayant subi peu de mutations sont
retrouvées accompagnées de cellules switchées possédant majoritairement plus de mutations et

[ ((Jv]S %o}uE o pE PX "ujls pv e }v ] u u piveke I}V bDNto oo
essentiellement reformer rapidement des GC au sein desquels elles vont subir un noowedude
u SUE 31}v [ ((Jv]s 8 ANZX > e 0Q00OHO * U U}]E « «A]JS Z « A}vS <}
rapidement en plasmocytes sans reformation apparente de nouveaux GC (Dogan et al., 2009; Pape et
al., 2011). Tandis que le pool de cellules B mémoires switchées semble diminuer avec le temps, les

cellules B mémoires IgM+ formeraient un réservoir de cellules prétes a reformer rapidement des GC
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0}E+ [pv Juupv]e §]}(Papektal.]®IDN hv uSE }vv JvEE]P v A] v$
de la polyréactivité des Ig issues de cellules B mémoires et de plasmocytes a longue durée de vie. Si les
derniers présentent trés peu[/ P udijpoly-réactives, les Ig des cellules B mémoires sont beaucoup
plus fréquemment associées a de la poly- ou auto-réactivités que celles des plasmocytes a longue
durée de vie (Scheid et al., 2011)

Toutes ces données vont dans le sens que ces cellules B mémoires n‘auraient pas regues tous les
signaux nécessaires a leur différentiation en plasmocytes, mais ont malgré tout réussi a conserver la
capacité de se réactiver et de se différencier ultérieurement en plasmocytes, en réponse a une autre
stimulation. Ainsi, si le contrdle de la différenciation plasmocytaire est relativement bien élucidé (et
détaillé dans le prochain paragraphe), celui de la différenciation en B mémoires est encore totalement
Jv }vvp 8§ %}lpEE ]S V[ISE v t(std&hastifuevde Aeliules ayant recu les signaux
suffisants pour sortir du GC et survivre mais pas suffisant pour induire leur différenciation en

plasmocytes.

2.3.2.1La différentiation plasmocytaire
Dans cette partie nous aborderons la régulation de la différenciation plasmocytaire dans le GC ainsi
que le « switch » du programme transcriptionnel permettant le passage de la cellule B aux

plasmocytes.

- La régulation de la différenciation plasmocytaire

Comme nous venons de la voir, [a(di E v ] S]}v %0 su} CS JCE ve o' v }v Ev
nombre de cellules ayant acquis des BCR non autoréactifs desha(]v]S * % }uE& o[ PX > }v3E
cette différenciation passe trés certainement par une combinaison de signaux fournis entre autres par
0« & U o0+« d(Z ulJe pHee] % E 0 *]PVv 0 }%SJu 0o H Z ]JVve]e<hu[uv Ve
par tous ces acteurs (Shlomchik and Weisel, 2012).
Certaines cytokines peuvent moduler la différenciation en plasmocytes. Cependant, il est difficile de

§ Eul]v E A % & ]*]}v o EE€cellesin v&va Ppans Un wib@ele de culture de
cellules de GC humaines, il a été montré que I'lL10 promeut la différenciation en plasmocytes plutét
gu'en cellulesB mémoires (Choe and Choi, 1998). L'IL21, sécrétée par les Tfh, est cruciale pour la
réaction du GC et semble aussi impliquée dans la différenciation plasmocytaires puisque le blocage de
I'lL21Rin vivorésulte en une diminution du nombre de plasmocytes (Kuchen et al., 2007). De méme,
en utilisant un modéle de reconstitution avec des lymphocytes B 1L,21R été montré que I'L21
semble également agir directement sur les cellules Bs@pour promouvoir leur différenciation en

plasmocytes plutot qu'en B mémoires (Zotos et al., 2010). Dans un modéle de génératiwa de
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plasmocytes a partir de lymphocytes B de sang humain, I'équipe de Thierry Fest a aussi montré que la
prolifération induite par I'lL2 était requise pour la différenciation (Le Gallou e2Gil2)
Le signal du BCR joue aussi un role dans la différenciation plasmocytaire. Si de nombreux travaux ont
mis en évidence que des isotypes autres que IgM facilitaient, ou du moins, accéléraient la
différenciation plasmocytaire (Dogan et al., 2009; Duchez et al., 2010; Martin and Goodnow, 2002;
Pape etal., 2011p « E Je}ve % Z viu v *}vS v }E Uu 0 }u%E]e X >[ Su
du BCR « switché » a conduit a des résultats quelques peu contradictoires, certains montrant que la
partie intracellulaire des IgG ou IgA augmentait le sighal basal du BCR (Duchez et dlU, 201Q)S GE -
M }VSE J]E& «p[ oo VSE ]Jv ]S pv $]1A 3]1}v u}lv E e P v e E %}
(Horikawa et al., 2007). Les données de ce dernier modele ont fait émerger I'hypothékssig-"
more' selon laquelle un signal moindre du BCR permettrait une meilleure différenciation
plasmocytaire. Récemment, il a également été montré que la transduction du signal BCR des
lymphocytes B du GC est inhibée par une forte activité de phosphatases et ce, méme apreés liaison du
ZU }vSE Je vS o (]S <p[pv (}ES +]Pv o]e S]}v S ]S v ¢ J&E
plasmocytaire (Khalil et al., 2012). Toujours sur ce méme principe ldssissmore », nous avons
récemment publié des travaux montrant, dans un modéle dans lequel le BCR est remplacé par la
% E}S vV o[ s >DWT U }vvy % }HE u]jJu E o <]Pv o ZU <u[uv (] o
]1(( & v ] 8]}v %0 su} CS JE S v ]J* <u[pv ¢]Pv o Ila difféfér@ationo}«u ]S §
(Lechouane et al., 2013). Ce blocage de la différenciation par une signalisation BCR soutenue avait
%E o o uvsS § u}vsE Ve UV U} o0 tela %iitigehé}(Grahdies eval.,
1993; Rui et al., 2006) et est aussi olvgdors de stimulatiorin vitro utilisant un anti-BCR. En fait, une
signalisation trop forte et soutenue du BCR correspond aux conditions rencontrées lors de la formation
[uv  Z -peadtif et serait donc un signal négatif de différenciation (Rui et al., 2006).
Ainsi, il est difficile de conclure sur le r6le précis du signal BCR dans la diffésangiasimocytaire.
Les données actuelles semblent en apparent& 8dE ] 3]}v A [MVv €35 U o v «°¢]§ [1
((Jv]s s ol uSE U o E€o0 ]JvZ] ]S WE [pv e*SJupod]}wU @ ZLXE/O0 -
o0 <3]Jupo 38]}v ]Jve] <p o[ VA]JE}vVV u v oopo J&E § C&}l]v]«p o
processus. Les signaux requis pour la différenciation en plasmocyte sont ainsi loin d'étre déterminés,
leréle]v JA] pn o Z uv [ VvSCE uMAE S vs ]((] ]Jo § o]E % ES o
qui participent a la réponse immunitaire B.
- Le « switch » du programme transcriptionnel
Comme nous l'avons vu précédemment, les plasmocytes perdent les caractéristiques B au cours de

leur différentiation, tels que I'expression du BCR de surface, du B220 ou du CD19. Cette perte

d'expression est causée par une modification du programme transcriptionnel et notamment une
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a courte duréede vie, et parmi ceuxka certains deviendront des plasmocytes a longue ducie
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Kallieset al., 2007).
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Figure31: Représentation schématique des principales modifications transcriptieies lorsde

la différentiation plasmocytaire Blimp1,le master régulateur des plasmocytes, est réprimé par
les cellules B aingjue dans les centres germinatifs, respectivement par PaxBcl6. Une foide
choix de la différentiation plasmocytaire fait, IRF4, hautement exprimén association avec
STAT3ya permettre o[ A %o Gle<Blihpl qui induira o[ A %o elesdrincipaux marqueurs
plasmocytaires, toueninhibant o [ A %. (e piikcipaux marqueurs & de centre germinatif.



diminution drastique de I'expression du facteur de transcription principal des cellules B, Pax5 (Nera et
al., 2006), associée o[]v m & facteur de transcription Blimpl, considéré comme le facteur

e V3] 0 M %0 eu} CS X ¢ u&E ( S uE- SE ve E]%S]}v *}vs }lvvpue
la différenciation plasmocytaire dépendra donc de la balance entre ces deux progradfiguee 30)

>[]vZ] 18]}V W £ 0 A 0 E % E <+]}v (Linder<En etalE0043 lexercée o} pe /F

V % ES] po] & upE o i[ZRdfue et@l., 1096)} mars abski celle de I'expression de la
chaine J (Rinkenberger et al., 1996) et de Xbpl (Reimold et al., 1996), deux protéines spéeifajues
lignée plasmocytaire et dont nous reparlerons. Ainsi, la simple répression de Pax5 a été montrée
comme suffisante pour permettre la sécrétion d'lgM dans divers traygigure 31)(Delogu et al.,
2006; Lin et al., 2002; Nera et al., 2006). Il semiye o[]vZ] ]S]}vVv W Z£f +}]8 o[ Av uvs

0 1(( & v ]38]}v %0 su} C3 ]E U % p]e<gs aures r@dEidtions A vs &}

transcriptionnelles (Kallies and Nutt, 200€ependant les signaux conduisant a cette diminutien
Pax5 ne sont pas connus.
W & oo o uvd of[]vZ] ]8]1}v W E£fU o]Ju%ei A !&@angbe prdcessiis%o Eu § &
de différenciation plasmocytaire. Blimpl est LE facteur de transcription des plasmocytes (Angelin-
Duclos et al., 2000; Kallies et al., 2004) }v§ o[ /E% E *+]}v A 1EE % Eu]eLZ%o E ](( G
IL6, IL21 notamment) et facteurs de transcription tel que iRigure 31)Cattoretti et al., 2006; Klein
et al., 2006; Shaffer et al., 2000; Tunyaplin et al., 2004). La présence de Blimpl est essentielle pour
I'établissement du plasmocyte mature et pour la sécrétion d'lg qui lui est associée (Shapiro-Shelef et
al., 2003, 2005). Des études ont montrées que la surexpression de Blimpl dans des lymphocytes B était
suffisante pour induire la sécrétion d'lgM (Turner et al., 198A)effet Blimpl réprime I'expression de
Pax5 (Lin et al., 2002; Nera et al., 2006), du CMH, de c-myc et de Bcl6 (Calame et al., 2003), ce qui
provoque une perte de l'identité B et un arrét de la prolifération (Shaffer et al., 2002a). De plus, Blimp1l
induit aussi I'expression du facteur de transcription XBf-b¢x binding proteit), permise par ailleurs
% E o o A [JvZ] 18]}v M 0 % ES va patm@tieXia prdductioft ébldE <]} v
sécrétion de trés grandes quantités d'anticorps (Shaffer et al., 2004) notamment grace a la réponse
UPR U(nfolded Protein Response laquelle une partie de ce chapitre sera consacrée. Bien que
I'absence de Xbpl ait dans un premier temps été décrite comme délétere pour la différentiation
plasmocytaire (Hu et al., 2009; Reimold et al., 1996), des travaux plus récents ont démontrés que
I'établissement des plasmocytes était possible en absence de Xbpl. Cependant ces plasmocytes
présentent un RE anormalement peu développé et ainsi une quasi absence de sécrétion d'lg
(Taubenheim et al., 2012).
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2.3.2.2Les différentes populations de plasmocytes
Dans le paragraphe précédent, nous avons décrit la différentiation plasmocytaire a l'issu d'une réponse
immunitaire induisant un centre germinatif. Mais tous les plasmocytes ne sont pas issus d'une telle
structure. Les plasmocytes générés suite a une réponse immune dite T-indépendante, seront alors dit
producteur d'anticorps de faibles affinités et auront une durée de vie limitée. Ces plasmocytes a courte
durée de vie sont générés suite a une activation du BCR d'une cellule B, par un Ag olastiitatéioh
d'un lymphocyte B par un récepteur innée dit PRRttern Recognition Recepjajui reconnait des
motifs trés conservés de pathogenes (Lanzavecchia and Sallusto, 2007). Une réponse rapide se met en
place suite a cette activation et le lymphocyte B prolifére et se différencie en plasmocytes sécréteurs
d'lg peu affines. Cette population de plasmocytes est principalement retrouvée dans la cavité
péritonéale et dans la pulpe rouge de la rate. Cependant des plasmocytes a courte durée de vie sont
également générés lors de réponses T-dépendantes dans les premiers jours de la réponse immunitaire
pour combler le lapse de temps nécessaire a |'établissement de plasmocytes producteurs d'anticorps
de hautes affinités. Ces plasmocytes sont retrouvés horsGdedans des foci extrafolliculaires de la
rate ou des ganglions lymphatiques et seront capables de produire des IgM ou des IgG (Jacob et al.,
1991; Smith et al., 1996).
La migration de ces plasmocytes vers les sites d'infections est permise grace a divers récepteurs aux
cytokines exprimés a la surface des plasmocytes. Par exemple, certains plasmocytes vont étre conduits
vers les sites d'inflammation grace a I'lF-Mui induit I'expression de CXCRS3. Les plasmocytes
producteurs d'lgA, issus des ganglions mésentériques ou des plaques de peyer expriment le CCR9 ou
le CCR10, ce qui leur confére leur capacité de migration vers les muqueuses (pour revue : Moser et al.,
2006) Ces plasmocytes a IgA}vs o <A]3 Z <5 % Eu]e PE (JES § pAE
constituent la grande majorité des plasmocytes des MALT (Cerutti and Rescigno, 2008).
Enfin, on distingue une derniere population de plasmocytes, les plasmocytes mémoires. lls sont
générés a la suite d'une réponse immunitaire T-dépendante, ayant induit la mise en place d'un centre
germinatif. Ces plasmocytes survivent plusieurs années dans des niches spécifiqgues de la moelle
osseuse, que nous détaillerons dans le point suivant. Cependant la capacité d'accueil des plasmocytes
dit "mémoires" dans la moelle osseuse semble limitée, puisque cette population n‘excéde jamais un
certain seuil (de l'ordre du million chez la souris) impliquant probablement une compétition entre les
%0 *uU} C§ « E ¢] v3e 3§ 0 ¢ VIMA pAE VSE vse ]ee(Radbfuch etlalypv]e $]}\
2006)

2.3.2.3Localisation et survie plasmocytaire
Dans cette partie nous allons surtout nous intéresser aux plasmocytes iss@Cgesivant devenir

des plasmocytes mémoire, dont la survie a long terme sera possible dans des niches spéEifigues
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Figure32 : Nichede survie plasmocytaire danga moelle osseuselLes plasmocytes issute GC
migrent versla moelle osseuse, notamment grace@| pPu v3déldy A& % duCAER4e
récepteurdu CXCL2 produit par les cellules stromales. Les E-sélectiee¥ CAM1 exprimées k&
surface des cellules stromales aidentarétention des plasmocytes dans ces nich& plus de
of/est produite dans ces nichest facilite la survie des plasmocytegn association avec
o[]vS EBASFIBCMA- [ %.SRapiro-Shelef M and Calarke2005).



32). En pathologie humaine ce sont principalement ces plasmocytes médullaires qui sont impliqués

danslaprodug]}v [/P % S$Z}P v ¢U <pu] (}vS o[} i § HU Z %]SE 11X

Majoritairement les plasmocytes sont retrouvés dans les organes lymphoides secondaires (pour revue
:Roth et al., 2014)Trés peu de plasmocytes sont détectés dans&l€gAngelin-Duclos et al., 2000). lls

sont alors décrits comme étant localisés de maniere adjacenteGaia la frontiére entre la zone
sombre et la zone T. La présence de plasmocytes en trés petit nombre d@Glesissi été détectée

grace a un modele de cellules B photoactivables (Victora et al., 2010). Ce modéle a permis de voir que
les plasmocytes semblent générés dans la zone sombré&s@emais qu'ils regagnent rapidement
I'extérieur de ces structures (Meyer-Hermann et al., 2012). A I'heure actuelle, il est admis que le stade
plasmablaste précéde le stade de plasmocyte mature. Ce stade plasmablaste correspond a un niveau
intermédiaire entre la cellule B et le plasmocyte tel que précédemment décrit. Les plasmablastes ont
encore la capacité de proliférer et conservent leur capacité de mobilité. Ces cellules comméncent
sécréter des anticorps, mais a des niveaux restreints par rapport aux plasmocytes (pour revue :
Tarlinton et al., 2008). Ce stade intermédiaire serait caractérisé par un niveau d'expression de Blimpl
graduel. En effet, plus Blimpl est exprimé et moins les plasmocytes sont mobiles, ainsi seuls les
plasmablastes sont capables de se mouvoir (Fooksman et al., 2010). Cette capacité a migrer explique
gue les plasmocytes, qualifiés de mémoires, soient retrouvés dans la moelle osseuse, donc loin de leur
site de genese, dans des niches qui permettent leur survie. Les plasmocytes mémoires peuvent étre
issus de réponses T-dépendantes mais aussi T-indépendantes (Bortnick et al., 2012). Cependant la
majorité des plasmocytes mémoire, retrouvés dans la moelle osseuse, sont passés @&retin
produisent des anticorps de hautes affinités. Il semble que I'hypothése la plus réaliste quant a la survie
des plasmocytes dans la moelle osseuse ne soit pas due a une capacité intrinseéque de quelques
plasmocytes a survivre, mais plutét a une acquisition de survie dans un contexte d'interaction cellulaire
(pour revue : Roth et al., 2014)

Le maintien dans la moelle osseuse est permis grace a des niches spécifiques qui vont fournir un
microenvironnement propice a leur survie a long terme (pour revue : Tangye, 2011). Parmi les facteurs
essentiels a leur survie on]dS]vPu v}S$ uu vS WsBLtrétés par[leés cellules stromales et
certaines cellules de la lignée hématopoiétique tels que les éosinophiles (Chu and Berek, 2012; Chu et
al., 2011), les mégacaryocytes (Winter et al., 2010), les neutrophiles (Huard et al., 2008) ou les
basophiles (Rodriguez Gomez et al., 2010). APRIL est considéré comme le facteur de survie clef des
plasmocytes. En effet, il a été montré que son absence provoque une diminution drastique du nombre
de plasmocytes dans la moelle osseus& [ }vv}E § .k hidroedvironnement est favorisé

par la présence des grandes chaines d'héparanes sulfates qui entourent les plasmocytes et piégent les

diverses molécules nécessaires a leur survie (Moreaux et al., 2009).
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Figure33: Laréponse UPRLes trois principales voiede o [ h W8, IRE&t PERK sont activées
suite ala libération de la protéine chaperonne BiP. ATF6 libérde BiPva étre clivée par S1Rt
S, le facteurde transcription ATFEpO0 résultantde ce clivagevapermettre o[ A %o (e Xbplv
et de diverses protéines chaperonnes (UPR target gene représentéose). Parallelement IRE1,
activé va permettre la générationde Xbp1ls, par clivageet re-ligationde o[ Z Ele Xbpl,une
version plus stablet plus activeque son précurseur non clivé. Enfin PERK, voie minoritaire chez
les plasmocytest représentée icien pointillés, activéeva phosphoryler elF-2 qui sera donc
moins actif.Ladiminution globalede la traduction protéique,vainduire une augmentationde la
traductionde ATF4, indépendantde elF-2. ATF4 induira [ A %. (e dnjgrs facteursde stress
et notamment CHOP (UPR target genes représesméleu induiront notammento [Jv p 84}v
o[ %o} %ddre [Ustress supplémentairey [ %.KEzhong Zhang & Randal J. Kaufra@ng).



Enfin I'adhésion des plasmocytes dans leurs niches, se fait par les molécules VLA-4 et LFA-1 qui ont la
capacité d'interagir avec divers composants de la moelle osseuse (V-CAM1, fibronectine, osteopontine,
les différentes I-CAM(1-2-3)) (DiLillo et al., 2008). La dynamique cellulaire qui s'installe dans ces niches
et le renouvellement des différentes populations produisant les cytokines nécessaires a la survie des

plasmocytes est la clef de ces niches.

2.3.2.4Implicatiov o[hWZ preduadion des immunoglobulines
Lors de la différenciation plasmocytaire, nous avons vu que le facteur de transcription Xbpl était
*UHE A% E]Ju -pu]s o[]vZ] 18]}V W /A Bon 30le Mav éjne Ik} promoundiru %o i X
I'expansion dWRE pour pouvoir gérer la forte production d'lg dans les plasmocytes (Hu et al., 2009;
Shaffer et al., 2004). En effet, cette hausse de production va engendrer un stregetdéclencher
la réponse UPRUffolded Protein Responselont I'une des voies fait intervenir I'endoribonucléase
| € imositol-requiring enzymeire(Figure 33X }uu o0 ¢ USE  A}] o[hWZU «p
A}cp E}ve %o0pe 0}]JvU o[ 38]A]S IE ir 5 v pld +pn]s e Jee} ] 81}
BiPX v (( 83U V}IE®u o u v3U o % E}s Jv ]Wvdgp¥%sdEdnt. Cependdms,]idrs [E ir
[V pupo SJ}v v}iEu o % E}S ]v Rk la BIP é&taéquisitionnéegour
% E v E v Z EP c % @E}S Jve 3§ A Jv ¢ Jee} ] E IE ir % Eu $
alors induire I'excision d'une séquence de 26 nucléotides dans 'ARN codant Xbpl, conduisant & un
changement de son cadre de lecture et a la synthése de sa forme plus active (Kghtbn et al., 2002;
He et al., 2010). Xbpt- A 0}Ee* Jv H]JE o0 *pPE A% E **]}v [UV Vesu O P
o[ A% ve]l}v H Z U ve of puPu vsS 8]}v ¢ % ]85 « [ uoP * %0 E}S
% E}S Jv e Z % E}vv e }vs [WeU 0 HE PoC }*Co S]}v ]Jve] «u Ve
Ju%ol<u e+ ve o[ E <« P AStaffeoet al., DO I¥[ £ % E +]}v s P v e o
o[} & ] P ]vransfoomadion morphologique des cellules B lors de leur différenciation en plasmocytes,
% ** VS [HV % 518 oopuo A % M C3}% 0 eu HV PE}ee OOHO
%o E}S Jv o Z % E}IVV ¢ JuRO]<pu < Vve o REetévogiées dansRa pavtie D.5.2
U Ve E]S ¢}v8 Jve] *pE £ % E]Ju » 3 A}vd % Eu 35CE (1E& (
des plasmocytes.
> A}] o [ h \&galenSgm tégulée par BiP, sera aussi activée dans les plasmocytes et conduira
a des effets similaires bien que moins bien détaillés dans la littérature. Par contre, la troisiéme voie de
o[hWZU W EIU ¢85 E % E]Ju (Maetalg201@¥o 31§ B % E <]}V [ A% O0]<u %
q §8 A}] 3 Ju%eo]<p ve o[]vZ] 18]}V 0 *CVvSZ ¢ % E}S J<pu %o |
[ o}vP §]}v /&I1r ]Jve] <pu ve o[ 3]-Apddtdtique ChopAMarchhidE gt al., 2004;
Shore et al., 2011), deux actions qui auraient des effets délétéres sur la fonction de sécrétion et de

survie du plasmocyte.
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Figure 34 : Ig polymériques et chaine J.Deux types [g peuvent étre polymérisées par
o[]vS8 &u ddld Bainel,les IgAet les IgM. Les IgA dimériques sont reliées par des liaisons
covalentes entre les avants-derniéres cystéines des domainegs Ces liaisons covalentes, des
ponts disulfures, sont établis soit directement entre les deux domaines3,Csoit par
o[]vS & u ddlajdainel,insérée entre les chaines lourddseméme pour les IgMgui auront

la capacitéde sepentamériser Lachaine J permettrale relier deux IgM par leur domain€B, les
autres IgM seront quand a elles reliées uniguement par des ponts disulfures inter-chaines.



Malgré cette régulation trés efficace de la production des lg, les plasmocytes sont exposés a un
<u]o] E % E& JE Il o[ VIEuU «u vs]S§ [/P % @&} pls X }uu ve §]

négligeable des protéines n&ynthétisées va étre constamment dégradée par un organite
intimement lié auRE le protéasome. Le protéasome va prendre rapidement en charge les protéines
présentant un défaut. Ce type de protéines, nommé DRiRge(tive Ribosomal Prodigtourrait
constituer 30% des protéines produites, qui seraient dégradées dans les quelques minutes suivant leur
synthese (Princiotta et al., 2003; Schubert et al., 2000). Les protéines amenées a étre secrétées et
présentant un défaut seront maintenues dandlEou elles seront ubiquitinylées. Elles seront ensuite
prises en charge par le mécanisme ERBR &ssociated degradatien }vS 0 % }]vsS [}EPu « &
protéasome (Sitia and Braakman, 2003). Etant donné la quantité importante d'lg produites par les
plasmocytes, ce mécanisme est particulierement sollicité dans ces cellules. Aussi, les plasmocytes
montrent-ils une trés forte sensibilité aux inhibiteurs du protéasome, utilisés couramment comme
traitement des myélomes (pour revue : Moreau et al., 2012). La diminution de la dégradation par le
protéasome provogqué par ces inhibiteurs induit rapidement une accumulation anormalement élevée

ZIWe Vve 0 Z % E}A}cpu vE PV *3E o *u% %0 U v3 JE X > « A}] « 3(
*}Joo] 18 U [ 3 0 A}] W EI <u] +8 o}E- S3]A § <puidantiv p]E o]
fine o[ %o} %Me}ster et al., 2007a; Obeng et al., 2006; Zhou et al., 2014).
Nous verrons dans le prochain chapitre, ainsi quedan| @&k eette thése, que la structure méme

O[/P % E} H]SE %o ME %o E}A}cu E o}v pupo 8]}v v}iCEu o ve 0 Z

aux traitements par les inhibiteurs du protéasome.

La chaine J est un petit polypeptide de 15kDa, composé de 137 acides aminés, codés par le géne IgJ,

0} 0] *eu@E o ZE}ulelu O Z 1 o[Z}uu X Z 1T 0o <}uE]eU GUP 5 /P:U «

constituée de quatre exan(Matsuuchi et al., 1986). Ce polypeptide est appelé « J » paining

%o]e<ph *}v E€0 S5 [ e uo0 E 0 % vS u E (Figireda)Bigngue squ E + [/F
E€0 °*}]S [} ] & 0o upoS]Ju & « [/PD }pn [/IP U o Z v = <§ P
%0 *u} CS o % E} U § uE- (BraRdtizaegPand Korskud, 1984) >[ < v Z v : §
v [}o]P}lu E]e 8]}V suE + (EV] E-+ ]+}3C %osédétdire des Ig6, (gESet<p 0 <

IgD est différente de celle des IgA ou IgM, qui possédent 18 acides aminés de plus, nécessaires a la

liaison de la chaine J sur leur partie C-terminale (pour revue : Castro and Flajnik, 2014; Johansen et al.,

2000)

La chaine J a plusieurs fonctions. Elle est essentielle pour la sécrétion mucosale des IgA. Le domaine C
§ Bu]v o o] Z v e[ e} ] -lp (AR), % B sudacédpsdatérale des cellules
%]35Z 0] 0 ¢+ o UH<H He *U % E}A}cp v3 Jve] o SE ve C3}e e Ju E -
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Figure35: Représentation schématiquee o[ 4 %o } (EeSs I§AJda surface des muqueused.es
plasmocytedde la lamina propria sécrétent les IgA, dimérisées paf]vs & u dfld ¢Baine J
(). Les IgA dimériques voatlier aurécepteur dedg polypériques (plgR) situéslasurface baso-
latérale des cellules épithéliales (2). Une fddsliaison effectuée, les IgA seront acheminéas
pole apicalde la cellule, parle mécanismede transcytose (3). Une foiau pble apical lesigA
dimériques seront libérées suitau clivagede la partie extracellulairedu plgR.De ce clivage
résultera la « piéce sécrétoire», qui restera liee a o[/ Bimérique (4). Une fois dans les
mugqueuses les IgAs pourront cibler les antigenes dont ils sont spécifiques (§) %.RBjas Ret
al., 2002



suite a un clivage protéolytique libérant les IgAgure 35) Ce clivage va induire une coupure dans le
%/PZ 80 % ES3] <u] A E 3 E deyeiirlapiecd séddétoirg (Brandtzaeg, 1995,
2009; Lindh, 1975; Lycke et al., 1999). De plus, bien que la chaine J ne soit pas essenigkeace
[/P }u [/PDU 00 ( A}E]*s o HE <5 ]Jo]d X hv u} o upE]v <K 0
v A] v <U o[ e v % }0C % %S] U ]Jv ul]s§ pv Julvus]tv [uv (
e EJ<H *U ]Jve] <pu[nuv }o]P}u E]* 8]}v viv }vSEE£€o A * (}J}EuU - ¢
% E Vv3 0 HE+ % |5 « [ 3S]Alamsson §tabsI098).\L&s mémes observations ont
éte faites avec les IgA (Erlandsson et al., 2001). Cependant des travaux sur des lignées cellulaires ont
montrés des résultats contradictoires, en mettant  A] v pv e+ & 3]}v [/PD %}oCu E]
haut poids moléculaire (Cattaneo and Neuberger, 1987; Randall et al., 1992) et également un avantage

au recrutement du complément (Davis et al., 1988)

La chaine J a été initialement décrite comme étant exprimée par quasiment tous les plasmocytes
humains (Brandtzaeg and Korsrud, 1984) o[ ZE u pee] S § 8§ Ve ¢ QOHMO ¢ U
B, méme si ces résultats sur lignées cellulaires restent peu convaincants et ne démontrent pas la
présence de la protéine (McCune et al., 1981). Chez la souris, il a longtemps été difficile de détecter la
chaine J par absence de réactifs satisfaisants. Au début des années 2000, un modeéle dans lequel la
sousuv]s o S}AE]v 1% Z8 EJ<p ~ d o § Jve & 0 %0 o)
cependant mis en évidence que tous les plasif@as ¢ v[ £% E]Ju ] vS§ % ¢ 0 Z v X v
viu HE % E& » v38 ] v8 pv  Ju]lvpus]lv Po} o [/P ¢« E]J<p U u ] % ¢ pv
<U[UV %o} %opo S]}vV %0 *cu} CS ¢ V[ E% E]Ju v3Bdandssoneaal., 200y o Z °

De maniére plus surprenante, la chaine J a également été décrite dans un sous type de cellules
dendritiques exprimant le CD11c (Kéallberg and Leanderson, 2008; Rissoan et al., 2002), ainsi que dans
ES Jve oopo o d u FWwE(BertAnt @pl}19968) % v VS ] V <pu[pHV  E % E e
S}%o]<p  *}]S % E(}]° E]35 U oo E +8 & o §]A uvs ujviE]s |1E
observée dans les plasmocytes (Lamson and Koshland,. 128gulation de son expression, sous
o[]Jv(opu v [UV %o E&}u}S WE S [UV VvZ V HE <u] o[ v vs «puE O6XAl
de la transcription (Sigvardsson et al., 1993), a été bien décrite et dépend de nombreux facteurs et
v}S uu v§ o oA [IvZ] 18]}v W AfX ypreqsios dévlaghiide GcedgUE Ju 0o
expliqgue son absence dans les lymphocytes B, puis son apparition lors du développement
plasmocytaire (Lamson and Koshland, 1984 [/>1T § o[/>AU %% &} Hu]Se % E 0 ° ooMO
o pE EE€o ve 0 J(( & v ] 8]}v %0 eu} CS ]JE U A}vd P o u vs % Eu
lever son inhibition (McFadden and Koshland, 1991; Rinkenberger et al., 199&opu+U o[/>T A 1A
la transcription de STATS5, qui se liera a la région promotrice de la chaine J et permettra son activation

(Cho and Kang, 2005; Lim et al., 2009).
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Les propriétés de la chaine J et notamment son expression décrite majoritairement comme

%0 *u} CS JE }vS % Eul]e nu o }E S}E [uS]o]e & e % E}% E] S -
plasmocytaire (Annexe 3, article & & % €& S]}veX u} o vVv}iue Jve] % Eule []
J comme un marqueur précoce de la différentiation plasmocytaire. Les propriétés de ce modeéle et

v}iS uu vs o ( ]o]S *n]A] e %00 eu}riife de}néSultdts (Eélifninairgs

présentés dans la partie « Résultats préliminaires et perspectives » (sous partie 1
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Chapitre 3. Les maladies de dépots
[Juupv}iPo} po]v « u}lv} o}jv o -

Comme nous venons de le voir tout au long de ce manuscrit, le lymphocyte B est une cellule dont le

développement est soumis a de nombreux contréles. Malgré tout, les multiples réorganisations

P v]<pg ¢ <pg e ]Jee vS ¢ o00pO ¢ PPuU vS vS O %% E&]S]}v [ viu o] « P
a des situations pathogéniques.J&*]JU Jo V[ *8§ % « & & [} » EA E « S veo}
v }P v . % &}AE]JuU]S e Pve [IPX > %u]es vS (( 8 . $]A 8§ uE-
]Jv UM JE o A% E <]}V e}V }IP v ¢« % E}A}<pu-ME, Quchiedlv S E Ja]( E &
pv & ]S v O %o}%eS}>U ~SofU VvPEU 0 X e} ] o [ USE ¢ ups

anomalies peuvent alors conduire a un syndrome immunoprolifératif B (Mitelman et al., 2007).

Ces syndromes immure E}o]( & S](s *}vs E S5 E]* * % E 0o— u EP v [LV
abondant et homogéne. Ce clone traduit une prolifération monoclonale de cellules bloquées a un
certain stade de la différentiation B. Lorsque cette prolifération concerne un clone de cellules

e (E SE] ¢ [ vVvS] }E%-*U o0 S Pv (E ouvs Ju% Pv 0 % E}
spécificité unique, ou Ig monoclonale. Au cours de ma thése, je me suis intéressée a certaines maladies
provoquées par cet excés de production d'lgeBet U Jo v[ *8 % « E E [} « EA E pv Ep?
W }u%o S U o 8" Z]}u SE] Z Vv OluE | Z v o P & U }us8]ee v.
[uv (E Pu vS [/P u}v} o}v o U «u * %hindif&d4s nant@Ehdresin%oldifes] e

% E}U%SEe O PE P §]}JvX +« PE P &+ % MA vE 0}E+s % E [%]3 E

organes, avec une forte prédisposition pour le rein, causant leur dysfonctionnement.

3.1 Un bref apercu des syndromes immunoprolifératifs B

Les différents syndromes immunoprolifératifs B (ou néoplasies B), décrits a ce jour sont classés selon

le stade de maturation du clone incriminé, qui va exprimer en surface (cas des lymphocytes B) ou

e E S E ~ - * %0 *u} CS e pv /P pv]<pu Xu cardctéfe ntdooclondl deo [} E]P ]
O[/P % @&} H]S X YU o< o A %o 5]}viamhorsgbbulidéii¢ de Walder@Erom, dans

laquelle le clone proliférant appartient a plusieurs stades de maturation B (du lymphocyte au
plasmocyte), et certains lymphomes (Lymphomes folliculaires, lymphomes de MALT) dans lesquels

of A% & **]}v [/ S o0 (}ES %E&} ]o]S [uv §]A 3]}v VvS]P v]eu }
hétérogénéités de séquences dgqDu et al., 1996; Smit et al., 2003).
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Les classifications des néoplasies B reposent sur des données histologiques, immunophénotypiques et
cytogénétiques, qui ont été par la suite affinées par les analyses de profils transcriptomiques (Shaffer

et al., 2002b). Les leucémies B concernent des cellules B circulants abondamment dans le sang et dont
O[}E]P]v }EE <%}V e ¢§ o S(E °* %o & -B} pré-B owBlimmptires)-Les ~ %o E}
lymphomes, dont la prolifération a lieu essentiellement dans les organes lymphoides périphériques,

sont constitués de cellules B matures avec le plus souvent des phénotypes GC ou post-GC détectés en

% ES] HO] E %o E 0 %E& » Vv }U VIV UMS S]}ve e}u Sl<pu o ve 0 ¢ P
%0 su} CS JE » }v E&v vS8 o[ veuUuoO * % E}o]( & S]}ve OOMUO
généralement localisées dans la moelle osseuse, telles que le myélome multiple et les gammapathies
ujv} o}v o - *]Pv](] S]}v ]v 8§ CBu]v «<«p] ( €}vS o[} i 8§ [pv % ES ]
macroglobulinémie de Waldenstrém, bien que composée de cellules au phénotype plus hétérogene,

rentr pee] Ve §§ o **](] S8]}v o Ce* E °*] * %0 *u} CS JE ¢ %op]e<u
U o]J]Pv ¢ ¢}vs ¢ %0 su} CS ¢« u poo |JE « « E Egnmdetall,,L2015)P u}lv} o}v o

3.2. Le myélome multiple et ses dérives : classification et mécanismes
moléculaires

Nous nous concentrerons essentiellement dans ce paragraphe sur le myélome multiple et ses dérivés,
myélome indolent et gammapathie monoclonale de signification indéterminée (MGUS pour

«monoclonal gammopathy of undetermined significange

Le myélome multiple (MM) est le pendant tumoral des plasmocytes a longue durée de vie. Il est ainsi
caractérisé par une localisation systématique dans la moelle osseuse et une empreinte post-GC de part

la présence de nombreuses mutations somatiques et la trés forte proportion de cellules ayant subit la
recombinaison de classe (seulement 1% des myélomes sont IgM) (Kuehl and Bergsagel, 2012). Le MM

S SE ¢ Oo}P]<pm u vs Ju% Pv 0 % @E} p 3]}v u *<]A oigre /P u}v}

décroissant IgG > IgA > chaines légéres seules > IgD > IgM et exceptionnellement IgE. Contrairement
aux plasmocytes sains, les cellules de MM conservent un faible potentiel prolifératif qui aboutit & des
Iésions osseuses, une calcémie élevée, une anémie, une immunodéficience et une atteinte de la

fonction rénale (criteres « CRAEInternational Myeloma Working Group, 2003). Ce cancer, qui

E % E  vS§ VA]JE}v i9 o[ ve u o . v Ee+ § ii9estengore}% SZ] -
MItUE [Zu] Fve] @& luu Jv uE o u oPCE SE « PE}s % E}IPE « |
(Rolligetal.,, 2014y > « 85 ]Jvs « EV O * WU ° e % €3Se [/P u}v} o}v o ¢ ¢}

lors des MM et viennent fortement compliquer le pronostic du pati@rayson et al., 2006; Hutchison
etal., 2011).
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> % & ¢ v [uv /P u}v} o}v o « E]J«<u }u Benee In€Es pS(chaine |€gére h
ulv} ojv o e ve 0 PE]V *» ¢}vS ¢ Jv ] S uEe*s [pVv %o{BECeotp( AE S]}Vv %o
O[}E&]P]v U « po o DD § 18 }ve] & }uu *Cu%Stu S]<«p § % E]e Vv
CetteS§ v v (JES u vd Alop MI}UE [ZU] V % ES] po] &  %op]e <p
viu & pe » 85 JvS ¢ S]eepyo J& ¢ S o[/P u}v} o}v o Ju% Pv vs o % E
*}JUA v V]PV ¢ [pV %}]V$ Apu SpulE oX

> DD E ¢Atités [dites pré-tumorales, myélome multiple indolent (ou asymptomatique) et/ou
MGUS. La classificationdgivs Ev S]}v o DC o}u tHKBVD) PourE4finBces entités est

e osu®& o0 <u VvS8]S [/P u}v} o}lv o ¢ ]E& po fitétion glasmo%ythjr€Elangs P []v
la moelle osseuse. Ainsi, MM et Myélome indolents sont caractérisés par une Ig monoclonale > 30g/L
et une infiltration médullaire de plasmocytes monotypiques > 10%. A la différence du MM, le myélome
indolent est toutefois asymptomatique selon les criteres CRAB. Le MGUS est caractérisé par la
%o E o Vv [uv /P u}v} o}v o D iiPI> § pv ]Jv(]JoSE S]}v u poo |]E D
(Kyle et al., 2010% >[ A}ous]}v A E« o DD %o -ESJ W S} SIKGE B v [%e @& %o °
systématique bien que pas moins de 10% des myélomes indolents évoluent vers le MM sur une période
de 5 ans. Cette évolution est moindre pour le MGUS mais nous verrons que de nombreuses autres
pathologies peuvent étre associées a ces dyscrasies plasmocytaires (Dispenzieri et al., 2010; Landgren

et al., 2009)

Ve S}pue O o U ]JOo «uo & ]S «u ES ]Jve viuo]e ulo pO JE * ¢
surexpression des cyclines D, soient communes a toutes les formes de prolifération plasmocytaire
(Kuehl and Bergsagel, 2012). Cette surexpression (principalement de la cycline D1 mais aussi D3 et D2)

% pUS ((JE -<p]s e« S veo} S]J}ve cuE o0 ¢ olallesdditations deX@eBo & ] %o 0
induisant les cyclines, telles que les translocations des génes de la voie MAF. La translocation sur
MMSET/FGFRS3 est aussi rencontrée assez frequemment (15% des MM). Les cassures observées lors
des translocations mettentlescgdv ¢ ¢}ue o }vSE€0o [ R }u o 1[ZZ W o} ue /P,
o }vSEE€o e 3]A S HE* SE ve E]%S]}vv o <« 0} ] Z 'veoP & -
souvent autour ou dans les régions S, semblent indiquer que ces anomalies apparaissent lors des
recombinaisons AlD-dépendantes dans les GC. Cependant, certaines cassures semblent indiquer que
ol Avuvsd }v IP vl<p % E]Ju |]E Ol U * 0 & EE& VP u vs8e s~ o: }
trés immatures (Walker et al., 201%) Ypu}]<pn[]Jo v «}]J8U « A v u v3e o }v JE  }]A
pour engendrer le processus malin. Des mutations de NRAS, KRAS, BRAF, des dérégulations de MYC ou
delavoieNFN * u 0 v3 ]Jve] Ju%eo]c<u <« ve o[ A}ous]}UCHagsietdl.h2008; E« o D

Rasmussen et al., 2005).
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Figure36 : Prévalence des MGUén fonction de o[ A du sexe.Etude réalisée suune cohorte
de 18357personnes volontairedu comtéde Olmsted danse Minnesota (Dispenziegt al. 2010).



Les mécanismes moléculaires et la physiopathologie de la macroglobulinémie de Waldenstrém sont
ulJjve }vvpueX /o [ P]S 0 ¢ poale %oeémat dessdelulesod des stades de
différenciation multiples allant du lymphocyte mature au plasmocyte. Il partage avec le MM sa

o} o]e 8]}v ee¢ v8] oo uvS u poo JE U o % &} M S]}v [uv [P u}v} o}
moléculaires. CepenvsiU ppn }vSE |E B DDU o[ A v uvs SE ve(}EuU VS U i
mutation de MYD88 retrouvée dans 90% des macroglobulinémies de Waldens&§ém[/P u}v} o}v o

est presque systématiquement une IgM (Paiva et al., 2015)

3.3. Les gammapathies monoclonales

Les gammapathies monoclonales accompagnent volontiers toutes proliférations anoroales
plasmocytes. Bo ¢ E spo03 V3 0 % @E} p 3]}v /E «]A [uv /P u}v} o]
plasmocytaire ainsi que, plus rarement, un clone lymphocytaire B dans des cas de lymphomes non-
hodgkiniens ou de leucémies lymphoides chroniques. Les Ig produites sont les mémes qu

%0 E uu vs E]S * %}pE& o uC olu o] £ %S]}v [UV %o E} %} ES]
20%) due précisément aux macroglobulinémies de Waldenstrém et aux rares leucémies/lymphomes

% }UA VE %o E}AI<H E o % E} p $]}ve [/P Yonales peuvent Eresrddlignes,} v}

c[ S o e ,JdemMaDnacroglobulinémie de Waldenstrém et des leucémies/lymphomes, mais des
études récentes menées par la Mayo clinique ont mis en évidence une prévalence particuliérement
élevée de gammapathies monoclonales dues a des MGUS, avec une prolifération bénigne tres souvent
asymptomatique. Ainsi, sur une cohorte de 18357 personnes volontaires du comté de Olmsted dans

le Minnesota, une MGUS a été découverte chez 4,2% de la population agée de plus de 50 ans, une
propor§]}v <pu] HPu vd &E %] uvd A o[ P %}uE 33 ]Jv E 06UO6 9 )
ans(Figure 36)Dispenzieri et al., 2010).

ve ¢ U ulu ] 0 %E}o]( & S]}v owlwo WESAHPF % o[/P wlv} o}V
produite par le clone plasmocytaire (ou lymphocytaire) peut avoir des effets dévastateurs. Ainsi, de
% E 0 PE®* %o E&}%E] S ¢ %ZCe] } Z]Julcpu U ES Jv » /P u}lv} o}lv o -
toxiques, méme a des taux sériques faibles, en particulier suite a leur agrégation et leur dépét dans
différents organes (Merlini and Stone, 2006)> @& ]Jv *S Oo[}&P v 0 % ope (E <p uu vs
% €3+ [/P u}v} o}v o e § v u]s (JVIE E uu vs pv:la}uA oo
gammapathie monoclonale de signification rénale (MGRS pauoroclonal gammopathy of renal

significance») (Leung et al., 2012)

La détection des Ig monoclonales se fait généralement par simple électrophorése des protéines

sériques. Le profil obtenu permet d'avoir une appréciation quantitative et qualitative des principaux
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Figure37 : Représentation schématiquelu rein et de ces principales structuresDe la gauche
vers la droite, représentation schématiquelu rein dans son ensemblei p e < p{in néphron.
(Gauche)erein est composéle deux grandes zoneta médullaireet le cortex rénale. (MilieuOn
retrouve dans chaque rein plus[ p million de néphron, o [ p vdefiltration du rein. (Droite) Zoom
surun néphron, la filtration va sefaire tout [ } @ansle glomérule,en fonction de la taille et
de la charge des différentes molécules, pucs| 1 darjmitive quien découle sera acheminée dans
les tubules, proximauet distaux,au sein desquel$a réabsorptionde différents composants aura
lieu. A o[]«dgrce tractus, tout se qui v [ pas été réabsorbé est éliminé vie canal collecteur
~ [ %o lEp:#/www.gopixpic.com/498/how-the-nephron-works-1-dirty-bloeenters-kidney).



COmposés sériques et notamment la présence ou non d'une Ig monoclonale. Si cette analyse laisse
supposer la présence d'lg, une immunofixation sera réalisée afin de valider, ou non, la présence d'une
Ig, confirmer sa clonalité et déterminer l'isotype de la chaine lourde et/ou de la chaine lIégére associée
(Kyle and Rajkumar, 2010). Cette Ilg monoclonale peut étre entiére, c'est-a-dire respecter un rapport
*§” Z]}u S &E&hajne lourde/légérev}E&u o X % Vv VvVSU ]Jo 8 % @E e<pu }veS v3§
exces de chaines légeéres libres (FLC péue Light Chain)dd a une rupture partielle (ou totale en

e [ o v Z 'V O}pE - §§ <3 clEajjalégeEe]eX exc8sSpeut alors étre
retrouvée dans les urines (protéinurie de Bence Jones) et va aussi conduire a un déséquilibre du ratio
M Gsérique. En effet, la proportion nornta ve 0 + Epu <3/3 [NooAr]IB JQ@sdit un ratio
moyen M Ode 0,66. En cas de gammapathie, la chaine Iégére monoclonale en excés va modifier ce
ratio. Un dosage deSLC *8§ Jve] Mi}UE [ZU] O ee]<p u vS (( SH %o}pE& o ] Pv
suivi aprés traitement des patients atteints de dyscrasies plasmocytaires (Dispenzieri et al., 2009). Cet
excésdd-LCu}v} o}v o « 8§ o[}E]P]V o ui}lE]s e % SZ}o}P] o e} ]
particulierement celles touchant le rein (Leung et al., 2012; Merlini and Stone, 2006). Un centre de
& (Ev Vv S]}vo uyE ¢ % S$Z}o}P] e ~uCo}e > 8§ usSE c,uo | -

auquel le laboratoire est rattaché, a récemment vu le jour a Limoges et Poitiers.

La fonction premiere du rein est de filtrer le plasma sanguin. Environ 180L de plasma estrainsi fil
chaque jour, la majorité étant réabsorbée dans les tubules rénaux. Chaque rein possede en moyenne
1,3 million de néphrons qui constituent les unités fonctionnelles du rein. Chaque néphron est constitué
d'un glomérule (le filtre), suivi du tube (ou tubule) contourné proximal, puis de I'anse de Henlé
(branche gréle puis épaisse), puis du tube contourné distal qui se vide dans le tubule coffeigienar

3NX >« u 8 }o]8 e 5 0] MU (]JOSE *» % E 0o Po}lu Epo <}vs E <} E -
mécanismes obligatoires et/ou facultatifs. La filtration du glomérule permet la formation de I'urine
primitive par diffusion de l'eau et des constituants du plasma a travers la barriere de filtration
glomérulaire. Cette filtration dépend essentiellement de la taille (< 65kDa, soit environ le poids
moléculaire de l'albumine) mais aussi de la charge des substances dissoutes (les molécules
positivement chargées diffusant mieux) et des gradients de pression. L'urine primitive ainsi obtenue
est ensuite acheminée vers les tubules dans lesquels environ 99% du filtrat est réabsorbée. Cette
réabsorption concerne principalement les ions, I'eau et le glucose ainsi que les protéines de bas poids
moléculaires filtrées par le glomérule, par des mécanismes passifs (diffusion) ou actifs (nhotamment
pour les ions). Toute altération de la fonction rénale, soit par un engorgement du filtre glomérulaire,
soit par un dysfonctionnement de la réabsorption tubulaire, soit par un « bouchage » des tubules ou

des canaux collecteurs, peut conduire a une insuffisance rénale aigue ou chronique selon la rapidité
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Figure 38 : Classification des néphropathies a dépbts[Juupv}iPo} p¢ddapté [ % E -
Bridouxet al. 2012 (cryo = cryoglobulinémies)



[ %% E]S]}v e eCU%SEU X >[]veu((]e Vv E v o e }ve <pH Vv e
~ E ] <p*Uusd }olJ<psU 8Ye § }vpul]8 o ] oCe 0}Ee+<u[ 00 Al v

Dés 1971, Glenner a décrit la présence d'lg dans des dép6ts au niveau de certains organes chez des
patients atteints d'amylose (Glenner et al., 1971). Depuis ces premieres descriptions, de nombreuses
autres observations ont mis en évidence la présence d'lg monoclonales dans des dépots tissulaires.
L'atteinte rénale, méme si elle peut étre couplée a d'autres atteintes viscérales, est quasiment
constante. La dysfonction rénale peut étre glomérulaire ou tubulaire selon le lieu de dépbt ou

[ pupo S§]}v  « /PX

Cependant, ce n'est pas seulement la localisation des dépdts qui va définir la pathologie mais le type

de dépbts caractérisés suite a une biopsie rénale ainsi que la nature du composant monoclonal, Ig
lu%o § }tu (E Puvs [/P ~ >} , ]°}0 X ]Jve]U }v ]JeS]vPu E o0 -

"organises”, par opposition aux néphropathies a dépbts dit "non-organisés". Cette dichotomie de

structure des dépbts est basée essentiellement sur des observations en microscopie optique ou

électronique, et révélent des organisations fibrillaires, microtubulaires ou cristallinescauntrario

des dép6bts granulaires, denses aux électrons non orgaiggfisre 38)YBridoux et al., 2012). Parmi les

dépbts organisés glomérulaires, on distingue les cryoglobulinémies (type | ou Il), les glomérulopathies

a dépbts microtubulaires d'lg monoclonales (GOMMID) ou glomérulonéphrites (GN) et le plus

fréqguemment, les dépdts fibrillaires positifs au rouge Congo rentrant dans la catégorie des amyloses.
HVIA pudupo ]JE U « PE P §]}ve [/P e}ue (}Elulaires pe@dntBtie £ v E

retrouvées dans le syndrome de Fanconi rénal et trés souvent dans le myélome, la néphropathie a

cylindres myélomateux. Concernant les néphropathies a dépdts d'lg monoclonales "non-organisés”,

v E SE}PA o0 uo0 ] noctan@les dg fype lRandall (MIDD peumonoclonal Ig

deposition disease), dont nous reparlerons en détail, et les dépbts tRandall immune complex-

likee Ju o  %€3e [/PD ve o uo ] t o (Bridoux et 8o, }300R))E o des

P uu % $Z] « u}v} o}v o cU o0 83 ]JvE ¢« E V O * 0 * %oOoues (E <d VS ¢ ¢}y

essentiellement des chaines légéres isolées mais parfois aussi des chaines lourdes isolées. Ce sont

précisémentces pathologies que je me suis intéressée au cours de ma thése. On y retrouve par ordre

E}]ee vS [} MEE® V o0« EDUO-* uCo}ses >1}tp ,U o0 e D/ 5 C %o
et le syndrome de Fanconi. Une plus grande attention leur sera donc portée au cours de ce chapitre,

indépendamment du caractére organisé ou non des dépbéts.
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Figure39 : Néphropathie a cylindres myélomateux. Biopsie rénale. (Apservéen microscopie
optique, parune coloration au bleu de toluidine (x 200).De nombreux cylindres myélomateux
[ *%o fracturé, obstruent les lumiéres tubulaireset sont accompagnés [ vinfiltrat
inflammatoire interstitiel. (B) Coloration vert lumiére (400). Un cylindre myélomateux
polychromatophileausein [ p viumiere tubulaire. Egalement visiblan infiltrat inflammatoire et
une fibrose interstitielle avec réaction granulomateuse (cellule géante multinuclégegontact
du cylindre. (C) Immunofluorescence directe (anticorps an}i¥2D0). Présencede cylindres
myélomateuxet de gouttelettes de réabsorption tubulaires proximale marqués pke conjugué
anti-,, (D) Microscopie électronique (x000), mettant en évidenceo [} E P v Jerisidlline des
chaines légéres monoclonalassein [ pgylindre myélomateux, ainsi | [ p&paississemerde la
membrane basale tubulairet des dépéts linéaires sue versant externe, caractéristiques[ 4 v

light chain deposition diseas#e type Randall~ [ %-EEMeumasetal. 2011).



3.3.2.1 Néphropathiestubwo JE ¢ 0] - e (E Pu vSe [Juupv}iPo}
monoclonales
v }v ]S]}v %ZCe]}o}Pl<p U o (] 0 %}] * u}lo po JE iile ZJnE o P C
0 °* (J&uU » ulviu E]J<p ¢ S 00| %}IUE 0 ¢ (}JEU * Ju EJ<HU ** % EU S C
Po}lu Epo X > u i}E€]S [ VSE o00 ¢ *}vS 0}E*s & *}E = % & 0 ¢ (
* 0}V UV %oE} eepe [V } CS}e usSSvS v iyp MAE & %S wEe upos
S§v uU o u P o]v §Batuman ¢bdly 1998; Christensen and Birn, 2004 ] * P& .
% E 0+ VICU * U }u% ESJu v3 0Ce}e}u 0o ~ v % ES] po] EU o §Z %o
A v}ive 0 A}JEU o % E}o]( & 3]}v [puv o}v o E 8§ UE [P B E-* [p\
}ve] & o uvS pPuvs E o }v vSE S]}v &> ¢ SuE vS o0 u V]
Z 've oP -+« 85 ]PvvVvS 0}E&es 0°¢ SH HO * ]S UAE § WS} E § -
ES Jv ¢ }v ]8]}ve ¢ v8] 00 U VS [ 0 HE* %o E}% E] § ¢ «SEN Spud
OP E-+ v £ + % HUA vE 0}E+ (JEU E + %€Ss JVEE }us ASE ooy
Su po U 08 & v3 <}v (}v 8]}vv u v3 3 % }uA v }uchEisonjeval.]Jvep((]e v

2011; Sanders, 201) YA V % ZE} % SZ] » *}vsS e} ] o pAE  %€S-e Z "V e
SH HOWe O V % ZE} % SZ] Colv E » uC o}u s pAE «p] (( S ( v %
]*S$ pEU S o +Cv E}u & v }v] <u] 1v ]S puv Ce(}v SI}EVLBE MY P v

SU po |E %o(HH}CEI$aN et al., 2011; Sirac et al., 20X1)

- Néphropathie a cylindres myélomateux

La néphropathie a cylindres myélomateux (NCM), anciennement appelée "rein de myélome", est la
complication la plus fréquente du myélome multiple (MM) puisque elle est présente chez plus de 10%

* % S] v38e u ] Pv}es] § %% E 15 Z 1 %E ¢ [HUV % 5] v3 uE U
myélome (Bridoux etal., 201X) }vSE J]& u vS pAE HSE cu 0 ] %o€Se [/IP «p
par la suite, laNCM estdiréd u v3 0] arlce #&s chaines légéres monoclonales. Elle est ainsi
essentiellement rencontrée lors de MM a forte masse tumorale, ou la production de chaines légéres

3 § 00 <p O[}v}e EA pv ((opAE u <<]( Z ' ve —/P pvVv]A p 3
peut avoir lieu, dans certaines conditions encore mal définies (déshydratation, produits de contraste
1} U u ] uvdeU 3 YeU o %h@inedgpfesSP4E ++« PE P 5]}v A o[pE}u}
(ou protéine de Tamm Horsfall), protéine produite par les cellules tubulaires de la branche ascendante
de I'anse de Henlé. Cette précipitation va former des cylindres dits « myélomateux » qui vont obstruer
la lumiére des tubules distaux et des tubes collectdiigure 39) L'obstruction tubulaire va ainsi
provogquer une augmentation de la pression tubulaire associées a une réabsorption proximale massive

des chaines légéres, induisant un stress oxydatif et une production de cytokines pro-inflammatoire, le

tout aboutissant a une insuffisance rénale aigué (Basnayake et al., 2010; Sengul et al., 2003a; Ying et
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Figure40: Syndromede FanconiBiopsie rénale (A) Imagede microscopie optique. Coloratioau
bleu de toluidine (x1000), révélant une accumulation massiwde structures cristallines dans
o[ %o]S Ztubldlpite proximal. B) Image de microscopie électronique~16 000 mettant en
évidence des inclusions cristallines losangiques dans les citernes ergastiglasndes cellules
tubulaires proximales ([ %o @& Moumaset al. 2017).



al., 2011) (pour revueHutchison et al., 2011; Sanders, 2012)oSt E ]Je}ve %o E ]* ol PE P

dela%eE& ]%]S S]}v v ¢}vS % ¢ v }E SE * ]V Ju%E&]s U 0 Spu - |

permis de montrer que la liaison de la chain®léE A o[puE}u} polv <« (]* ]85 % &E o]
H Ju Jv Zi O[/P eu@E& PV * <pg Vv Vv u( ] -®iu]v e[nE}u]} peoivi

(Huang and Sanders, 1997; Ying and Sanders, 2001). Cette découverte leur a permis de développer des

%o %S] o C o]J<h e JvZ] ]S UE" o[]Jvs & 38]}v <«u] }vsS u}lvsSE - .

encourageants dans un modele murin de NCM (Ying et al., 2012). Ces mémes travaux ont aussi permis

de démontrer une grande hétérogénéité dans la toxicité rénale des chaines Iégeres, apparemment liée

a la séquence des CDR3, méme si aucune particulatEp SUE o V[ % p !SE ule v A]

- Syndrome de Fanconi
Le syndrome de Fanconi (SF) est une complication rare des MGUS ou des MMipeisguataine de
cas seulement a été observé a ce jour. Cependant, elle peut également résulter de certaines maladies
héréditaires comme les cytopathies mitochondriales ou la cystinose, ou d'une exposition & diverses
drogues ou métaux lourds (Kyle, 1989; Lee et al., 1972; Maldonado et al., 1975; Sirac et al., 2011). ||
est fort possible que la prévalence du SF dépendant des Ig monoclonales soit sous-estimée, en raison
de formes inGu% 0 § « v}v ] Pv}eS]lcu o }p [pv Jvep((]* v GE vo « A E Y
SU MO} % SZ] ¢ % E} A ]u (Ronog €Eal., 2000).OSF correspond a une dysfonction globale
de la réabsorption tubulaire proximale dépendante du sodium entrainant une perte des solutés
normalement réabsorbés par cette section du tubule tels que des ions (PHCTHD3J, le glucose, les
acides aminées et protéines de faible poids moléculaire. Trés souvent, la prolifération plasmocytaire
sous-jacente est découverte suite all Pv}e+3] H N"&X ] o[ £%o0]<p % E o0 (]S <p |
la NCM, le SF est souvent associé a un clone plasmocytaire de petite taille, MM indolent ou MGUS
(Maldonado et al., 1975; Messiaen et al., @D@uelques rares cas de SF associés a une MW ont aussi
été découverts (Bridoux et al., 2005; Ugai et al., 2013). La présentation anatomopathologiqua du SF
chaines légéres est relativement homogéne avec, la plupart du temps, la présence de cristaux
intracytoplasmiques contenus dans les vésicules endolysosomales des cellules tubulaires proximales,
et parfois retrouvés dans les plasmocytes sécrétébigure 40X >[]*}SC% ¢35 SE « Wi}E]S | E
et dérive méme essentiellement de deux génes du sous-groupe de variabilitee\W 1-33 et le V1-
io6X D'u ] 385 *]3pu 3]}v V[ *8 % /£ ouc]A U A Fsan¥cri@aik eto] E <p
des Ig monoclonales dont le domaine V dérive de sous-groupes de variabilité divers (y con@pris CL
(Bridoux et al., 2005; Isobe et al., 1998; Messiaen et al., 2000), la fréquence élevée de ces deux
domaines variables dansle SPo Eule [ A% 0}E E %o0ope v S ]Joe ES Jv * % E:
% }UA VS8 E%o0]<u & o[ PE P §]}v e}ue (}EuU E]eS pAEX <« 0 % E U

impliguée dans un SEHAER il a été possible de mettre en évidence certaines mutations inhabituelles
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ve o+ ZU Zi 8§70 V % ES] po] X  upd 3]}ve % E}A}cp v o E
polaires par des acides aminés hydrophobes dans des régions fortement exposées au solvant
(Aucouturier et al., 1993b). Une mutation de ce type dans le CDR1 en position 30 a ainsi été retrouvée
dans plusieurs chaines légeasSF du méme sous-groupe de variabilité1339) (Déret et al., 1999;

Rocca et al., 1995). La validation du rble de cette mutation dans la cristallisation a par la suite été faite

Ve e+ u} 0 upE]ve PE (( Spu HE* A 0}% % * % E VISE <]

e s luE]e o | [ZGyrHdnifues (lignées SP2/0) produisant la chaine |&idéEhormale
induit la formation de cristaux intracytoplasmiques similaires a ceux observés chez le patient, la greffe
de cellules produisanb Z v ups$ v][ v3dHormatio¥ode cristaux (Decourt et al., 1999)

La méme expérience a été réalisée en remplacant le résidu hydrophobe en position 94 (isoleucine) et

% CEul]e [} SV]I]E <« E *posS Se cJujo JE X d}uSropphpbe eo po%itidn v [
T v[Ju%eo]<n %o * O E]+*3 oo] §]}v chalhedlégeresiforrbent GeS clistaux en

%0 ]S o[ e+ vV @okdjreuerv position 30 (Messiaen et al., 2080)>[ USE % E&S] po
longtemps évoquée comme responsable de la pathogénicité des chaines de SF, et peut étre liée elle
aussi a la cristallisation, concerne leur résistance a la protéolyse, madntwéteo dans de nombreux
cas (résistance a la trypsine et a la cathepsine B) et qui génére un fragment de 12 kDa correspondant
audou Jv s & SE}PA u i}E]S ]JE u vs ve 0 ¢« E]*S pu&EX hv (}]e %:

sJop A e o [/P e ve] 0o (}JEU VS ¢ E]*SUuLE § ¢ o [/IP E -]
(Déret et al., 1999). Au cours de ma thése, nous avons par ailleurs montré que la chaine CHEB mutée
en position 30 restait résistante a la protéolyse tout en perdant sa capacité de cristallisation ainsi que
toute toxicité sur des cultures primaires de cellules tubulaires proximales. Ces travaux sont présentés

ve o[ (EXPes annexes (soumis a PNAS). Afin de mieux appréhender les mécanismes
% ZCe]}% $Z}0}Plc<p » O[}E]P]Vv p &"U vipe A}ve A 0}%%. 0 % E L
Pour cela, nous avons inséré le géne codant le domainaiwdainCHERIans le locus de souris par
recombinaison homologue dans des cellules souches embryonnaires (ES). Ces cellules ont permis de
générer des animaux transgéniques exprimant une chaine légere monocloGal&h] Ju%o}e [V
domaine VJ humain pathogéne associé a un domaine i@urin. Ces animaux développent non
seulement les lésions typiques du SF a cristaux mais aussi les anomalies de réabsorptions tubulaires.

Ce modeéle a donc permis de définitivement démontrer le rdle exclusif du domaine V dans la pathologie
et un systéme de délétion inductible a montré que les Iésions étaient réversibles rapidement aprés

arrét de la production de la chaine Iégére pathogéne (Sirac et al., 2006a)

Au final, la néphrotoxicité des chaines légéres impliquées dans un SF semblerait étre due a leur
accumulation dans les lysosomes, perturbant le recyclage du compartiment endolysosomal et par la

méme, la réabsorption tubulaire proximale. On ne peut cependant pas exclure une toxicité directe des
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Figure4l : Amylose AL (haut) représentation schématiquee la fibrillogénése. Les protéines
présentantune anomalie vont [ P E ePinflier la formation de filaments amyloidogenegui

vont [ e} ] @ protofibriles pour former des fibriles matures ~ [ % E -
http://talaga.rutgers.edu/research). (bas) Biopsie rénale colo@e Rouge Congo observéen
microscopie optiqgue (Apu en lumiere polarisée (BYx400). A noter la présencede dépbts
glomérulaires positifsau rouge congoet présentantla biréfringence caractéristique des dépots
amyloidesen lumiére polarisée, dande mésangium, les capillairest la capsulede Bowman

~ [ %dXEsportE,2012).



chaines |égéres sur le trafic et/ou la fonction endolysosomal qui pourrait expliquer que des chaines

Iégeres ne formant pas de cristaux et ne présentant pas de résistance a la protéolyse puissent étre

rencontrées dans certains SF (Bridoux et al., 2005; Messiaen et al., 2000). Le travail présenté en annexe

2 § &E o] v }oo }E 3]}v A o] <u]%o WsBUNMMs0d RNAE) peAneC 3 o
[ %% }ES E <+ 0 U VS E %o}ve o §8 «u *SJ}vX

> ¢ % €8s [/P u}v} o}v o * % WA vE (( § E o *» Poju Epo « E v pA&E }
filtre glomérulaire. Dans ces cas, et contrairement aux tubulopathies liées a des Ig monoclonales ou la
% S5Z}0}P] 3 E *3E Jvd Y HIYUEJ [ 8 %3 |EE S]eepo JE * upos]

o[ S ]Jvs & v o X u!u bthatrjes lggéres isotées, naturellement filtrées par le

glomérule, peuves % E}A}cu E o 35 JvE » Sy po JE U Jo V[V 8 %o ° u
glomérulaires ou des Ig complétes et des chaines lourdes isolées peuvent provoquer la pathologie.

luu A% O0o]<n % E uu vSU vipge v %% EO0 E}Ve % ¢ ¢ %€Se [/IP }

e % S$Z}0}P] ¢ Ju%co]<p vS ¢ (E Pu vsSe [/PX

- Les amyloses AL et AH
Les amyloses sont caractérisées par la présence de dépots tissulaires composés de fibrilles amyloides.
00 * % HA VS ISE Z E ]38 ]E » }u <u]e X > (] E + uCo}b U (}
% E}S}(] Mijsfesdet 7 & 12 nm de diamétre et dont les propriétés optiques sont caractérisées
par une biréfringence vert-jaune aprés marquage au Rouge Congo, vont envahir les espaces
extracellulaires de différents organes, altérant la structure et la fonction des tissus con¢Eeimée
41). La classific§]}v ¢ uCo}e o 8§ . *ME 0 % E}S v pHe o U & PE} U %
% E}S Jv e J(( E v8 ¢X > ¢ (] E » *}vS % vV VS SIUiIi}uEes ¢} ] - |
0 }Ju%}e v§ W uColb « E]J<pu ~" We }u amyldde%l @ont les dgpdis SontX > |
constitués de chaines légéres monoclonales, est de loin la plus fréquente dans les pays industrialisés
%ou]o <[ 00 E % E ¢ VS 00 * MO VA]JE}v o u}]d] . e [ uCo}e
nouveaux cas/an en France) (Desport et al., 2012; Kyle et al., 1992 et site internet du centre de ref
http://ww.unilim.fr/cr-amylose-al/). Les dépots amyloides sont préférentiellement retrouvés dans le
rein (50 a 80%), le"u & ~7i fii9eU o0 (}] ~1i19¢ § 0 *Ce3u v EA PE % E]Y
(30%) (Ronco et al., 2011). Au niveau rénal les dépodts sont tres majoritairement glomérulaires et
prédominent dans le mésangium, et peuvent étre retrouveés le long des membranes basales et associés
. % €5 A e po JE X /0 [ P]3 [uvV % 3Z}0}P] U % E}v}esS] SC
[ S Jvs « (& ] «médiah§ de survie avoisine les six mois en absence de traitement efficace

(Kyleetal.,,1992X % v vSU pv u Joo PE % E]e Vv Z EP e % S] vSe S C
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SE ]5 u v3e % Eul]e [ u oinefE laBuwjede}(datientA(Jaccard et al., 2007). Comme
o}Ees p "&U o[ uCo}e > ¢35 U i}E]S JE u vs e} ] caille}v ¢ %0 el
MGUS ou myélomes indolents. Les amyloses AH, dont les dépéts sont composés de chaines lourdes

tronquées, sont extrémement rares.

hv Z'v o P & , u}v}olvo 30 %oue *}uA v3 E SE}uA -U A puv
P E} p% (Kylesand Gertz, 1990; Ozaki et al., 1994; Solomon et al., 1992a) en particulier lorsque les
dépbts sont majoritairement rénaux. Le sous-groupe de variabili@®-44 a aussi récemment été
associé aux formes cardiaques (Perfetti et al., 2012). Il est encore difficile de dresser un tableau précis

e Vviu 0] « *SCEYU SPE 0 ¢ }Vv U] VS ol PE P 8]}v ¢ Z 'veoP E&:
caractéristiques communes semblent ressortir telles que des stabilités thermodynamiques diminuées
(Bellotti et al., 2000; Wall et al., 1999) ou une plus grande proportion de chaines légeres dimériques
qui diminuerait leur clairance rénale et expliquerait par la méme occasion la surreprésentation de

o []* } SQ@éGsentiellement produit sous forme dimérique) (Kaplan et al., 2009).

Les traitements actuels visent essentiellement a diminuer la production de la protéine amyloide en

ciblant le clone plasmocytaire itEJu]v X /0o [ P]S }v SE ]S uvVvSe %E} Z - p

DD }Y o[ %o %o} ES3 VIMA 00 ¢+ u}o pHO ¢ 5 00 <u O JES T}u]

significativement la survie des patients (Jaccard et al., 2014; Palladini et al., 2014; Venner ethal., 201

>eu Vv]eu s [ 3§]}v §8 u}o po e E}VvE Alcu e Ve puv % E} Z Jv 2
% v vSU ulu v v % E}S vV pMe o U o o ]JE VvV e %o €Se S

résistants a la protéolyse, est parfois longue, ne permettant pas une amélioration de la fonction des
organes rapide. Il est donc nécessaire de développer des thérapies ciblant directement des dépots afin

[lv M]JE o pE&E PE S]J}vX YA E %%oE} Z o psd]o]e v8 ¢ VvS] }E % 5
V e ]Je 0]V]<H U o[pv ] 0 VS pv  %]S}%  @Bakes dk 2012»S(p[ELEEUCO}D
la SAP (Bodin et al., 2010) % (E e« vS§ ve Slus ¢ 0 ¢ (}&EuU ¢ [ uCo}e X > u}
anticorps est similaireV v A v v§ ¢ (]&E£ & *uE 0+ %€5e [ uCo}e U o« V3] }(
vont recruter et activer des macrophages qui phagocyteront les fibrilles. Méme si les résultats des
essais cliniques ne seront pas connus avant quelques temps, les 8sts o[ v]u o « <}vs A E -
particulierement encourageants (Bodin et al., 2010; Wall et al., 2812)v}S & <u o[ +SAPLE %o+ VS
3 usjo]e v ¢} ]18]})v A pupuv Z o 3 uE 0 "W ~ W, W ¢ cu] % Eu &
A vs []Jvi 8 E dPepys e} @W02)X 35 +3E 3 P] % Eu § [ pPu vd E o]
SE ]S uvd v AlJ3 vd pE VvE] JE%- ]o ® o "W ]E po v8 X [ pu$s
puisse servir de « ciment » des fibrilles amyloides, sa déplétion permettrait donc de fragiliser les dépots

amyloides (Gillmore et al., 2010; Pepys et al., 2002).
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Figure42 : Marquages permettanta miseen évidence [ p gyndromede Randallde type LCDD
(A) Enmicroscopie optiquéx400), un marquageau vert trichrome permetla miseen évidencede
cellules géantes multinuclées (indiquées par les fleches) auttmitubules dontla structure est
altérée. Toujours suta méme image Ja coloration révele des dépéts verts foncés réfringemes
long des membranes basales tubulaires (t&e fleche). (B) Analyse par immunofluorescence

[ u vbiopsie rénale, avean anti-kappa couplé ain fluorochrome(x400). Cemarquage révelda
présencede dépobts linéairesde chaines légeres kappa, mésangial,long des membranes
basales glomérulairest de la capsulede Bowman. (C) Imagée microscopie électroniquéx3300
mettant en évidencela présencede dépéts linéaires denses aux électrons, prédominant &ur
face internede o[ %o ]S Zdelqpnembrane basalelu tubule proximal ~ [ %.$€ard Aet al.,
2014).



-D o ] - %o€Se [/P u}v} o}v o0 - SC% Z v 00 ~> U , u >,

Le syndrome de Randall représente la plus fréquente des néphropathies a dépbts non organisés. Il a
été caractérisé pour la premiére fois par Randall en 1976 (Randall et al., 1976). Les premiéres
descriptions de syndromes de Randall concernaient des chaines légéres, cette pathologie a donc été
nommée LCDD (polusight Chain Deposition Diseas¥ — ¢3 ¢ po u vS Vv i607T <o o[ <u]%o
Aucouturier a décrit des dépots similaires composés de chaine lourde isolées, appelés HCDD (pour
Heavy Chain Deposition Disep@sucouturier et al., 1993a). Enfin, quelques trés rares cas de LHCDD
(pour Light and Heavy Chain Deposition Dis¢aseé été décrits (pour revue : PrefiZ}uu § oXxXU
1994) D'une maniere générale, ces pathologies sont regroupées sous le terme de MIDD (pour
Monoclonal Immunoglobulin Deposition DiséasQuel que soit le type de MIDD, les dépbts sont
majoritairement rénaux, mais peuvent étre rencontrés dafispS@E& « }EP v » § 0 <pu 0 (}] U «
et le systéme nerveux périphérique, ou, au contraire du rein, ils restent asymptomatiques. Les
atteintes rénales sont responsables d'insuffisances rénales d'intensité variable mais quasi constantes,
avec fréquemment une protéinurie forte (>1g/L) et associées pour 50% des patients a un syndrome
néphrotique. Il a cependant récemment été montré des cas de syndrome de Randall sans protéinurie,
compliquant fortement le diagnostic (Sicard et al., 2014). Comparées aux amyloses AL, les MIDD sont
%oOpe *JUA VE ee} ] e DD ~i1 f19 %}uE o « > sttepeiidarbpppE 0 * |,
E & <u[ oo ¢ ¢}] vs§ Ju% Pv e D'hn ~idA 819« A}JE u'lu %}uE i
absence de composant monoclonale détectable (en particulier dans le HCDD). Les dépbts sont
caractérisés sur biopsie rénale par une absence de biréfringence en lumiére polarisée aprés coloration
au Rouge Congo. L'analyse en microscopie optique révele un épaississement des membranes basales
tubulaires (surtout distales) et glomérulaires avec un aspect rubané, ainsi que des dépots éosinophiles
PAS Reriodic Acid Schifpositifs. Les artéres, artérioles et capillaires péritubulaires au niveau des
membranes sont aussi PAS positifs. La forme typique révéle aussi des dépdts mésangiaux souvent

}u% Pv ¢ [uv Po}lu Euol}e o E}e v} poettidniguesrévalg des «dépoisd 0
denses, linéaires, non organisés et finement granulaires, au sein et en périphérie des membranes
basales tubulaires, glomérulaires et vasculafeigure 42YTouchard et al., 2003). Cependant, dans
environ 1/3 des cas de LCDD, led€3+ v <}v3 } « (E Aoptmue etrifimunofluorescence
(Lin et al., 2001; Ronco et al., 2006; Touchard et al., 2003). Une accumulation de composants de la
matrice extracellulaire est aussi observée au travers notamment du collagéne 1V, de la laminine, de la
fibronectine et de la tenascin C (Bruneval et al., 1985; Keeling and Herrera, 26i&augmentation
des protéines de la matrice extracellulaire jouent trés certainement un réle dans l'apparition de la
glomérulosclérose nodulaire constamment observée dans les HCDD et dans 60% des LCDD. L'équipe
de Guillermo Herrera a particuliérement travaillée sur I'effet des chaines légéres de LCDD sur les

cellules mésangiales en développant un systéme de cultwiro (Herrera et al., 1994; Keeling et al.,
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Figure 43 : Représentation schématique des évenements moléculaires responsahie la
pathogénicité des chaines légéres dans les LCDEs chaines légérefe patients atteintsde LCDD
jouent un réle sur la transformation phénotypique des cellules mésangiales rénales. Des
remodelagede la matrice extracellulaire vont avoir lieet induire une prolifération des cellules
mésangialeset une diminution des métalloprotéases (MMPYyui va alors engendrer une
augmentationde TenascirC,traduisant les prémices [ p vgloméruloscléroset donc des Iésions
typiquesde LCDD. Ces phénomenes seront amplifiésfait [ u vaugmentationde molécules
pro-inflammatoires tellegiuele TGR oule PDGRE ~ [ %oKEeling &tal., 2009.



2004; Zhu et al., 1995). lls ont ainsi montrés que les chaines |édere€DD induisaient une
prolifération des cellules mésangiales ainsi que des modifications phénotypiques de type

myofibroblastes. Ces travaux ont également permis de révéler une production intense de cytokines

pro-inflammatoire et fibrosantes, telles que € &tU o W '&t § o D WiX e CS}I]v « o
Oo[}E]P]V 0 *CvS8Z ¢ Ju%}E&S vs e J(( & vSe }u%o}e VvSe o u SE]

ont aussi permis de voir une diminution de synthese et d'activité des métalloprotéases (MMP), en

par§] po] & DDW6 <] Vv % E v3§ *}v  3]A]S8 % E}S }oCsl«<p U ( A}E]-

§ o] %% E]S]}v P o friguie 48 Kedlingtahe Herrera, 2005, 2009; Truong et al., 1994)
Enfin, ce systémim vitro a permis de montrer que les chaines légéres de LCDD ne sont pas ou trés peu
internalisées, contrairement aux chaines légéres responsables d'amyloses AL qui sont interrtalisées e
adressées au compartiment lysosomal. Ce défaut d'internalisation faciliterait donc la déposition sur les
membranes basales (Teng et al., 2004, 2014).

Le composant monoclonale est dans 80% des cas une chaine |¢@&ex une surreprésentation du

sous-groupe V4 (Denoroy etal., 1994u'u ] 35 } « EA §]}v 3 Hi}pE [Zp] E u]-

eu]s o[ Hdupo S]}v e <p VvV ¢ VvV OGCe o veoO VOSEEAL et atre6 (E v
uo |- % €S [/P u}v} o}v o eev u}vSE vS % ¢ uv S oo eSS v Vv
plus, les études moléculaires laissent apparaitre certaines particularités structurales (absence de la
proline conservée en position 95, apparition de N-glycosylations dans le domaine variable, délétion
partielle du domaine V) sans jamais dessiner de schéma commun pouvant différencier les chaines
légeres > e USE cu O ] (BeMofi%et al] /AP91; Cogné et al., 1991; Decourt
et al., 1996, 1998; Khamlichi et al., 1992; Rocca et al., 1993). Cependant, contrairement aux chaines
légées [ uCo}e >baines Iégéres présentent des pl (pour point isoélectrique) élevés et donc
une charge globale positive a pH neutre, qui pourrait favoriser leur interaction avec les protéoglycanes
chargés négativement des membranes basales (Kaplan et al., 2007, 2008).
Les HCDD sont trés rares en comparaison aux LCDD puisque depuis les premiéres descriptions
(Aucouturier et al., 1993a), une trentaine de cas seulement a été décrit. Les dépbts sont identiques
aux LCDD mais fixent des conjugués anti-chaine lourdee v8] 00 u vS v }u re chainesv
légeres (Figure 44) > % E]Jv ]% 0 % ES] po E]S SEP SPE o e Z v
systématique de leur domaine CH1 (parfois accompagné du hinge et du CH2), prérequis pour leur
sécrétionparlesp eu} CS o v e v [ ««} ] SthaineAégeénevEn effet, comme nous

o[ A}ve Ap % E les ohaineSUburdes sont retenues dan®Epar la protéine chaperonne

IWU ipgecu][ o HE <<} ] 8]}v AquipermedeinséwmétPiXE v« v [ ¢} ] 8]}V
avec une chaine légere, les chaines lourdes sont donc retenues puis dégradées par le protéasome via
la voie ERAD. Pour étre sécrétée, une chaine lourde isolée doit donc ne pas posséder de domaine CH1

(Hendershot et al., 1987; Knittler and Haas, 1992; Zou et al., A08¥)aisons pour lesquelles la chaine
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Figure44 : Analyse par immunofluorescence [ u vsectionde rein [ | patient atteint de
syndromede Randallde type HCDDUnimmunomarquage avegn anti-lgG permede révéler

la présencede dépbts [/ Pau niveau glomérulaire (bas-droit). Les immunomarquages avec
les anti-domaines#CHL, %CH et %4CH (indiqués sur chaque image) permettedeé voir une
délétiondu domaineCHL, o[ v3§] &E-%GHL étantle seul ane pas mettreen évidencede
marquages~ [ %oMBulnetal., 1999.



lourde est sécrétée seule ne sont pas encore clairement définies. Si une absence totale de chaines
Iégeres, suite par exemple a une mutation délétére lors des SHM, pourrait aisément expliquer ce
phénoméne, il semblerait que ce ne soit pas le cas, du moins pas systématiquement, dans les HCDD

ou il est couramment retrouvé une chaine légére monoclonale produite par le méme clone
plasmocytaire que la chaine lourde (Moulin et al., 1999 et travaux en cours de notre laboralese)

chaines lourdes tronquées sont la plupart du temps retrouvées dans le sérum des patients (Alexander

etal., 2011; Lin et al., 2001; Moulin et al., 1999a; Nasr et al., 2012; Tubbs et al. Q&8 dant, plus

encore que pour les LCDD, les chaines lourdes de HCDD semblent se déposer efficacement et étre donc

E %] u v3 oJu]v - 0 J& po 3]}v [}T o HE (] o «p vSGHUA}]E o p
(Roncoetal., 200 ~] o[ = v H Ju Jv i 8} o]P S}]E % }uE 0 HE « E
domaine variable complet semble indispensable a I%uE  ]%0]S S]1}v %op]e<pu[ L UV % €3 V[
dans les maladies de chaines lourdes (HCD pélgavy Chain Disegseine hémopathie mal définie

dans laquelle des chaines lourdes monoclonales présentant des délétions partielles ou complétes de

leur domaine VH sont produites (Cogné et al., 1988a, 1988b, 1990; Mounir et al., 1990). Le domaine
variable des chaines lourdes semble donc indispensable pour que la chaine lourde puisse se déposer.

De plus, en accord avec ces suppositions, il a été décrit des substitutions inhabituelles dans les régions

VH, qui modifient les propriétés physicochimiques en termes de charge et d'hydrophobicité (Khamlichi

et al., 1995a) et aiderait donc probablement a la déposition.

3.4. Traitements aux inhibiteurs du protéasome

Cesderniere vv < }v3 Ap o %% E]3]}v [uv VIHA oo u}o po % E}u §3 p
MMW o }ES I}u] X /o [ P]§ [pv ]vZ] ]3chy@otyEsineslkeld @Esous-unfté $]1A]S
26S du protéasome. Son action dans le MM a longtemps été attribué a ses effets inhibiteurs de

o[ S]AIBIXE& (( 83U 0 % E}S +}u i}y pv E€o s++ v3] 0o veoO PE §
de NFMB, INX pee]U o[]vZ] ]8]}V H %E}S <*}u % E&u SSE ]S ojul]s &
conséquent, empéZ €& ]S o S& veo} S]}v vp o J&E § }v o] 3§]M]3 SE v
généralement élevée dans le MM (Mitsiades et al., 2003) Hi}p & [Zp]U }v « ]S «<p §§ ZCF
V[ A% O0]<Hu %o oo e« puo of ((1 18 e JvZ] ]S WE* U % E}S -<}u

[ Sp 3 v vS§ Ujv8§@E E <p o[ 8]}v p }ES I}u]l] « E 18 v (]38 1E
production protéigue observée dans les plasmocytes ce qui expliquerait sa bonne efficacité dans le

MM (Cenci et al., 2012; Meister et al., 2007; Neubert et al., 2008). En effet, commeorjous}ve ApuU

0O * %0 *u} CS U O0}E-" 0o HE J(( & v ] S]}vU ps]lo]es v8 %ZCe]}o}P]<u
(1v u £lulj]e € o HE % ]S % E} U S]IV %o E}S J<pu v e |E 0
Ju%eo]<p pee] <u[MVv <pg deSDRIPs doizgmt étre ubiquitinylées puis dégradées par le
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% E}S *}u X Jve]U pv JvZ] 18]}V M % E}S }u % E}A}cp o[ pupo 3])

§ ovzZ o A}] W EI o[hWzZU A V % ES3] po] & ASmE +]}v |
aboutissant a la mort par apoptose des cellules (Meister et al., 2007b; Obeng et al., 2006). En ce sens,
]o [ J]oo WEs 3§ % E}%}e phydiplogigleiz] [®]FvshA]s U % E}S <}lu  &E
o[}E]P]V 0 U}ES E %o] e %0 eu} (Blanchietlgl®2609) uE& Al

MIi}UE [ZH]U o JES 1}u] S 0 e¢*]J<p u vs psjo]- V % E u] E o]Pv
combinaison avec des chimiothérapies plus classiques (Melphalan et corticoides en patrticulier) et de
nouveaux inhibiteurs du protéasome, potentiellement moins toxiques ou plus efficaces, font leur
entrée en thérapeutigue humaine (Metcalf et al., 2014; Ria et al., 2014; Rdllig et al., 2014b). De
nombreux essais cliniques ont été aussi lancés pour évaluer son efficacité dans les maladies de dépéts
associées a des formes moins agressives de proliférations plasmocytaires (MM indolent et MGUS) avec

e E *poS 8¢ % ES] po] & u vs v }uE (Fccarsl et aly 2064auRaiaptni etal.,
2014a; Venner et al., 2014a). Une étude multicentrique en cours de publication, menées par le centre
de référen e uCo}e > 8§ uUSE *uo ] - % €S [/P u}v} o}v o U ¢ u
trés bonne efficacité dans les syndromes de Randall et confirment la tendance observée dans des cas
cliniques (Nasr et al., 2012; Patel et al., 2044 [V © ZC%}3Z oo AV ¢ %}uE A %o
efficacité sur des clones plasmocytaires, paoajlEes % P % E}o]( & vSU « E ]S <u 0
% E} H]Se ve o % 5Z}0}P] eU % E 0 WE u pA ]+ E %o0] u vs 3
induiraient un stress UPR exacerbé qui sensibiliserait les cellules aux inhibiteurs du protéasome. Cette
hypo$8Z « V[ % « Vv }&E 3 ujvs@E ule puv (] p [ A] v « 8 v
o[ HMUupO S]}v V}IE®U 0 [/P Ve 0 * %0 *Uu} CS ¢ %}lpuEE ]5 ] v ]v H]1E
sensibilisation aux inhibiteurs du protéasome (Meister et al., 2007b; Zhou et al., 20) &S] o 1

se présent manuscrit apporte certaines confirmations de cette hypothése.

3.5. Modeles animaux de MGRS

Comme nous venons de le voir, les maladie %€Se [/P u}v} o}v o ¢ *}vs * %o $Z
Ju% o £ « A * U V]eu * %ZCe]}% 35Z}0}Pl<pu s v 3IE u o0 }u% E]+X
ujlJoo pE }u%E& Z ve]}v cuUuO0 ] E %} epu&E o[ v « &} 0 A

reproductibles. Les modélés vitro (lignées cellulaires) ax vivo(perfusions de néphrons) ont permis
dans les années 90 de démontrer la toxicité des chaines |égéres pour le rein (Batuman et al., 1986;
Sanders et al.,, 1988; Sengul et al.,, 2003b; Wang and Sanders, 2007; Ying and Sanders, 2001)

% Vv VSU 0 ¢ <p v3]S » «}JuA v3 u *+]JA ¢ [/P pglo]e U o0 puE E 3§ E]
systemes cellulaires peu physiologiques utilisés ne permettent pas de dresser des tableaux précis de
ces pathologies. Les modélesvivoreposent essentiellement sur des injections, chez la souris ou le
& SU [/P u}v}o}lvoePvVv Eouvs ¢« Z 'veoP E:-* %EhhEt « % E
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al., 2010; Solomon et al., 1992; Ying et al., 2012). Méme si, comme les madétes ils ont permis
defairedes A v o JuU%}ES v ¢« epE 0 Ju% E Z ve]}v e % SZ}0}P] U ]

% U %ZCe]}o}PJcpu e @E p3Jo]e v8 o }e o u ee]A o [/PU § v ee]v Vv§

0 ¢]}ve (v S ¢ % yu & % E} 4 §] o e Hoddeg J& pathdledE Sdvacksre .

SE Vve]S}JE U v % Eu 35 v3 % * [ VA]e P E § «§ & of ((1 18
0 }E S}JE <[]vs & - %oL]* O}VPS U%oe §8 % &} o u 3]« A 0
animaux qui replaceraient ces pathologies dans un contexte physiologique plus relevant. Les premiers
u} o ¢ uje Vv %0 §]1v8 e e epuCE of[]vi S8]}v e o}uE]e o | 00
% E} U SE] ¢ Z/P u}v} o}v 0 ¢ Jeep % S] vSe éméntraréctésizepo }P ] s

Pour cela les cellules injectées en intrapéritonéal proliférent durant plusieurs semaines en produisant
la chaine légére néphrotoxique. Cette stratégie de production de chaines légéres humaines
recombinantes a permis de reproduire de md@ E (] o o0 ¢ 0 ¢]}ve [puv > Jve] <u
syndrome de Fanconi (Decourt et al., 1999; Khamlichi et al., 1995b). Dans ce dernier, il a aussi été
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recombinaison homologue dans le Iachmurin, remplacant les génes endogénes. Ainsi, la production
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transgénique d&Fdont nous avons parlé précédemment (paragraphe « syndrome de Fax)¢8iviac
etal.,2006a) § <u] (18 o[} i 8§ [uVv %ou O] S]}v Vv éh@Bnéke PHOahjaqualleeE » vS

O °* U V]eu ¢ %ZCe]}% SZ}o}P]cu o O uUo J=e }vs %pu !SE Jee <
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Article 1 :Switch regions per se trigger a long-range AID activity that is not
sufficient for optimal class switch recombination
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Article 1 :
Switch regionger setrigger a long-range AID activity that is not sufficient for optimal class switch

recombination
Amélie Bonautl,"Fabien Lechouah# Sandrine Le Ndi¥,"Olivier Monestiet, Michel Cogn&'V*'and

Christophe Sird¢' Y

Enrévision dandNature communications

> E3] o & v3 E VA}IC % E} Z ]vi-joint & latg aux Eavieve® Lies éléments
demandés lors des révisions sont surlignés en bleu dans le texte.

Juu v}pe o[ A}ve Ap  ve Oo[]JVSE} 1 8]}v ] 0]}PE % Z]<pu U o  }uupd 3]}
des Ig est un phénoméne étroitement régukgu] v ¢*]8§ [UVv % ES 0 % E °* Vv d
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E v ee] 0O /[ X %ooueU pv E Zigregulateds serhbentindiSpensables
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au sein du locus IgH, principalement par des approchelkmek Ou(KO) des différents éléments
*}u% }vv ¢ [Jv(op v & o ~ZX ]Jve]Ueeh&dtenceld ¥ole majeyrde |&@Egon
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la plupart des isotypes (Vincent-Fabert et al., 21Blus récemment, ce méme modéle murin de KO
% Eul]- uljvs@® & pv (( 8 o § & P ouvsS pE oRoatd eEupsS S]tv
al., 2013)X % v vsSU ]Jo pee] S u}vsSE Ve §s SHU <«<p o] EE!'S }u
/E ope]A u vs o] o] Jee SE ve E]%S]}v 0] o[ -debdesori[ZZX /o
§]}v *HE 0 SE ve E]%S]}v M 0} He /IP,U 0 T[ZZ %}pEE ]85 pee] A}]C
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Outre ces travauin vivg des approche# vitro ont été menées afin de déterminer les structures
minimales nécessaires a la CSR. Ainsi des vecteurs exprimant différentes régions switch transcrites,
comme Sy et S ou S et 2b, ont été transfectés dans des cellules B. Suite a une stimulatidtno

par du LPS (lipopolysaccharide) ou par du CD40L un switch entre les régions S a été détecté, semblant
montrer que la seule présence des régions S suffit pour induire la CSR (Ballantyne et al., 1998; Leung

and Maizels, 1992 % v v3SU ve SC% [ SH U o CE PJ}ve N o}vs Jve E
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[ E vIuA oo u vées]dahshe génome (Yang et al., 2007). De plus, ces approches basées sur
e eCeS U o 0 3]}vvP3AUV % Eu 35 v38 % * [fombmais@E. o E o0
Plus récemment, des modéles de cassures induites par des endonucléases rares (méganucléase |-scel)
ou par ciblage via Crispr/Cas9 ont permis de montrer que deux cassures double-brin sur un méme
ZE}luletlu § *]8u o VRY; ]*8 v as glielfies ceBtaittes de kilobases était
%ZCe]}o}Pl<cp u vE E % E < ¢ O}V UV %o E} eopne ] vS]cu o "Z §
S V[Ju%}ES <«u 00 OOMO X > "N"Z /AE%o0}]8 E ]S }v puv U «]eu &
les présences de régions S et de AID expliqueraient que ce phénomene soit restreint au locus IgH dans
les cellules B (Gostissa et al., 2014). Cependant, les cassures provoquées par des endonucléases
divergent de celles réalisées par AID et le systeme de détection utilisé dans leur étude, basé sur du
séquencage haut- ]3U % Eu & ]((] Jo u v§ [ A op E «<u v3]3 §]A u vs

recombinaisons en comparaison a celles obtenues lors de la CSR.

Notre approche pour déterminer les éléments minima nécessaires pour le phénoméne de CSR utilise

donc un modéle plus proche de la physiologie. Nous avons élaboré un modéle murin nogmoék«

In Kappa Switch » </<”e <u] }ve]es v o[]ve ES]}vU H e Jv WL 0} U | %% %o Z(

AID lors de la SHM, des éléments considérés comme suffisants pour. lAiBERINe « cassette de

switch » a été insérée immédiatement en aval de la régiNriCétte cassette est composée de deux

régionsStranscrites (Sp et 8), * % E& ¢ % & 0 * 0 U VvVSe } VS %}UuE 0 % ES]
Z v o P & | % &humbing Wy en absence de recombinaison, la chaine légére kappa

Zpuu Jv ¢« & A% EJu U o}E&e <u[ v - E }u ]v ]*}B, laportidk P]}v "R

Zpu Jv « E £ - S }v u]E o[ £% E e*°]}v [pv Z v 0o P E | %%

>tude de ce modeéle a révélé un développement lymphocytaire B normal avec une expression de la
chaine kappa humaine par la quasis o0]S * OCU%Z} CS ¢« X >[ v oCe 0 %o} %o
HV Z v 0P & | %% UPE]V V[ % Eulque trés ped @ ceMulesAdyant
effectuées une recombinaison de type CSR au locus KIKS. Cependant, les rares jonctiBns Sp-S
existantes ont pu étre isolées et séquencées et ont révélées de fort taux de mutation indiquant une

forte activité AID dans ces régions. La nature de ces jonctions reflete de plus un recours aux
mécanismes classiques de réparation du NNBA Homologous End Joininy ¢ ve ] ]¢ %EQE o
généralement observé lors de réparations illégitimes (translocations ou défaut des mécanismes de
réparation NHEJ). Une fréquence importante de mutations a été détectée tout au long du locus, quel

gue soit la position du promoteur par rapport a la région Sy, mettant en évidence que cette région

recrute activement AID sur des distances largement supérieures a celle observées lors de la SHM.
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Nous avons de plus montré que des cassures doubles brins avaient bien lieu au sein de chaque région
S. En effet, nous observons un nombre de délétions internes supérieur a celui de la région Su
endogeéene, essentiellement réparées par NHEJ, associées a la présence deHfbsX et du
recrutement de 53BP1. Ce modéle murin nous a donc permis de montrer que des régions S activement
ciblées par AID, et en présence de toute la machinerie de réparation classique du NHEJ, ne suffisent
pas a induire des recombinaisons de type CSR. Il semble donc que des élésggsalateurs du

locus IgH soient nécessaires pour permettre le rapprochement (et/ou la synapse) requis pour
recombiner deux régions S a distance. De tels éléments régulateurs faciliteraient ce type de
recombinaisons au locus IgH et a contrario, expliqueraient la faible quantité de réparations illégitimes
conduisant & des translocations. La suite de ce travail, présentée dans les résultats préliminaires, va
consister a ajouter au locus KIKS des élémeistgegulateurs du locus IgH (au premier desquels la
T[ZZe ipe<u[ } § whiyéau dpCSR significatif et ainsi de déterminer précisément les éléments

minima requis pour ce phénomeéne.
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Reviewertl (Remarkdo the Author):

1. Figland 2 showthe KIKSnousegenerationand that the mousehasnormalB celldevelopmentTheseare
more befitting for supplementaryigures.

We agreewith the reviewerand movedFigurelaand 2 to the supplementarydatasection.However,
we think that the Figurelb remainsinformativeto understandthe overallstrategyto induceCSRn
the Nocus.Fig.1bisnow Fig.1 and Fig.1a,Fig.2 and Fig.3aare now in the supplementarydata
sectionassupplementaryFig.S1.

We amendedthe text (p.5and6) andfigurelegendsaccordingly.

2. It might beimportantto showa WT littermate controlin panellbthroughf asAlDlevelsare extremely
relevantto efficient CSRCanthe authorsshowthe data of KIKSVT,KIKSAIDhetand KIKAIDKCasa
comparisorto showif thereis effecton IgH CSRIueto insertionof Ssequenceén IgK?It would be surprisingif
normal CSRevelsare not compromisedn KIKSells(especialh)KIKSAIDhet) becauseconstitutivelytranscribed
Sregionsinkelsewherén the genome(IgK)shouldsoakup AlIDaway from IgH Sregion.

Aswiselysuggestedy reviewersl and 2, we havenow repeatedall the experimentswith a
completecomparisorof IgHCSRefficiencyin WT,KIKSAID+/+ KIKSAID+/ rand KIKSAIDY rmicewith
representativecytometryand meansof percentageof IgG3and IgG1B cells(Fig2aandb). Upon
SRB@mmunization(day8), we indeedobserveda decreasgnonsignificantjof CSRo IgG3but not
to IgG1lin KIKSniceascomparedto WTmice.A decreasevasalsoobservedbetweenKIKSAID+/+
andKIKSAID+/t However the statusof AlDallelesof KIKSnice haveno effect (onlyaveryslightnon
significantdecreasdn spleenin SRB@nmunizedmice)on KIKSocusCSRFig.2c)that remainsfar
belowthe levelof IgHCSRIespitea constitutivetranscriptionof both Sregions.

We alsoaddedElisadosage®f serumigG3,lgGland murine kappain non immunizedand SRBE
immunizedmiceto emphasizéhe hugedifferencebetweenlgHCSRind KIKSCSRFig.2d).

Also,assuggestedy reviewer2, we movedB cell stimulationexperimentso supplementaryig.S2.
Theseanalysesareindeedlessrelevantdueto the well knownabsenceof AlDrecruitmentat the
kappalocusduringstimulations.

Weamendedthe text accordinglyp.6 and 7 andin the figurelegend.

It might alsobe relevantto askwhetherabsenceof IgHCSRanpromote CSRit IgK(eg.AlDoverexpressiom
KIKSB cellsstimulatedonly for proliferationand not transcriptionof endogenousgH Ssequences).
Transcriptiorof the knockedin Sregionsare drivenby strong constitutivepromoters,soabsenceof canonical
CSRmnight promote CSRat IgK.

Wethankthe reviewerfor this interestingsuggestionWe actuallystartedto crossKiKSnicewith IgH
3'RRKOmiceavailablein our labto addresshis issue.However the obtainmentof double
homozygousniceandtheir analysiswill take more likely a year,a delaynot compatiblewith the
revisionof the manuscript.We hopethe reviewerwill understand,especiallyaccordingour new data
in figure 2 further demonstratingthe defectiveKIKSCSRiscomparedto the efficientigHCSRadded



to the highmutation ratesof KIKSSregionsthat alreadydemonstratedan efficient AIDtargetingat
KIKSoci.

We now discusghis issuein the discussiorsection(p.10).

3. Fig4, 5 and6 are overallwell donewith necessargontrols,howeversomealternate possibilitiescannotbe
completelyruledout: Intra Sregionrecombinationeventsare highin 53BP1KOcellsandthe authorsfind (and
havediscussedyomethingsimilarwith the KIKSells.Cantheyrule out that 53BPllevelsare not limiting at the
IgKlocus(ChIP)Zhromatinmodificationsand playerslike PTIRetc are important driversof CSRIsthe
chromatinmarksrelevantto CSRimilarbetweenlgH Sregionand IgKknockedin Sregion?

We now add ChlPexperimentsof 53BPland H3K4acshownto serveasa chromatinmarkfor
recruitingCSRecombinasgKuanget al. 2009, Wanget al. 2009).Asshownin the supplementaryFig
6, we do observe53BPlandH3K9adn KIKSSpand S\8 regions.Theprimersusedto distinguishigH
andKIKSegionsexcludea direct quantitative comparisorbetweenthe two loci, but resultsshow
slightlymore 53BPlandH3K9aa@t KIKShan IgHIocuswhen comparedto inputs. (We choseto
evaluatethe levelsof 53BPland H3K4adn total Peyer'patchesand comparedo WTmicesincewe
did not obtain enoughsorted GCB cellsto carryout the experiments. A correspondingext is added
in the results(p.9),the discussior(p.11)andthe methods(p.17)sectionsanda supplementaryFig.6
isaddedwith correspondindegend.

We alsowould like to mentionthat, aswe alreadydiscussedn the paper(p.9and12),we did not
observeanincreaseof longmicrohomologiesn ISDsor SSjunctionswhichare classically
encounteredin 53BP1KOcellsor NHE Hefectivemodels.It isthen verylikelythat 53BPlandthe
other actorsof NHE &re efficientlyrecruitedat KIKSocusto protect DNAendsfrom resectionandAr
EJ.

4. Recentlya paperwaspublished'AlD initiated DNALesion#re DifferentiallyProcesseth DistinctB Cell
Populations'by Wanget al. (Journalof ImmunologyOct2014)claimingthat knockedn Sregionsin ¢ Myc
undergodifferentialrepairandtranslocationsn GCB cellsversusexvivostimulatedB cells,andthat normalvs.
aberrantrepairalsodictate the outcome(CSR mutation v deletion).Findingsof Wanget al. suggesthat the
locuswherethe Sregionhasbeenknockedin ( Bclév cMycv IgKhere)alsodictatesoutcomeof AlIDinduced
lesions Couldthe authorselaboratetheir discussiorin light of theserecentfindingsand may be askif thereis
increasedranslocationpotentialin KIKSells(exvivo/in vivo)?Canthere be trans switchingbetweenlgKand
IgHdueto the knockedin Sregion?

We now discusdhis relevantissuein the discussiorsection(p.13)aswe cannotrule out the
possibilitythat the kappalocuscouldintrinsicallydictatesoutcomeof AlDinducedlesions However,
in contrastwith previousmodelsof Sregionknockin in Bcl6or ¢ Myc loci, the kappalocusisa
physiologicakxquisitetarget for AID,outclassingpther loci (exceptof courselgH)by a 1004000
order of magnitudein mutation efficiency(Liuet al., Nature2008),aresultalsoobservedn the S
regionsof KIKSocusascomparedwith Sregionsknockedin in Bcl6or ¢ Mycloci. It is then difficult to
comparesuchloci. Moreover,besidethe AIDinducedsinglestrandmutations,we do observe
internal deletionsasmarksof efficient doublestrandbreaksthat are, however,not manageddy long
distancerecombinations.

Dueto animalnumberlimitation, we did not checkif there is anincreasedranslocationpotential but
we readilydetectedV NCr transcriptsdemonstratingthe presenceof trans CSR.



We addedthisinformationin the results(p. 7), discussior(p. 13) and methods(p. 17) sectionsandin
supplementaryFig.5.

We planto carryout high throughputgenomewide translocationsequencingn a nearfuture to
addresghis interestingissueof KIKSranslocation.

Minor points:
1. Theauthorshavenot really showna comparisorof AlDrecruitment(ChlPxat the IgKSregionv IgHSregion.
Toomuchor too little AIDcanimpactresultantoutcomedifferentially.

Unfortunately,it is verydifficult to obtain sufficientnumberof sorted GCB cellsin Peyer'spatchesto
haveinformationabout AIDrecruitmentby ChlPexperiments However the highrate of mutations
observedat the KIKSocus,absentin KIKSAIDY rmiceisin our opinionaverygood,evenif indirect,
indicatorof AlDrecruitmentandactivity.

2.0npagell, 4th lastline, the authorsshouldmentionthat accordingto the DNAdeaminationmodel, CSR
usesno endonuclease.

Weamendedthe text accordingly(p.12).
3. Page6, 2ndlastline: typo "differ" (not differed).

Thissentencewasremoved.

Reviewer#2 (Remarkdo the Author):

1) Theauthorsdescribethe constructionof artificial Ig Aéassettewith "1.9 kb of the 5' part of the murinecore
Smu..." and"2 kb of the 5' part of murinecore Sgamma3"Howeverttheyfail to givea detailedlocationof
thesesequencesToanalyzethe integrity of this construct,the primer sitesor restrictionenzymesitesusedfor
cloningshouldbe provided.Without usingthe entire switchcore,canthe authorsreally saythat CSRslimited?
AlsoStavnezeand colleagueavereportedthat Smuis 3.2kb and Sgammads 2.7 kb (1). Canthe inefficient
CSHRike eventsbe dueto poor choiceof switchsequencesisedfor cloning?

We now clarifythe cloningstrategyof Sregionsin the methodssection(p.15).Theterm “5’ part of”
wasinadequatelyused.Sucomprisesa 1.9kbHindlllfragmentclonedfrom a plasmidcontainingthe
JHto Curegionof Balb/Cmouse(Marcuet al. 1980).1t lackslkb dueto aninternalrecombination
but still comprisesabout 1.5kbof the core Surepeats.The2kbfragmentof the S\8 sequence
(GenebanlaccessiomumberM12182)wasamplifiedby PCRwith the indicatedprimers,and
featuresthe entire repetitive regiondescribedn Hackneyet al. (2009)and shownto efficiently
supportCSRo 8in severalstudies(Shanmugami\, JEM2000;Ma L, JI,2002,ZarrinAA,JEM2008).
Then,evenif we cannotrule out a suboptimalefficiencyof CSRIueto partially shortenedSregions,
it likely cannotexplainthe almosttotal absenceof CSRat the KIKSocus.

2) Theauthorsare attemptingto comparein vivo switchingefficiencyat the endogenoudgGllociwith the
artificial KIKSllele.Howevelit hasbeenrepeatedlyshownthat switchingto IgG3is severalfold lowerthan



IgG 1.1t isthusunusualthat the authorsfind switchingin vitro to IgG3at 12% whereaspreviousanalysiswith
LPStimulationhasbeenreportedto be 3 6%(1 B).

We are gratefulto the reviewerto point out this unexpectedresultof in vitro CSRo 1IgG3.We how
repeatedall the experimentswith a new batchof anti mouselgG3antibody.Representativeesults
of LPSstimulationsare depictedin SuppFig2 andshowabout 3 A%of IgG3switchedB cells,as
expected but still only tracesof KIKSwitching(murine NpositiveB cells). Toemphasizeour dataand
to be more convincingespeciallyconcerninggG3CSRwe now addedin vivoCSRo both IgGland
IgG3upon SRB@nmunizationand comparedwith KIKSCSRFig2a,b andc). We obviouslyagreethat
CSRo IgG3islower than lgG1but it remainsfar aboveKIKSCSRasseenby flow cytometry (Fig.2b
andc)andserumdosagegFig.2d) Thisverylow KIKSCSRs obtaineddespitethe fact that both Sp
and S\B regionsin the KIKSocusare constitutivelytranscribed(pV Noromoters)in contrastto IgH
S\ region,whichis onlytranscribedin somecellsreceivingthe appropriatesignalthrough specific
cytokines.

We amendedthe text accordinglyp.6 and 7 andin the figurelegend.

3) Whilethe authors'main analysiss sequencing@f Peyer'gatchcells,it wouldbe better to performthe
sequencin@nalysison immunizedmiceto get a better graspon the timing of mutations.Thefact that on day 8
after SRBC'wereadministeredthe authorsdo not seemCKis not completelyunexpectedasgerminalcenters
are newlybeingformed. Theauthorsshouldwait until day 14 or day 20 and then performtheir analysigo geta
more controlledpictureof mutation frequency.

We havenow addedthe resultsof boostexperimentsshowingthat evenafter 30 daysof SRBC
immunizationcomprisinga boostat day 20, there is no increaseof KIKSCSRn spleen(Fig.2c)Given
this lackof CSRn spleen,we choseto analyzeonly PPswvhich presentdetectableKIKSCSRandwhich
are otherwisewidely usedto analyzeSHM(refs?).

We amendedthe text accordinglyin the results(p.6)andthe methods(p.15)sectionsandin the
figurelegends.

4) Whydid the authorsusedAlD+/rmicefor their analysisAID+/rmicehavereducedswitchingby ~50%(4).
PerhapsAlD+/+micewould havemorerobust CSRn the KIKSocus.All theseexperimentshouldbe repeated
with AID+/+cells.

We agreeandaddressedhis issuein responseo reviewerl, point 2 (Fig.2and suppFig.2).
Additionally,we alsowould like to mentionthat, in our previousversionof the Fig.2, we chooseto
showKIKSAID+/rbecausene did not observedifferenceswith KIKSAID+/+concerningkKIKSCSR
efficiencyin PPqFig.2cand 2e).Butfor SHMandjunctionsanalyses|SDsFish3Dandnow ChiP
experimentswe essentiallyworkedin KIKAID+/+mice.We havenow amendedthe text (p.7and8)
to clarifythisissue We apologizefor not beingclearenoughin the previousversionandthankthe
reviewerfor hishelpin improvingour manuscript.

5) It isdisappointingthat the two joint lastauthors,Drs.Cogneand Sirac did not checkthe Resultsand Figures
for multiple errorsbeforesubmission.

Wereviewedcarefullythe manuscriptandwe apologizefor theseerrors.



Othercomments;

rTheauthorssuggestranscriptionis sufficientin the KIKSllele.Howevelin FigureS3 this conclusioris based
on an endpoint PCRof the splicedtranscript.l find two problemswith this analysis1) mRNAevelsare not a
directanalysisof transcriptionalabundanceNuclearrun bn or RNAPIChIPanalysids a better techniquefor
checkingranscription.2) The5' primerfor the LV463/mCKis overlappingthe leaderand mCKsequenceThis
primershouldbe locatedcompletelywithin the leadersequencéo eliminatethe possibilitythat onlythe last5r
10nucleotidesare just amplifyingthe mCKjndependenbf the leader.

1) We havenow addedquantitativecomparisorof primarytranscriptsbetter illustratingthe
transcriptionalabundance.

In anycase the end point PCRsvere initially shownto illustrate the transcription(nonquantitative)
andthe normalsplicing(sincesplicingis mandatoryfor CSRdf both Sregions.Thesufficient
transcriptionwasintrinsicallydemonstratedby the highlevelsof AIDinducedmutationsin KIKSS
regions(Spand S\8), that exceedthoseobservedat the IgHSpin the samecells.

2) Thesecondpoint isjustanerror dueto imageediting. The5’ primer (LVk463mfor, sequence
addedin the suppFig.3b)isindeedlocatedcompletelyin the leadersequenceanddo not overlap
the mCNsequenceWe apologizefor this error.

rFigure3; the authorsdescriban vitro CSRinalysis AsSHMin variablegenesdoesnot occurin vitro (5, 6), AID
would not berecruitedto the kappalocusand would not accesghe artificial switchsequencesThisanalysids
not useful.

We agreewith the reviewer.However we initially consideredhat additionalSregionsmayhave
attracted AlDto the KIK&appalocus.In the absenceof suchsituation,theseexperimentsareindeed
lessrelevantandwere movedto the supplementainformation section(SuppFig.2)

rFigured; the agarosegel analysiss not useful.
We removedthe gelanalysidrom figure 4 and amendedthe text andfigure legendaccordingly.

rFigureb; the authorsshouldincludemutational analysisor KIKSAIDY rmicewhenrepeatingthis analysisn
immunizedsamples

Sincewe did not carryout new sequencesnalysesiponimmunization,we cannotaddresghisissue.
Howeverwe do not fully understandthe reasonof this request.We alreadyprovidedsequence
analyse®f restingB cellsillustratingthe backgroundevel of mutation rate (Fig.4d).

Reviewer#3 (Remarkgo the Author):

Alot hasbeenwritten abouttransactingfactorsthat might or might not control off target effectsof AID.This
fascinatingpaperby Lechouanet al, asksa keyquestion:if youtransposea switchingsystemon top of region
that mutatesthroughendogenousecruitmentof AID,will switchingensue?Theanswer(basedon a clever
modelsystem their Knockin KappaSwitch"(or KIKSjnice)is a resounding’'no”. Knockedn switchregionsare



involvedin CSHike events but theseare exceedinglyare. ThusJocusspecificelementsand not proteinfactors
mediatethis near completeseparationof SHMand CSRutcomes.

We areverygratefulto the reviewer3 for hiskind andencouragingzommenton our study.

minor commentsFIG5cendogenou®vsendogendlots of these;in generalsomehelpwith frenchto english
wouldbe good)

We reviewedcarefullythe manuscriptandwe hopethat we did not leavesucherrors.



6ZLWFK Wpet3¢e RQVYIJIJHU D ORQJ UDWKB VH,L\D RWW W LIR B DHRA\D VR

VZLWFK UHFRPELQDWLRQ

$PpOLH %RQDKICHQ /HFKFXDEH. QH ZADLRLHU 0RPQANMQ MR JIQp

DQG &KULVWRSKH 6LUDF

,PPXQRORJ\ &156 805 W LKRHDWBHGHD OB BMEIKAMAK B GEYHUV I
ILPRJHV JLPRJHV )UDQFH

L QVWLWXW 8QLYBIQYNMHLWDLUBD&EHY )YUDQFH

7R ZKRP FRUUHVSRQBEGBHWKRXOMGIEGH (PDLO

FKULVWRSKH VLUDF#XQLOLP U

&RUUHVSRQGHQFH PD\ DOVR EH DGGUHVVHG WPRIDQFKHO &RJC
FRIQH#XQLOLP IU

,7KH DXWKRUV ZLWDKW.KD W R LEH WIKQHRMW RS K Q HR QD XWWKKHR ULV V K R X
-RLQW )LUVW $XWKRUYV

A7KH DXWKRUV ZLY VKWW R @ HVKEG/RE \R 3 R CLRWK RUKH VIKIR XO G |

-RLQW /DVW $XWKRUYV



$%675%$&7

$QWLERG\ DIILQLWAVPRSRQ DWWR @ DUINGICRYH LEMHDXFFIHED FHV $,' GH
VRPDWLF K\SHUPXWDPYDRQOREXORIQLVZLWRK LU KODPELQDW LRC
LQ SDUDOOHMHABREXWEHWANHG WUDQVFULEHG VSOLFHG DQC
WKHQ LQLWLDWRQ\QEWWRDROV R XG/RXEDNH VWKD® G EYHDOY WK H
EHWZHHQ WKRVH WZR RXWFRPHV UHERH@NK XQ ALHUAMD WQ R:G R
LQWURQLF 6 UHJIRQWURQ@ @RBMFUXLWXKQUFLHQWXIRE® EHILFLE
EUHDNDJH DQG UHEFRPIL § /W RRQ O % GWDIH B RXVEDEWHG' DQG FDU
LQWHUQDO GHOHWLRQV WKH NQRFMFN&E5 LOL B HJ H YIHRQAVRIQD V K
VZLWFKHG % FHOOVWURKLS/ (PHRIGRQ \F RO B UTDHWY WH[WHQGLQJ $
IDU ITURP WUD QWQ VEWHRQ E QW WIBIREEGWIK@EV UHEKFHKWSVLY H $ "
VXIILFLHQW E\ WKHPVHOYHV IRU &63 HFHX QP WQ\W QD & GILSW R

HOHPHQWY DUH V8K XV HMMGLH® LRU EMKUM PKROGBOGR X W RH,J+ OF



,1752'8&7,21
&ODVV VZLWFK UHFRPELQDWLRQ &65 FXPADQV,IBDW ARPIX QRWE
FHOO DFWHYFWDRQLQJ WKH ,J+ FXDQID ERQVIMDOPKHEY IURP ,J0
SURGXFWLRQ WR HLWKMUWKH JHQRIUOKEHWFK656QHHGIVRQN O
RI&JHQHV WR XQGHUER IBIRKEOBWWUBRIRQB GREDRIWBY 6 6
UHJLRQV FDQ EH MRLQHG PQB@EULQJISD BRY RVWEWUYHREBRDQG R
'6%V UHTXLUH DGHTXDWH FKURPDW LIDQWGWW MERYUELIY R B SH W J
JHQHV ZLWKLQ VSRFLOWDQILWY DORPODWHIE OB @ RB[RQD DQ L
UHJLRQ DQG WHHREBOMKIRXJIK LWV WRAHKLYV YMWMLPBL@®EFOHDQ'
*/7 LQLWLDWLQJ IURP , SURPRWHUNJDRGWKXY @ DQL VW RRXJIR
6 UHJLRQ DVF BHRV WIKEHL OEGWFYHGN E RIQIMIVHH %, DPQG\BHJILRQV DU
NE ORQJ KLJKO\ VHSTXMWQRHW H RSNV DALIQVOW BWJIHPRI'G E\ $,°
DOVR LPSOLFDW HG SLHU BK\W DWRLPFDQV LEFQO/ FEEIDWDOMYRY F\WRVLQ
GHDPLQDWLRQ LQKW ® KWIDRFQY BHLYIAXUWKHU SURFHVVHG E\ |
%(5 RU PLVPDWFK UHSDLU* OQFKPEDBKIRQRROY ORRBYV GXULQJ
WUDQVFULSWLRQ DOORZLQJ DFFI6VWRE WE&HWVE 6l BAHM. D RIQ$W H
:KLOH */7 LV QRQ SURGM}SNVEREREX¥HLWRDOO WKUHH UHDGLQJ |
, HIRQ VSOLFLQJ RQWIRV&PL HEKRQEH GXWLRR WKMW KR RSOLELQJ
37%3 WR $," UHFEMEW®WQHAY L G H Q FKIDBVO \GRX V XQ JH&6/BH &, WG L U H
UHFUXLWYVY 005 DQG JWFEBFIIDWWRUVRI * 8 PLVPDWFKHV E\ HLWKH
'6%V WKHQ UHSDLRHGVR\ IF OBWWIHRLLER[QV HRIR D 8@ WM DG -R L

1+(- RUD 1+(- UHVSHFWLYHO\

%HVLGHV WKH DG KE WHRMDRUGD R IXADIL WAV XCH COREQRIX WWEDEG GL V- W k
cissUHJXODWRU\ HOHRRHFEWY- HOW B A HNWID WU R Q 18 \GDMPIRAS], J8+6 5
155 O\LQJ GRZQVBNM EP RIRWQKH DV 8RG IJDEHM @ OHWVHWUW LUHJIXO |

DQG UHFHQWO\ DSSHDUHG DV DOVR HOHWIDRWR UQ IRIF B+DE U R/



SURFHYVH¥H 955 GHOHWERRBDWWY RQT RV ERPWH BQG PRGHVWO
S9 WUDQVFULSWLRQ 7KH @HD EORFRPS®HWH $55 GHOHWHG P
WKH 155 DOVR GHEHRWWLEHO®SWR:BHWHKHRQVKH 55 DOVR V
DWWUDFWV WKH &6HPIDEY @HQB RQ\BRDPEWEELQJ OQG 6 6 V)
UHPDLQV WR EH ®WHLDPWBREJIJKLIQD ZDV SURSRVHG WKDW VW
UHSHWLWLYH 6 UHJLRQVWDQ XQEWHDWH KHMAMHU VROHO\ WKE
WKH FKRLFH EHWZH HDQ Y/DERNVYVQWRBQCGVRHVULRIQI OB & W+0 R

RFFXUUHQFH RI "6OWKIRBQRAHEWDQFH GHOHWLRQV

7R GHWHUPLQH W KH HPQ @ VPIIRQ WHKTHK L@ Q & F&\6I5R @ HR IF LBWOW H G D
ZKHUHE\ WUDQVFULEHG 6 UHJLRNQVRFKWYHQIRQW DR G X MHIEU 1 QW R
3.QRFN ,Q .DSSD 6ZPWFK H[SWBHVVHG D IXQMWWRRAK® KXPBG EJ
WZR WUDQVFULEH® 6HDPI RR QWK Hs RD & WG-R THIAR MAK N IRU U D Q J H
H[RQV +HQFH D FRPSOHWH &65 VXBDWODWB ZIHWHGDEH $, 'DG\
ZKLOH LWV &65 KBl IERLMHROFLVWRXOG E L WRFKOIRNRIFR BRX K H QA &

P& H[SUHVVLRQ ([SWS\B\RIRQHRSI % & H\O O, .6 HPYLHF®IR HFVHHWH Y QR
UHSRUWHG LQ DQRWKKMH[SBMNVWLREHWKUL GHK&LWH HIILFLHQV
$," WDUJHWLQJ RI 6 8JBRIFXYVR QUK\HG.IDWS @ BSHIG) PHIL® FHOOV Z
3H\HUTV SDWFKHW\38Q FRXSOFYHWKH WZR LVVXHV RI $,' DWW
GHPRQVWUDWHY WKH U H Tei$ LDUHP IH@RIWH IRHEWSRBGIAW UBKD VF U L S V

$," UHFUXLWPHQWWRIQUAN R VWW SIH. Y DBHIXWS & B P DWHWHIHL E1+ ORF X V
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.,.6 ORFXV GHVFULSW%REHDQGGBRHPRSFHQW LQ .,.6 PL

,Q RUGHU WR GHW HWHTXOHJ WKH QR \DA R DRV B \R /DRXG) & B DI W H U
'1$ OHVLRQV ZH LQVHUWHG FRUH 6N-ORBXV6 7 KHMH FBQWHZI LW & \
FRPSULVHG LQWR @AK R IV\8 D QBHI® MDD VEE X)W SIN. MRQ B 0 RPR W H U
LQWURQ VHTXMRBHM QURKLY VWQ\DS\RNMLEVRIL GRIBDFWEEG JR1 ,J
HOHPHQWYV RWKHU KMKD QWL ULH 1 LDROB R YRIGO B/AXA D D DKL W HEFW X U H
,J+ ORFXV ZLWK 6 UHJLRQV FRPSUMVHEGHPWRUW R M UL IWFIHREO

B DU\ YIDIQVB ULBKXIVR QVRE-WEB V., BUGRIPAERLE\ WKH S
WKH UHDUUDQJHGVWL YZHK WOUHD B @ V WA RUKREQ RIDW KHPBKBHS E\ D

NQRFNHG $SQRPRWHU 6 LV DOVR SUHFHGHGGHWDIVEDWR DA Q
LQVHUWHG VW R SQRRIGRQ EXWXUBWDARQRU VSOLFH VINNH WR |
H[RQ DQG PLPLF QRQ SURGXFWLYH ,DOVYR VYRYIELGV WHKIDQV®D
WUXQFDWHG DQG SRWHQ W ' DADON H[SUWHAFI\W\EKER &/ R6WSD-U YH W FH LW
LPPHGLDWHO\ GRZQVWNMNNBPRRIVUBBUDDRIEE WKH DRFVHUWLR
DGGLWLNRIQD ONSBRFIXV ZDV SUHYLRXVO\ VBRIZRUMRDQNMBYXBEW $,
UHFRPELQDWLRQ 96 DRPU WMFREHNP&F KARPRHELLGFLYI D PXULQH
KXPDQ & GRPDLQ ,M&BSRIOAMNH AY-HE UHFRPELQDWLRN) VKRXO
DQG \LHOG D NWROR P& U)RQH % FHOO GHYHORSPHQW ZDV QF
.,.6 PLFH UHJDUGLQSWERQIS LPHD UDNREZ LPPOGVREUR IR FWORQV RI \
PDUJLQDO JRQH 0= IROOLFXODU OR % EHW®R\S HEXSEOWM P HHG
HISUHVVLQJ % Frio© VLG QW DUSDQHOE 7KH HIILFL

DVVRFLDWNR& RUWKKAXKULQH + 8D WIH\G GEH PRIQH WIUP LOBVUVRRBE U L

OHYHO RI ,J0 DQG ,$DWH G, .\W& RGN < S0HPHQWSDQF

VHUXP /& OHYHOV ZHUH DOVR VLPLODU WRPJV$PFALFH PHDQ *



p UHVSHFWLYHO\)I6XS &0 HRKHQ W.B UMK XOORFX8SRUWYV QRUPD
GHYHORSPHQW DQG IXQFWLRQ LQ PLFHMHXW VY HRERWHWMH G/ \L\QVBI®
GHVLJQHG WR HDVLI\UPRAPWRYDAEISRQLRLWKLQ WKH .,.6 ORFX
IURP KXPDQ WR PXULQH /& DW WKHHG FHO®IMMHUIPFH& ,Q QR
H[SUHVVLQJ % FHOOQ i BB e GrIZVRFWTTTTEEEEEEEEE-— oW DU\
ULJKW SDQHO WRHQHQZJFHRQWONRW K NP QB YHYGHPKWH GHG EDFI
OHYHOV VHW LQ SDUDOOHO ZLIIIEIEGNGEGGEC )17 L VR W $FH FEWRC

RQO\ QRWLFHG PLQNFRQ @ VRXOWM RIL&®P PLFH ¢ PJ PO

I DU\ )LL) F

.,.6 ORFXV XQGHUJRHVY ORZ OHYHO &65 OLNH UHFRPELQDWLR
7R LQFUHDVH WKH SHNRHEQWEVOLQVY ROKRER, . BHPLPRXYLIQJ LQWU/|
SHULWRQHDO L \BKHHGMHFG ERRR RIKMOGU\\6 D% HU LPPXQL]D
ZzHUH DQDOVHGIIIEEEEEEEEEE. 6 XSSOHPHOWDHQHUD WL RIHUR L
.,.6 DQG :7 PLFH GHPRQRXWWIDON Q6 FHIODOV HIILFLHQWO\ SDUW
+RZHYHU OHVV WKD@V H[KRU W VLQIGH G cr\WWK .,
. O cHgsuwBeVHIEEEPV D GG PHOVXLWENM/ QHVYV
spubooHO HIILFLHQWIIEEGEEE ) 0@ HFG
. ) L Q D O
1, = \\ R, J*
I > | | CHVW R € Q) D DDD MK BIW\HAB NQRZQ W
DEXQGDQWO\ \IIGEGEGEEE 9. 5 X S5 Q6 VIPIDPODQEK WURSRUWLRQ
FHooVv zbpVv FRQW viysuw o\ P

I OB ) H) OF SRSXODWQRIQFKBEBFLILF
DPRQJ *& G OH $0'REHIHIXG B QF 1D IRN HVKYUNQWYV ZDV



E\ WKHLU DEVHQFWLQ ., v 0P 0OQG BHH DQGXFHG &65 L

VKRZ WKDW WKH .,.8JRR&ZY & DNH XA ¥ REZX @ HR/GI®\ QG L Q F

RQO\ DFKLHYHG XSRQPXODRQAR @ AKFBWVIWWR EIQD WHFR ODP SKRLG

.QRFNHG LQ VZLWFK UHJLRQV DUH LQYROYHG LQ &65 OLNH H°
7R IXUWKHU FRQIL UM /G0 M [W K HVIHZQ% 65 O& N WHIFRPELQDW L
MXQFWLRQV ZHUH FO R Qit\v@roD\Q\E LW X DXOMQHGH G IFHRPOV /36 DQG
3H\HUYV SDWFKHV FHOOV 1HVWHG 3&5URPL WHHHR-® MO WK H G 1.
SDUW RI WKH OR[3WDWW KL J6 X S sSo@® HQH DG FiCIITTIIIEIEGgNC G6 $.°

B PLFH EXW QRW IURPO.0.% BU VW LR ZHG HFW®R A Y RORQ

DPSOLILHG EDQG VR WZKH ¥ B R@GHHG! GV RN BIR QWY FORF RW B GHDL W K-
6— DQG/BFDWLRQV RI EGHDINSRHG VRY DU VB TDXHER MK\ BW HRV K
6XSSOHPHQWDU\ )L: D@®BLNLQTONQFEHY DURXQG MXQFWLRQ

PXWDWLRQ ORDGV RIRQVDIEH® NE PYMADSHEEWLXKRQOWLRQV LQYR

HVVHQWLDOORUWVKREW WREGRQWRPROQWXKLAR DSSDUHQW ELDV

)yLJ F ,Q FRQFOXWYRHOVWESREEXUUM GVBEM .0.R 26 AHYIHB QV E X\
ZLWK LOQWHQVH ®@RRMNO DBHQ'GUGHHOU R HW NG VXMNXD O DR Y S\RARVHG D

,J+ 6 MXQFWLRQV

.QRFNHG LQ VZLWFK UHJLRQV RI .,.6 DUH DFFHVVLEOH WR $,'



6FDUFLW\ Rl .,.6 &65Q@OWHRQHFRREG KD BH' WHIFUWHAWHPEH GWR R Q
NQRFNHG LQ 6— DQG&BUJHWLRIR! 6 UHILRQV QHHGV WUDQVF
WUDQVFULSWLRQDO DFWLYLW\ DWEHQV®IHWHE G IWHRFL RGKWH QR
K /& H[SUHVVLRQ LQ .,.6 % FHOOV WKDW 6— LV HIILFLHQWO\
DOVR UHDGLO\ GHWHFWHEVFULSWEEWERQ QD& WBQYFUQJ RI
6 6XSSOHPHQWDU\HLWUSHELILZRDRORWDIMGE U HESWREXDAM [R | ., . 6
UHJLRQV ZH FDUULHG RXW TXDQW LRY CEVRMYHKH . 3 85 6R-Q DBQGE FBD U \6
6J SULPDU\ WUDQVF U+ SORE R Z H UH RMWD DIV K LUSDAO\ HD W6 XMS S O H P
E 6LQFH ERWK 6 UHJLRQV DUH WWEBEBPRV¥UEEGHGVRQ$D ORFRKH
PXWDWLRQ IUHTXHXG I6H VEHIWK HQ& 6 5-QPRAN|6+6 ZHEB GRZQVWU
FRPSULVLQJ IS QUARIPRW KDHQ G ESGIBRP WEKH DQBVURMKW D W |
ZLWKLQ D UDQJH RI SURERMMWHUZUWWK B UDWH GHFUHDVLQJ Z|
KLIKHVW LQ WKH 9- HI[ VK LYHGEKNMINHG DOVR DIIHFWHG 6+0 L
6— PXWDWLRQV IROQRVZRQ.HUW R H U DSURRIROWNNUHRBUUDQJIHPH
)L D )RU 6\]HBHWKQDOLUVW BESHEWHE PXWDWLRQ IUHT
WKH NQRFNHG LQ 6— DQG 6 ZHUMDPZE BLEKBO\ QVKRQWIQGUH:
Bl 33V % FHOOV )LJ D E DQG G DOHGHOLPUDQUHGH O OWHH
LQ - LQWURQ D@G LQ BXWDWLRQV SHYULNE HQ@WL Y LMW/KFKRQWD |
WKH HTXLYDOHQW UHJLRQ RXWBKHVZQIJOORFXVUHDUUDQJHG .
UHYHDOHG KLJK 6-KH UNDRHFW Z GW.KL —W PXWDWLRQV SHU N
WKDQ NE GRZQW& DMDP BLBWDQFH QRUPDOO\ HVFDSLQJ PXV
UHDUUDQJHG JLIH[MQOIVQG G 7RI/ KD WK FDXW DR W & HVSVIRPRH
OLNHO\ LQYROYHG DHIVBGGHDVH G UDHF® IRILWIP G DMV FR QWD L QL |
UHSHWLWLYH 5*<FEHRWQI\GHPRQMWYRMHGHURW 6VLPLODUO\ [U|
DIIHFWHG WKH WKHQWMRQUHRBUD QYHRQRHBHU NEPXWR H[FO>

HITHFW GXH WR WKH FORVH SURJ[LP XSV RIUGKDIPQRYDWH YV HRQZ B ULl



IURP a NE WR NE GIRMQWWXNWDXRIFBVHG WR PEBUWPRPKNUWHVF
6XSSOHPHQWDU\ )LQ KLIK BHODRPFX UGG UMD & Kb GH [

PXWDWLRQV SHU NE )LJ G 7KH NQRNRHFEDUQLHGIKURPK*&+% |
PXWDWHBQWME )LJ i€ PQIGIJKGVO\ ORZHU WKDQ IRU 6— O\LQJ RC
HTXLYDOHQW GLNVVEXQFHOKNRPOD KRIJRHU, WKDQ WHSRUNWG-HO

XQGHUJRLQJ &6RQ sHXWPWI)LJ inAro QG o \Vv.Vv pov

I G X S BHOMHP HQRAHD LU\ 6) 16 U H JWR

VWURQJO\ WDUJHWH® EW & R X GWKHR OLO/REZ B IBDZLAN KQRMWLFLHQ\

'RXEOH VWUDQG EUHDNV DQG LOQWHUQR®BGHOHWLRQV RFFXU
*LYHQ WKDW .,.6 61 UHBLRQW M\UW D U JOIIVWHHG HE\HSIW B R/ X OG FEH G
HLWKHU ORZ RFFXQ® HRUFW KH L'6 % YR ILE GHGWVUWEDY WL VVXH L
GHOHWLRQV ,6'V YH® QA ZGIU KM HSEWHFLDWHG ZLWKLQ .,.6
VXFK GHOHWHRQVOAHAHW HE® I8 QU HQLRROW DW KLJKHU UDWHV V
FRUUHVSRQGLQJ HQGRIJNQRWW RS UHILRQ®D QG -,6' SHU ES
6 UHJLRQV UHVSHFWLYHO\ YHUVXV LQ QR® HQUWGHRILRDR/X V)6 J
OHQJWK RI ,6'V UDMRHG EBRREYLRXN GWUEHLBYHGQVELDMK3&5 DP S
VKRUW ,6'V 7KH ., BOGIDEMOL WEBEMUJIJRHV $,' LQLWLDWHG '6%YV
6+0 EXW RQO\ LQ * WFIRFKVY M WHHWE KD W W KUHH FRRFW SRUW 5 OR
E\ $,' RQ ERWK WKH WHPPSSOICCOMHH ' DE) 8 \MDQREDD BA\Q @) KB WHIG V'\§/ T V/
ORVW RI .,.6 ,6'V GWWSO®Y EOOQFW LKRPARR R MKRUMW WKHURIR

UHVXOW IURP F 1+(- UHSDLU RI '6%VJ)LIIINIININIGGEQ 560 RKHB

> W H G W



.\ B S D QH
)LQDOO\ VLQFH + $WHDEH CIYBVQOEZDWEK URAFRPMWIDWLRQ E
IRU WKH FKURPDWLQ UHPRGHOLQY\\WRBWEZID FX OW\K B W KW IS KK\
+ $; IRFL DVVRFLDWHG ZLWK WKH .,. o WDRBXD J, PRPX@MRZ & & REAH
|OXRUHVSittl RFHULGL]DWLRQ ' \WLIPFPX@WD)Q6#R XV O\ YRLY & D 0+ |RG

, 2 NORFL LRUWHG 33 % FHOOV + $; N®PRLFDWDWR FUBWAHH) EL WK

Vs UHVSHFWLYHO\SBRHQPH ] VEBRUPDRG MXHNUDO SU

WKURXJK + $; UHFUXLWPHQW )LJ FDQG G



' 6&866,21

7KLV VWXG\ DGGUHVVHV WKH ORQJ PWHMRD@GCL QREYLESF0H RV PR
SURFHVVHV VKDULQJSVMHYHURDVEWRPRMREX\WD\QE 0 GLOIH GHPW .
FHOOXODU FKDQJHV ,Q WKH ,J+ ORBWY SO HIHJLBRYW VKNV HX
VWUDQGY DUH PDQGDWRU\ WDUJHW R VIRBHDEEP B Q & \L R | LW KD E
D UROH LQ RULHQWLQJ WKH SURFHVIYQQJRRI GLVOBQMR @ V6 WR
UDWKHU WKDQ 6+0 7KH DLP RI RXU VWKXGR Z\DWYDWRIEW WERH BK
UHJLRQV ORFDWHG DW D SRVLWLRQ KLJKO\ UHFUXLWLQJ $,'
HYHQWY DQG EHLQJ MRLQHG DW DKKVJKVO XMHAD Y QOrD/B& HY B W
PRGHO E\ JHQHUDWLQRK.,.’BDRLBH HZK L6 L QVHR NARKBRIF/XIL Q I \M XU
WDUJHWHG E\ $,' ZUWKRX®/DDOVR UR W IOH PFOHRPX M U BoRP GHKHLI QL QJ
LQ VR WKDW &65 OLNH HYHQWYV ZRXOG HXKIEQJREZ AW RPHW
GHVSLWH WKHLU HIILFLHQW W UD QGMWRVWHSWL RE JD R G VV X Q GHLQ
UHFRPELQDWLRQ DQG MXQFWLRQ HYHIDKNVWYD WM HEB 5 Q Qb WEKHHD C
I N O H - R X
T - H$ L L FE
- :AJole
T, R/ RKHH U L Q V H
6— UHJLRQV ZHUH PXWDWHG LQ $,' H[SRHVE LRQOWLHWOIARQ DRW

WKH HQGRJHQRXV 6— UHJLRQ iRrVitke F a0V X Q GGz & e/x

DFWRUV Rl ERWK 6+0KDDKO R &HFUXUMWHG VR WK H6L QWHUMR Q
ILQGLQJ LV WKH XQH[SHFWHG KLJK RXQWIW QR D QGD WD NRQ!

UHJDUGOHVYV RI WKHLU GLVWKOIQFH ,IU RPRWKX\WH FBURPRMWHILY DU



IRU $," UHFUXLWPHQW RQWR ERWK SHRWRQGHE BR+OWKKR ZV6\
LOQVHUWHG 6 U érLse @ RIGKIDXOPAMWHAM MWW KH SDWWHUQ RI $,' UHFU
UHPLQLVFHQW WR UNKMW IURE XWUWHR WR G H 8 SIRU WKIG-FK QVBH FRU
ZDV LQVHU\BM#BGOREF XWKIKY WHWKHULQY BY $,0Q DLSBMHDIWQVLE ¢
WUDQVFULEHG 6 UHJLRQV +BRIE HPRHGIH OEZ KIRQNV UBIV MR YR MDD |
ZHUH IUHH Rl $ZH WRXQBGHO VRVWDLQHG KLJK 6+0 INDWH W
UHJLRQ WKDW FDQQRW EH )OO\ U RE B K i@ WWRHW KSH ' |\ DWW K\M K]
.,.6 PRGHO WKH 9- JHQN LAORY HWW B OWKH/ SEMHFWHG WR 6+0
GLVWDO * ULFK 6 UFRUKR®VQRMWWRROV RV PWKAWDQHW EURXJIKR
WUDQVRUUBEHIGA RQ DV LW FHUWDLQOWVURKKRIDWYVH W HQ®

UHJLRQV XSRQ GLVWDQFHV XS WR NE

,Q FXUUHQW PRGHOQV RI RRBBHUL BKQHRQVYVLQVS5EODRRHG WR DO
JHQHUDWLRQ E\ $,' DQE G 16%RY VWKB LJ M HFE UPORKL@H WK H
$FFRUGLQJO\ L D®HIEADGLO\ GHWHKWMH G DWK. V. K ROLRF L, 6MR LW

UHJLRQV DW RMKE B8 U Q DMKHN HDA 64D DWABOWMR WQFUHDVHG 6+0
WKH RFFXUUHQFH RIHSmVUDAQ Y W KR c .0\ GH\
I © WH J1R Q@ GMXDWH HOL NG\ I

I[IURP UHVHFWLRQ D\QWHRDPHUAKHOPEGULWOVOLF VR 1GRUPDO ,J+ 6
'6%V $OWRIHWKHU WKMHWH YV6SKOWWGBHERQVGHN KLIJK $," WDUJHW
'6%V DUH DOVR JHQHUDWHG DQG QRUPDOO\ SURFHVVHG LQW!
WKH .,.6 ORFXV WR XQGHUJR &65 PRVW OLNHO\ UHIOHFWYV D (
6 DQG RU WKHLXLWAHQWLHQWRUHFS IDFWRULHV™ VXSSRUWL
GLVWDQFH 7KLV BRHULWK UFHRPFSQW LVW XGLHV VKRZLQJ WKDV
HITLFLHQF\ HQGRQXFOHDVHV , 6FH,UHHBDIQREDQWON RWR& H VW

JHQHK® DIRLQLQJ PHFKDQLV P RADHG WD Q M E WKWK B RPRR & PISG! F



ORFDOL]DWLRQ SURY LWGEH/G GVEDWKWSE®HDGHIBUERPQJH RI WKH
GHSHQGHQW '1$ GDPDJH @WWKRRQK/ N X F KWPLRQGE DO X Q G WHOIHYH G
FHOO FDQ HIILFLHQWO \cik DIQW GHL IGH. WY W® QUR F6 % &5 [ fllo wL s o
| R0V KRBVWVRBHINGRQXFOHDVH GLUHFWO\ Jt
QHHGV SURFHVWIQIGRI1YLEXBOHOWW DBSWDLW 6 HW RMKRIE WK H U
ORZ 6+0 REVHUYHG LQ 6 UHJLRQV RJ ¥Y&R% & H BVOGHD \\FHR QWK \DKVH
HQGRQXFOHDVHV LREXKRHGBGHQO®BN RWKHZRWIQRKHRQRIBKBHG "1°
VKRXOG EH UDUH LQ SK\VLRORJ\ @H&&5 QD FUWRRIUDH W W IR QB LHJ
MRLQHG DQG UHSDLUHG ,Q DGGLWLWQ[WEIRHY L YL G RBHSU'R HHN
*RVWLVVD D FRIQERWOQORQ UBG HEMNGLYE5$D'W. Q&KX ,J+ RU .,
LQ ZKLFK EOXQWLBQGV DUWRFHVVHGWKRURXHBNHUY+QJWRFXV L
IDFW $," UHPRGHQOQLOORFXW UHVHPEOH® P&RESHOINRI+ 3p3

RU $," & WHUPLQDW WHZILWRKR ®@RWPIO GMOKDWHI LR WH AVRZRELQD
RQO\ UDUH &65 MXQFWLRQV EHWZKHIDM & X\FW DEHWHE WM IR RQ Y H

IDFWRU\" FRP SR QHQRXUDRRIGBBY HEW 65 RRAXRDO ,WKKE .,.6 ORI
PLJKW WKHQ VLPSO\ GHPRQVWUDWIRMENEBIHEVLY HIJUR BV XLLQWP
1o Fw [ < RH 6,

e > b r<HQU 60 B 0L
N H QW D QC
T > Q. 6 © R
I OER @ICSIIRB® V HH WWKKDXW EH VLG H
SRVVLELOLW\ ERWMPBIQOHE REHU ORQJ GLVWDQFHYV RGWLPDO &
UHJXODWRU\ HO HPH® W\ DBV UG L WEBQMSHW LUIHR IQRXFWO HQW DUHD
IXQFWLRQDO DELOLW\ WR FRRUGLQIWRPRWE ORQRRLDGIHH GLH
+HUHE\ FRQVWUDLQLQRF66 2R K 1 QI#R KHOS SUHlPwW vLG

I U S K\ VL



) 1/ \D\® DL
I W R ZKDW H[WHQW

7KLV ZRUN EULQJY QHH IPROHKX\ODIS G MY GHPRDORQ BRD &6V LQ
SK\WLRORJLFDOO\ WDWJWWBGVE\UHS WMER B Q WSOHIF DQBG RFEXUU
UHSDLUV E\ F 1+(- DQW RQ & WQVPLIRIRRESU L HI MK XV SURSRVH WKD
HYHQWYV RI &65 |URPQMWIL EQ QWRGRILHD QUBIQH FIWR D B\%VURL FK W L
DQG VSOLFHG JHQRPLF SRVLWLRQ WDKHHWH G REVXSS'E REA MBRQYW
WKH DGGLWLRQRDFROPPUWLRQY SRUVOEHWZHHQ $," WDUJHWYV
FDQGLGDWH IRU DWAWHHIP ERIQEGL WKRIQWDLY REYLRXVO\ WKH 55
GUDVWLFDOO\ LP S MR \&BBZMQWERZ DRISD /R QI +UND\QIDB Y QWHUDF
EHWZHHQ ,J+ 55 (— DQG , SURPRWHU DFWLYDWHG E\ VSHFL
DFFHSWRU 6 UHJLRQ WR LQWHUDFWWDRLIOBW\ RIKEH @ ¥FRXDBVL
6LQFH 55 GHOHWLRQV JOREDOO\ DLWAF WRIRSS QJH [ 61 XK@ FAWL B C
KDUGO\ EH DQDO\]HGI BL NFQRW M R K W\RE8 U WIOHODRVAIR @ R */7 F
FRQFRPLWDQW ODFNVRQ Y \}QIMISR/H § VB NRRR RIBI5QLVQ W K545 QPDX W D Q
UHPDLQV WR EH D®XQHFWLHR® RKMW DHO REX W RRW R SR WL GOIW
WKLV LVVXH 2WKEBDWBRWR QD OVKDWSGEPRW BEFHSWRU 6 |
WUDQVFULSW L18FG 5 QIGRESDOMGH SMUWHIFUXLWKQO H 68 UKW R UV
LQYHVWLJIDWLRQVSBEUHH QHKRSHVD BMEIOFIRRI RUKHVH HOHPHQW)\
VWUDWHJ\ DOUHDG\ KK PG @ LD QIHKXN RPWQWY IRU HIILELH

EH\RQG WUDQVFULSWWIWR® QF ' RFIFKWXIMDFFH RI '6%V



0(7+2'6

*HQHUDWLRQ RI7TKH PUFWLRXVO\ GBaWiFULEHIBPHQWEURP WKH
FRQWDLQLQJ WKH - VHJIPHQWY BRE B ZWPHIWH®RFDWHG
GRZQVWUHDP RI - GZDYGHOH SO0 BWE HQ [D DROW Z K@ Iy W IKIWOVFHA R (
Rl WKH IUDJPHQWYV FRPSRVEg) Wi FREOSRWXIIIIERQwWHY 6—
L Ul
I X P E
I - . 5 R 9/sieH 8 [ QRVD U )
I > U B U HR@ R X2
I 1 /)HFDFO Y WWERG LTH W KH TR O

SDUWV ZHUH WKHQ DGGHG WKH PXURGW REAVEBL QLQJ KE RIB
& D NE IUDJPHQW FRQWDLQLQJ 94QJ GHRE®RW HURDQ G QV KK
FRGRQ ZDV UHSODFHG E\ D VWRS FRXIRMODED R U GHRQW B @G PIL K
6 $ QHRP\FLQH UHV L5V WOIDQDANHH BH DIHW KAMRY RL Q R HU WIVGHE R Z Q V'
6 8SVWUHDP RI WPKHKS L QBIUNPL @D WH \Q@V HUNAQHHG ZIRW LQHJIJDWL Y H
DIJDLQVW UDQGRP PE@WHRIQUFW.\RRP ( {/6HBEQHFEWHGEGHZLWK OLQ!
DQG VHOHFWHG E\ DG®IQFLRQRRYLYU MHEQFX@ \W6X B 8 RRHG VKR ZL Q.
KRPRORJRXV UH FR PJE LGAXVRE\ K RWWIDWHE EDBW @QWR & %/ E
DQG UHVXOWLQJ FKLPHUDV ZHUH P DWHY ZWWH Q& E %K G & QWKD(
PLFH D JLIW IURPOU%HWKHVSIOD 0' WRHREWDMIGY.P6LBRQHDJIH
DQ\ WUDQVF UHSW WR@DO! &R P BPKRIW HWR 0L FHAUWHUQHHIG EY VB &5 R L
SUHVHQFH RI WKH X& PDKHQ IRLR & RCP KN J R XY OMRNOHR B &0 W K H
ZHUH EUHG DQG PDLQWDLQHG LQ SOCHGKBWHQ | ZHiH NF\R @G DWHR

SURWRFROV XVHG GDREAHREHH@ D% & WWOWHCR IRJODWH. PIDHDZ HH SH U L |



,PPXQLIDWLRQ DQG Vs (I > O L QM H
' H U H E
I (D IRV H65 % R DV@® VG D

ZHUH FXOWXUHG DW MPHOGB ¥ VW/W\QRS5 3 0i, VXSSOHPHQWHG ZL'
VHUXP )&6 HLWKHUS3BLVEKIPM$PGULFXD BODY¥XHQWLULDQFH D
SOXV QJP/,/ 3HSUR7HFK 5RFK\ +R/OMQWL &R U 5 ' BOXW H P

OLQQHDSROLV 01

YORZ F\AWRPHWU\ DG® WHBDRGY. RV VWLGQUER U WIWBIQQV. QY X DIP& IFHO O
H[SHULPHQWY DUH GHWDLOHG LQ 6X$\SD® P8 QM NUZ HDHE GIR Q H)
3KDUPLQJHQ /65)RUWHVVDS F\WRPHWHY" )B&EDLXHDUWHRWKZHEU B (
%LRVFLHQFHV 6DEHROXOHY V,\§ WRBHWIUNRAD MOBR FHWKVLQJ %
F\WRIL[ F\WRSHUP NAD\QXRDPWXUQU WKHQVWUXFWLRQV %' %L
DQDO\WHYV JHUPLQDOKFHERQWHDQ® UHSWILYRIHIDW %3AKOOV IUR
3H\HU V SDWFKHVODHVRUWRILON HHF S B R @ HDQW'V3EBUR LR A B

)$&69DQWDJHS FHOO DQDO\]HU

6+0 DQG 6 MXQFWIRQ FORLFOWSHMIRP WRWBIOHIHEHOPWV S6 MXQF
VRUWHG % FHO ODVXEMH WVLDDW WIVBWREG GXIRNWH LSOOV HLS VH T
6+0 ZHUH DPSOLILHG KNLKQJILTKXOMLRQ'I 4 ISR QOB BDRGH% LR/DEV
SULPHUV LQGLFDWHDG® \LYL B XS FOHRRHIB WQWHRFE WRO 73URPHJID 0
:, VHTXHQFHG ZLWK WKH %LJ'\H 7HUFLYPMWRUHNLWSE@DHG |
%LRV\VWHPV DQG DQDO\JHG XVLQJ ) HOFRXTOWHRE WR D UHHD FOKX WH
WKHQ DGGHG DQG GQXPEHG R\ W& B GHRAGDERXFEOMIRMIL P X WD W LF

JRU MXQFWLRQ DYDOXNEFMYFWHEMWR W2ARKUGN QWM RISBE S HUV



6XSSOHPHQWDU\ WLURXQTKRRONBIENWFHG LQ F\FOHV IROORZHG

R F\FOHV

(/1,63 DVVBXWPDQ DQG PRXVNIIEEEEG-FKPLQQ \HU® .LURPLFH
ZHUH HYDOXDWHG E\ (/,6%$ DV SWHWILEAXV O FRENN ZHEHYRWE 1
'HQPDUN ZHUH FRZWWE& R¥-HUQ LZKWKWLERGRLFHWYL D6W B SIDQH P HQ V/
LQ 1D+&2 EXIIHU WXOHQVHYRFHHIE ZQWK %66 FROWDPLQ@L DQG
GLOXWHG VHUD VIBR/SDHHYHRIQ¥WHOVEPGEORD O KQBEW KRVSKDWD!
DQWLERGLHYV ZHUH LQFXEDWHG IRWH G GLW LR P&RD GGl LRVAJRR

SKRVSKDWH 6LJPD 3 ®G SOMKW HYHDIB. GIRQKH DWS$)$6QMHQLXVS G

7TUDQVFULSWYRDIDDSMIBVIURP 3 HDWUH MWWEDW WKIKGY Z2Z WK 75, 5HD.
$PELRQ $XVWLQ R WBHFRNGXIPFWDOOQKHU IV-FURWRKNVRHG IRU F
VIQWKHVLYVY XVLQJ KH[DPHUHV $SSOLKBGE LPIDRM\WW B RV F UBLPSS/DV
SHUIRUPHG XVLQJ G URP&HUS/SOPE® HEDARYES )JIUHHQ@LOVDK WHU OL[

%LRV\VWHPV DFFRUGLQJ WR WKH PB$)X+DFW KB MV HNHE RLRQIP |

,PPXQR ),6+*& % FHOOVIURP PXULQHFXHWUHWHDAW RSSHG RQW
O\WLQH VOLGHYV DOQWDILRHFP ZOEKK\GRIRIRWHPERQUDW XYUH $IWH
ZLWK 3%6 FHOOV(MHHB E3HWRHDEVULWMROQW URRP WIRPSHUDWX
ZHUH VWDILQKG DQWKERG\ OLOOLSRUH RYWHFRQE&WUD WR
DOQOWL PRXVH ,J* ,QYLWURJIHQ GXULQJ RQH KRXU DW UF
3%6 7ZHHQ FHOQMW BHUH SBDYWDIRWP FPQQHXKWGHRIRP WHPSH
DQG SHUPHDELOL]HG ZLWK WULWRQ RP WHRSHUDWIRWH 'AIQD'
ZDV SHUIRUPHG GXUL®&0 PMQ WRAWK WHWPIISBINYWIOHUH Q@ VHG

FROG 3%6 &HOO\WZRNUHURBEJIKIWS DIW J 4 &RAML VWIB ,JK' fSUREHV



ODEHOHG ZLWK G8BRBHHR[ZEKHQQLMNWWHGIDVKHOAW ZHE6& DW

PLQ DQG ; 66& DW WRRMRWHPSHUDWIKQFFEDWMZHUWK DQWL
), 7& $EFDP K DW URRP WHPSHUDWXUH, BQ& JDYBE G\WWK
ZHUH PRXQWHG ZLW R Y HMDENY K [F-DOIGH® ZHEWHK DIFJ HSL IO XRUH V
LQYHUWHG PLFURVFRSH 2SW$FDO VHEVELRQW- N HESIMBDRMRO OHF

VWDFNV ZHUH GHFRQYRQXDAM HWEZDWIHYLIMKG, PQIOHOAVWRIWZD UH

I | DFF

I \ GHVFULEHG

6WDWLVWLFIXH /YQMDON VYV W L FIDO@ X\CHWY AV G X VHHGHEYERHNYVE HNUZAH H Q
LQGLFDWHG LQ OHIJXKYGYJIDUE VP UHDSBK@BG 'VRIWRBYED O X6V

ZHUH FR® WLGBUILFDQW



5()(5(1&(6
&KDXGKXUL - $OW ) : &ODVV BDDNFKI WHFR@¥EE QIDSW
GHDPLQDWLRQ DNaGReV.Smchtn®ID L U +
X = =DQ + 3RQH ( - 0DL 7 EXDMDEFODYV K PPXWYI
UHFRPELQDWLRQ MDAXH WNaD Rel2 QrBuBdH \R Q &
0ODQLV - 3 7LDQ O $OW ) : OHFEXDW\L W LDMFXK FRHF\W E
Trends Immunol. +
6WDYQH]JHU 1RUGXQYH® 6SHFBLULIFAW)\ERXRIOL®@PKORYORKDLQ

FRUUHODWHY ZLWK DFWLYLW\ RI JHUAQLEMB@IHDY\+FKDLQ .

+RQMR 7 .LQRVKLWD . OXUDPDWVX 0 OROHFXOD
UHFRPELQDWLRQ OLQNDJH ZAnNWKRM/RMDWMOLF K\SHUPXWDWLR
&KDXGK»tUh. 7UDQVFULSWLRQ WDUJHWHG '1$ GHDPLQDW
GLYHUVLILFDNAWRQ HQJ4PH

+HLQ@tal. 3URFHVVLQJ RI VZIMWEKTW UDIDE A B QSWIFRIG\WAMDIVR|
UHFR P E LIQEBXMWME&RIQ +

1RZDN 8 ODWWKHZV $ - =KHQJOI6FLQIKDKIEKXDW RY 3 K%

ZLWK WKH F\WLGLQBQGHDPRPRWH \3 ELYBILWFKRU SRR '1$

Immunol. +
6WDYQH]JHU - *XLNHPD - ( - 6B RGDGHIIIX OO W L @I FKIDE
UHF R P E LAQMuVRER Ihmunol. +

3HUORW 7 $OWQ) & #%D6XK + (ORERGNWLRY BRRQLF HQK
IXQFWLRQV YLD JHwe Natl @dad SEH.QIBWLRQ  +
'XQQLFNeta. $ZLWFK UHFRPELQDWLRQ DQG VRPDBALW KNSH |

KHDY\ FKDLQ T HQIERQPQWeHU UHJERQ



ILQFHQW dEHHQYRRLF GHOHWLRQ RI WKH ZKROHKNM+ ¢ UH
KV E DQG KV GUDPDWLFDOO\ DIIHFOW ,BODHA M MLWR K WURH
Blood +

5RXDXegal.37KH ,J+  UHJXODWRU\ UHJLRQ FRQWUHRDOR/L QRXF
FHQW H UJ.%xH M&IO V +

5XVK - 6 )XJPDQQ 6 6FKDWIHSH® G6\WI JIHY BR XE O

EUHDNV DUH WKH SUHGRPLQDQW "100HMV L\RAQW AK UnHHF\R A BL

I+

Immunol.

&DVHO&@BY&BQWULEXWLRQ RI UHFHSWRU HGScMhc®dJ WR W
+

SHWHUV $ 6WRUE 8 6RPDWLF K\OHQPXM@DHWLRY RILQ

WUDQVFULSWhRatL QLWLDWLRQ

5H\QD Xetal.6, QW HUDOOHOLF FODVV VZLWFK UHF®R\P MR W DI

VZLWFKLQJ LQ B.RMhbl.% FHODHV

/DIIOHetdl. MPXQRJOREXOLQ JHQHV XQGHUJR OWJQRW PROOMMH

DIWHU FLV EXW @\ V& DVUW VH QW REIBKDIFMMEE L Q DAW LR Q

5RXDXetal.3(OXFLGDWLRQ RI WKODWYLVEDWEK UM BERRPLOQ W

GHOHWLRQ RUMNWKID DIMB. BXpUMed.LRQ =

;LDQJ < *DUUDUG : 7 7KH 'RZQWXDKFAMHU/UPDRVERBNVE

UHJXODWHYV PRXVH ,J NDSSD JHQH HI[ISRIHNMIUIOA.Q DQG+xVRPD)

/IHEHFTXH 6 * *HDUKDUW 3 - WRWQEQOULRKYV URID VA
LPPXQRJOREXOLQ JHQHV 1 ERXQGDERXQYG@HD W W KRB SSARR P

NE IURP 9 ' J. BxXp.QMdd. *



&KHQ = 9LERROVLWWLVHUL 6 6 219&4RQQRU % 3 :DQ

5HIJXODWHYV WKH JUHTXHQF\ RI $FWLY DWLRBRYWDGXHES 'HDF
GRL MLPPXQRO

1DJDRND + OXUDPDWVX O <DPDPRQMR1 7 .BOEWYKDWRDRR

GHDPLQDVH $,' GLUHFWHG K\SHUPXWDWULIRILRQ WRSOLFD

$," LQOYROYHPHQW LQ D FRPPRQ VWHDRG ACPDWY ELKABSK WA

J. Exp. Med. +

%DUUHWR 9 5HLQD 6DQ ODUWLQ. @ SDPLNVIRQIEHEI OF %!

WHUPLQDO GHOHWLRQ RI $,'" XQFRXSIORR/ \FROID/W LY ZK VEHKU R

DQG JHQH FRA CHIUVLRE

5HLQD 6DQ @DaWLY;, W UHTXLUHG IRU UHFRPELQDWLRQ

VZLWFK UHJLRQV EXW QRW IRU LQWWMDPYD N IWFFK\ SHIEKB.X @/ D)W |

Med. +

.XDQJ ) [/ IXR = 6FKDUII 0 ' + WHHWHWK\OFKURB

PRGLILFDWLRQV DWHK BUURVLODANMFPMAYHFRPELQDWLRQ

:DQJ |/ :XHUIIHO 5 JHOGPDQ 6 WHODPOLFKBE WHILRQ.NI

51$ SRO\PHUDVH ,, DQG KLVWRQH PREAHVNFDW®ILE®QW\ FA)HD

VZLWFK UHFREBLEDWLRQ +

%RWKPétd. $%3 UHIJXODWHV 'D®CUNMMHFWKRQFH EBWGHHQ

DOWHUQDWL Y HQH QR DRV VIZQ W 6 K.UEKH.VRP ELQDMW LR Q

7DNL]DZ®& al0 $, H[SUHVVLRQ OHWHIOHN M[MWAKYWP LRIHFO\F R

WUDQVORFDWLRQVRD @G FWRID MO FSIHERFHMEIO RSP H O W

*RVWL¥NVAED , D+ FODVV VZLWFKL@QRUD[G GRIIRGWH IDWD RV WARR E'H

MRLQHG LQ FLV RYHU OR QBroE.KNatR RRY B NS.AGLVWDRQFHYV



/ILX ebal. 7ZR OHYHOV RI SURWHFWLRQ IRU W8 HAY A-HWDWIH

I+

Nature
=DUULCtahp $S®WLERG\ FODVV VZLWFKLQJ PHGLDWHG H\$\HD
E U H Bdience +

7D Qetd. $,' PXWDQW DQDO\VHV LQGLFDWH UHIKLARHPHQW
Nat. Immunol. +

&KHQet . $," LQLWLDWHG '1$ OHVLRQV DUH GLQFRW HQ WHD
S R S X O D.WhoRr@lv +

XHUIIHRDal. % 6 VIQDSVLY GXULQJ FODVV VZLWFIKKLVWR@W O

ORFDWHG WUDQVFULSWLRQDO HOHPNGWNNR®Y QG DEFWLYDWI

9DQ 1HVV % * &ROHFORXJK & 'BHEHWZBHBQ Y:BIULBEBWH q
JHQH VHJPHQWV RI LPPXQRJOREXOLQ NDBEBDLQHGKWQFRB
UHDUUDQJH W RtdcN\RtS Sdad. CSE.FISVA. +

ODUFX . % %DQHUML - 3HQQFQKBUAR 1 $7 |ODIUNLEQJ |
LPPXQRJOREXOLQ KH DN JAHRIL Q HERHAKE DYSIHDAR JEBE LW\ LQ
RI LQEUHG PRX%IVH VWUDLQYV

+DFNQH\et-al. $1$ WDUJHWV RI $,' GIYRND XBMVRZQTHQ DQWLE
K\SHUPXWDWLRQ DQG FO DAYV, IMBWM.FK UHRFRPELQDWLRQ
IHXQJ + ODL]JHOV 1 5HJXODWLRQDWQE& QW DY JHWLLDIF RL

VXEVWUDWHY FDUU\LQJ LPPXQRJOR&XEILQOVZLWFK UHJLRQ

6KDQPXJDP $ 6KL 0 - <DXFK /U 6GWDYQWHIBHQFH IRHD
6SHFLILF )DFWRWRE XQL®PXRWIDEKpAZEdW FK L @J
=DUULQ $ $ *RIl 3 + G6HQJHUWEK VEHOWHRFHW IXQFWLF

HQGRJHQRXV 6 D@QMRLERGL PO B Exp Med L W F K 1+Q J



6LUDF & &DUULRQ & 'XFKH] 6 LBRWWHKDLQ L&FEDXV LI
WHUPLQDO % FHOO GLIIHUHQWLDWLR® DXMR PRE WA K WWQ |

Acad. Sci. U.S.A.

I+

6DERXtAL & WHUPLQDO UHJLRQ RI DFWLYDWLRQVW QGXKXHQG H

IRU HIILFLHQW FODVV VZLWFK UHPRP NatQAC§d L RIQUB.AG JHQH

+

$&.12:/('*(0(176

'H ZRXOG OLNH WRRW WK® ND W K PD\ODWHIHFOLA EWW RIFPGARDK B RBL D L W
/LPRJHV 8QLYHUWKIGNVDMULF@WQBOS\ DGO WODWER 5RU KHO
GLVEFXVVLRQV 7KLWERUR\ 2DV YWSSIRRODERGXHLORBHVILQ $JIH
IDWLRQDOH GH ODVBRFKBWERB B& % UDMDEDHFKHUPK D QB U % D
E\ JUDQWYV IURP WKH W HQJFHK BR YIDWQMRQDOH GH OD 5HFKHUF!
FRQWUH OH &DQFHU

$XWKRU FRQWULEXWLRQV

)/ SHHEE6 ' 1 DQ®KGEHBSHURPHQWE /OIS R @D ®\QIBG) /| GHYH
H[SHULPHQWDO PRGFHROQPH&YBG ® @ BWXSEUYLNHG &VKHQ G & 6

WKH PDQXVFULSMRQNMMK FERR @ WA LIEQ®/ 6 / 1

6XSSOHPHQWDU\ ,QIRUPDWLRQ DFFRPSDQLHV WKLYV SDSHU D\

KWWS Z72Z QDWXUH FRP QDWXUHFRPPXQLFDWLRQV

7KH DXWKRUV GHFODUH QR FRQIOLFW RI LQWHUHVW






),*85(6 /(*(1'6
JLJXUH 5HSUHVHQWDWLRQ DQG H|SQRWLIRRXDAI. W&KME-.,.6 OR
UHDUUDQJHPHQWY DO GG YHZILRWK D, KWXEONOLMWRILE 6 UHIJLRQV

H[FLVLQJ K& DQG \LHOGLQJ ,J ZLWK PXULQH &

JLIXUH /IRZ OHYHOHFIRZEL QDWHRQ IDQ5H SUPIVHOQWDWLYH IOR

F\WWRPHWU\ DQDO\VHV RI| &65 UQRBSOHKWL P FXQIOWGYWPLFH 3H

% FHOOV H[SUHWULIQQH, J* sRURE G 65 H ! ILf
T V' L R Q
T, @ F\ L Q

I © G 65 9% & L
I, S H:Q G PIORM S H U
B - 6 WSYUHVHQWDW LYBIQID®\A B VWRIPKX\WPD & H[GE HP\VRKRD
DPRQJ wFHOOV LQ 3H\|IGEGW\ .- 6HY, RDQG6.$6 $PLFH

BHUFHQWDJH RQ RWRWDO % RB®OW SDOQHO DQG RQ JHUPLQDO

*/ LV UHSUHVHQWHG ERWWRP SDQHO

J)LIXUH $QDO\WVLV RI .,.6 &65 OLNH MXQFWLRQV

D /RFDWLRQ RI "1$ EUHDNV YHUWLERW®QR@HVYPBEQ L6FB WWKESL (
VHTXHQFHGEMERWHWRAQ UDWHVL@P MRDYHE B -SHBRE RFPQ G WBH
LQGLFDWHG DERYHJWHKA VS ML JFHIWD U@ WHES LBR S| RRKMDULRMMD O WR W

VHTXHQFHV FDUU\LRIWIOKWHLQ R N EIHQUCRWK D WHGH LAOX WEKHHUFRDLQG F



VHTXHQFHV DQD@\|IHBG WK H 68 QRAHUBRIDIOD¥KVFRDBMWFURKRPRO|
6 6 MXQFWLRQV LQO.V.6+1&/ % RFIH D PN UFHHDUWH/HQ R W K6 SM X Q
VHTXHQFHV ZLWK LQB LEDHMUOD § XFOBI@MSHIQI VER \RH BPHUV 2/
RI VHTXHQFHY DQBO\QHEFDWHGK VB B DXODOFE VRQUAHMR W K U H
QXFOHRWLGHYV DMW WEKRH MG @] HRIGRIF® U RIS R PR 6 R W RI WR
MXQFWLEQNQBRUHVXOWYV ZHUH REMTHOMGEQW RHASHULPHQWYV L

SDWFKHV RI PLFH ZHUH SRROHG

J)LJXUH .,.6 ORFXV LV DFFHVVLEOH WR $,'

D $QDO\VLV RI PXWODW URQVRLD D F.BR WGLIGP WEW - /BB LBWD Q H O
SULPHUV XVHG IRKPP\S OILUIURYW L PROWRI DPSDOQKO WY WKDW
UHDUUDQJHGE WHR FOHOQOVW KK W QDR EG/RXVE HRUH-FIWWRS RU -
UHDUUDQJHPHQWYV )RIHEBWKXQJHPKOGW®G - SDQUWURIQ6— UHJILF
VHTXHQFHG 5LJKW BODO\Y HYLRI FKDEQWW\WRDRQWLER®Y IURP VRUYV
FHQWHU3¥YYDV3H\HU V SDWFKHV % FHOOV IURP .SIBHPLFH 6
FKDUWY DUH SURSREHW LRR QIO XAHRQ KNG FORCPWIHG) QWKPHEH UV R1 P
1XPEHUV Rl DQDO\]HG VHTXHQFHV FHQWHU RI SLH FKDUWV |
DUH LQGLFDWHG EH®RZOSNVHVWVRDBPWWDVLROQWILRQ,IBRP WKH
FHOOVDDWHTXHQFHG UHJLRK [DPGIOAD MHEEZIRIZPH UW VK K UMAWH
3LH FKDUW IHDW XUH VDD B Hs @K®\ WID\WP IR IGPKDADMA. REVYLIRQ IURP \
VDPH FHOBMV6BVXHQFHG UHJLRX IDPGIORDMHIGEIIRIZAH LW VKR U
UHSUHVHQWH X UHH FED WK HENDIPHD B/ Q@ HOUHVHQWLQJ WKH

VRPDWLF K\SHUPXWD® L[ RQOURFQ L Q6 3\ HURHSOWHRFHKRNF .,.6 PLF

J)LIXUH 'RXEOH VWUDQG EUHDNV RFFXU QRUPDOO\ LQ .,.6 6



D 7KH QXPEHU RI GHONWLRQVZEMFRIUMRLRQV LV VKRZQ DW V
.,.6 PLEFH 7RWDO ©@XJPHEH Q XA OHRIW L G MAR 8§ VR L GIGEFRTEIAEYRQ R |

PLFURKRPRORJ\ DWQWRMD Q. 66 * & %QFHOLRW HSWRWRIQWYV WKH S
MXQFWLRQ VHTXKNMHG Q XZEWHKRMWQGLH BES HW BB ) X)REHU R1 H[SHU
WKH VDPH D¥1© $LDVVRFLDWLRQNZOW.K. 6J%& % FHOOV +LVWR
UHSUHVHQWYV W K HQERFEH @®MQA\R ¢ FSE-MDLE® HGOWAD YBWLYUH FRP
P YDOXH FDOFXOD W HGFWLWHKVDV) L VEKHRIQ &/ I5HBLU HVBH@QW DWLYH L

FRORFDOL]DWHKRE) EHWK HHQOGRWXSDQHO® OREB XL WKLJKW SDQHO

EDU —P
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6XSSOHPHQWDU\ ,QIRUPDWLRQ IRU

6ZLWFK Wpet3¢e ’QVYIJIJHU D ORQJ UDWKBVH,L\D RWRW FWLIRBDOHQW
FODVV VZLWFK UHFRPELQDWLRQ

/HF KR X¥t2Q H

6XSSOHPHQWDU\ ILIXUH OHJHQGV

I <07 F HWORPHW RN D RMEDN QL % FUHRORO V, . 8%
PLFH VWDLQHG ZLWKHK )& & (FRRSOHBUIRMRWUSPH FRQ,7& 2Q

FHOOV LQFOXGHG LQ WKH ORZHU DDWM W [FM EWHL BR QP\XLLUAE_HUHI
'DWD DUH UHSUH VSpa@WW H FSIHUL@EHUYIIR z PLF
I, O RQ LPP
I 0 QG .,.6 PLFH
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6XSSOHPHQWDU\ )LJXUH IRFXV UHSUHQH QW DW NR\QX ®\Q G
5HSUHVHQWDN URIQ RUDQKHG .,.6 ORFXV ZLWK ORFINWLRQ R

XVHG LQ WKLY RAMWXGAHTXHQFHY DQG XVHV RI WKHVH SULPH!

6 XSSOHPHQWDU\ )LJXUH 6— 6 MERHI BW QFERIY RW M X @ FO\RHR
3H\HU V SDWFKHV FHOOV DUH FRPSDUHG WRRFNRORBQEMYV

UHSUHVHQWHG LQ QUDL Q&RPH H X\KFHARMMURHDLFF 6UHJILAW -
VHTXHQFH GRZQVWUHDP 6 6

I DWW R H
I > 3D QBHA V UBIUUREYXHDG DQG VL]H RI Y
DPSOLILFDWLRQ E\ 3&5 DUH LQGLFBWWIGR SRR UHH/EK \WQ D QW
SURGXFWV LV VKRzZQ 7kKH '1$ ons (G UL sW
I LR DH &/ RE
T  H U L P H ¢
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.,.6 OREXV e IIQ’ o
‘N UHDUUDQJH L ORI3

3ULPHU 6HTXHQFH IURP WR 8VH

9.FRQVHQVXV &$*677&$*7T**&$*7T**57&:**58& IN &Nragst@6IDN K

6PX.,.6UHY &8&$$&$&$*&*7$*8$73*& 9N 6— DQG ,J+ 6— 6+0
6J PIRU%JIO,,  $7&*7T$*$T&T&T*****$77$7**$$$8&7 6 6+0

6J .,.6UHY $*&TT**78&&E&STSELETTE 6 640

,QW-N IRU *$rESSET SR T &S 6— 6 MXQFWLRQV

.,.6J UHY *QTT**&T**$&*T$$$&7 & 6— 6 MXQFWLRQV

,QW-N IRU wrrx g SEESS* STRT $* 6— 6 MXQFWLRQV

.,.6J UHY AT TR PR PTHFRERKTTS* 6— 6 MXQFWLRQV

8S-. PEHY  &*&7&$*&T7T7&$&B&T*$& -N  6+0

1RW VKRZQ LQ D

/9N P)RU T*&$*$T7T7T7&S*&TTRE&T™ 6 SULPDU\ WKURQVFULSWYV DQG &
6J 5 .,.6 * TR TR TRES*TTTT&T™ 6 SULPDU\ WUDQVFULSWYV DQG &K,3
6PX).,.6 $7$&7S7**78&$&$*&**&& 6PX SULPDU\ WUDQVFULSWV DQG &K,3
6PX5.,.6 $*$$*&$&T7&$*$*$$*& & & 6PX SULPDU\ WUDQVFULSWYV DQG &K,3
&NP5HY *&$E&ETEESST*TT$$&T*& /9N P&N WUDQVFULSWYV
&NK5HY *PRTTE&*&S**&*TS*$&TT 9N K&N WUDQVFULSWYV
0%5 6 *TR&&*TT*T&T***7T&$&T7T&$& ,J+ 6— 6+0
&DOSKDUHY *&$*T7&&TEP$*E*&T**&  trans- &65
T(LNK)RU $&**REFTET*TT*$&TT&T&E&&S* &S .,.6 OR@G XV FRQVWUXFWL
S$&NKUHY $r&F*QEFEFEFHF*FET*T&KTT*&S$*  .,.6 ORFXWIFRRRVWUXF
S9N P P& EFT*T*T &S *& P& ST*$$$7 .,.6 ORFXV FROR@/ UXF
/9N PEWRS $*&**&&*&&7&T7*77$&&T7&$**&$&T7* .,.6 \ORERRNW RQ
6J PIRU Q&K TH****GTTST7T**$$$& &7 .,.6 ORFXV FRQVWUXFWLR
6J 5HYP $*&**REFEEKTT &S *&S**TTSTT7&S .,.6 ORFXVRRRQVWUXFWL
6S T$777$**7*$&$&T7$7$* 6HTXHQFLQJ
7 737 $&*$&T&P&KTST $*** 6HTXHQFLQJ
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IntJk5 AGAGGAAAGTAATTAATACTATGGTCACAG---------m-moomoeoomoeaoeee IntJk5 ACAGCTGAGTCGAGATGGGTGGGCTTCTCT-mmmmmmmmmmmmmemmemmmemeenaee
1 AGAGGAGGGCATTCAATACTATGGTCACAGGGAGTTGGGGTGGGTGGGACGTGGGGACEHR ATGGCTGAGCCGAGATGGGTGGGCTTTTCTAGAGGTGAGCTGGGGTAGGTTGGAGTATGG
S 3 GGAGCTAGGGTGGGTGGGATGTGGGGACCA LS T AGAGGTGAGCTGGGGTAGGTTGGAGTATGG

IntJk5 AATGAAGTAGACTGTAATGAACTGGAATGA-- S GAGATGGGGTGAGATGGGGTGAGCTGAGCTGGGCrmmrmmmemmmmmmemmmmmnem v
2 GATGAAGTAGACTGTTATGAACTGGAATGAATGCATCGATGCATCGATGTCGAGGAATTC27 = GAGATGGGGTGAGATGGGGTGAGCTGAGCTGGGCAGATCTCAGGGAGCTGGGGAGGTGGA

S R ATGCATCGATGCATCGATGTCGAGGAATTC S 3-- --GCTGGGCAGCTCTCAGGGAGCTGGGGAGGTGGA

S GAGCTAGACTGAGCTGAGCTAGGGTGAGCTG-------m=nmmmmmmmmmmmmmmeae SH AGAGCTAAACTCTACTGCCTACACTGGACT Gormermemmemmemmemmemeamennen
3 GAGCTGGACTGAGCTGAGCTAGGGTGAGCTGTGAGTGAGGGTATGGGGACCAGGCTGC/HC AGAGCTAAACTCTACTGCCTACACTGGACTGCTGGGGTAGGAGGGAGTGTGGGGACCAGG
R —— GTAAGTGAGGGTATGGGGACCAGGCTGGGC S B GCTGGGOTAGGAGGGAGTGTGGGGACCAGS

IntJk5 GAACAAGGTTGAGAGCCCTAGTAAGCGAGG------==mmmmmmmmmmmmmmmmmnmen
Sy AGCTGGGCTGAGCTAGACTGAGCTGAG Crrnmremmemmemmemmermemmeemeee
45 GQACAAGGTTGAGAGC%‘gﬁgggéggggg?ﬁfgfgggfﬂiﬁg&gﬁmGGAATATGGA% AACTGGGCTGAGCTGGACTGGGCTGAGCCTCCAGGCTGGGCAGCTCTGGAGGAAGCTAGG
______________________________ S 3-mreeeeeeeeeeeeeo--CCAGGCTGGGCAGCTCTGGAGGGAGCTAGG
S AGGGTGAGCTGGGCTGAGCTGGGGTGAGCTGmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmanns

5 AGGGTGAGCTGGACTGAGCTGGGGTGAGCTGTGGGGTTGTGAGGACCAGGCTGGCAG%ERu
L R — GTGGGGTTGTGAGGACCAGGCTGGGCAGCT

AGCTGAGCTGGGTGAGCTGAGCTAAGCTGGGGT-rrrrmremrermremsemmeeea
AGCTGAGCTGGGTGAGCTGAGCTAAGATGGGGTAGGAGGGAGTATGAGGACTAGGTTGGG
Lo e — TGGGGTAGGAGGGAGTATGAGGACTAGGTTGGG

INtIKS TTGAGAGGAAAGTAATTAATACTATGGTCA--m-mwnrmrmsmmememememmnacmens
6  TTGAGAGGAGACTAATTAATACTATGCTCAATGGGCAGCTCTGGGGCAGCTGAGGTTAGT,
[ J A — TGGGCAGCTCTGGGGCAGCTGAGGTTAGT

Sk GAGTAGCTGAGATGGGGTGAGATGGG
GAGTAGCTGAGATGGGGTGAGATGGGCAGATACAGGTGAGCCGGGGTAAGTGGGAATATG
P — TACAGGTGAGCCGGGGTAAGTGGGAATATG

S GAGCCCTAGTAAGCGAGGCTCTAAAAAGCA--------mnnmmmmmmmmmmmmmeeeen

SH GAGCTGGGCTGAGCTAGACTGAGCTGAGCCT---------mmmmmmeememcmmmea
7 GAGCCCTAGTAAGCGAGGCTCTAAAAAGCATCTCTGGGGCAGCTGAGGTTAGTGGGAGT,
LS T CTCTGGGGCAGCTGAGGTTAGTGGGAGTG 3 GAACTGGGCTGAGCTGGACTGAGCTGAGCCTCAGGCTGGGCAGCTCTGGAGGAAGGTAGG

LSS T CTCAGGCTGGGCAGCTCTGGAGGGAGCTAGG

S GCTACGCTGTGTTGGGGTGAGCTGATCTGA----nnmmmmmmmmmmmmmcceeeee

8  GCTACGCTGTGTTGGGATGAGCTGATCTGAGGACTAGGTTGGGCAGCTACAGGTGAGCTG SH GCTAGGGTGAGCTGAGCTGGGTGAGCTGmmmommmm oo oo oo -
LSS R GGACTAGGTTGGGCAGCTACAGGTGAGCTG GCTAGGGTGAGCTGAGCTGGGTGAGCTGGGGTGGACCAGGCTGGGCAGCTCTCAGGGAAG

S 3 -emmmrmemn oo GGACCAGGCTGGGCAGCTCTCAGGGAGC
IntIk5 GAGAGGAAAGTAATTAATACTATGGTCACA------nnmmmmmmmmmmmmcneaan

9 GAGAGGAGGGTATTCAATACAATGGTCACAGGGAGTTGGGGTGGGTGGGACGTGGGGACEH GGGGTGAGCTGAGCTGAGCTCGGGGTGAGCTGAG---mmmmmmomm oo -
S B | GGGAGCTAGGGTGGGTGGGATGTGGGGACC 34 GGGGTGAGCTGAGCTGAACTAGGGTGACCTGAGTATGAGGACTAGCTTGGGCAGCTACAG

LS — GAGTATGAGGACTAGGTTGGGCAGCTACAG
INtJk5 GAATGAGCTGGGCCGCTAAGCTAAACTAGG--+------mmrmmmmmrmmmemmennn
10 GAATGACCTGGGCCGCTGAGCTAAACTAGGTCTGAAGAGGAGTTTACGTCCAGCCAGGCTSH GAGCTGGGTGAGCTGAGCTAAGCTGGGGTG-mmmxmmrmmmmmrmcmcemoaoen
e T I TCTGAAGAGGAGTTTACGTCCAGCCAAGCT 35 GAGCTGGGTGAGCTGAGCTAAGCTGGGGTGGAGGTGGAGCTGTGGGGACCAGGCTGGGCA
(S —— GGAGGTGGAGCTGTGGGGACCAGGCTGGGCA
S TAGACTGTAATGAACTGGAATGAGCTGGGC---mmmrmmmmmmrmmemmmemmemmnees
11 TAGACTGTAATGAACTGGAATGGGCTGGGCACCTCTGGGGGAGCTAGGGTAGGTGGAAGESH GCTAAACTCTACTGCCTACACTGGACTGTT---
o T —— CTGGGCAGCTCTGGGGGAGCTAGGGTAGGTGGAAGC 36 GCTAAACTCTACTGCCTACACTGGACTGTTGGGGTAGGAGGGAGTGTGGGGACCAGGCTG
LS — GGGGTAGGAGGGAGTGTGGGGACCAGGCTG

IntJk5 AAAAGCACAGCTGAGCTGAGATGGGTGGGC--

12 AAAAGCATGGCTGAGCTGAGATGGGTGGGCGAACTGGAGAAGGTTGGAATATAGGAGCAGH CTGCCTACACTGGACTGTTCTGAGCTGAGAT -wrrrrrrrerererrrrrrrrrrcee

[ e — GAACTGGGGTAGGTTGGAGTATAGGAGCAG 37 CTGCCTACACTGGAGTGTTCTGAGCTGAGATTATGGGGACTAACCTGGGCAGCTCTGGGG
S TATGGGGACTAACCTGGGCAGCTCTGGGG

IntJk5 AGAGGAAAGTAATTAATACTATGGTCACAG------m-rmmmemmmmemmmeemmeee
13 AGAGGAGAGAATTAAATAGAATGGTCACAGTGTGGGGGCCAGGCGGGGCTGTTCTCGGAGH CTGAGCTGAGCTAGGGTGAGCTGAGCTGGGT---mmmmmmmmmsrmmmmmmmmmenee
I AGTGTGGGGACCAGGCTGGGCAGCTCTCGGAG 38 CTGAGCTGAGCTGGGGTGAGCTGA-CTGGGTGAGAGAGGTAGGGTAAGTGAGGGTATGGG
S B GAGGGAGCTAGGGTAAGTGAGGGTATGGG
INtJk5 GATGAAGTAGACTGTTATGAACTGGAATGA-------nmmrmmmemmmemmmnee
14 GATGAAGTAGACTGTAATGAACTGGAATGAATGCATCGATGCATCGATGTCGAGGAATTC Sy GTAATGAACTGGAATGAGCTGGGCCGCTAAG---mmmmmmrmmmmmemmmmmeeenn
I ATGCATCGATGCATCGATGTCGAGGAATTC 39 GTAATGAACTGGAGTGAGCTGGGCCGCTAAGTACAGGTGAGCCGGGGTAAGTGGGAATAT

I TACAGGTGAGCCGGGGTAAGTGGGAATAT
S ATGGGGTGAGATGGGGTGAGCTGAGCTGGG-------nnnmmmmmmmmmmmmememnnae

15 ATGGGGTGAGATGGGGTGAGCTGAGCTGGGAGCTGAGCTGGGGTAGGAGGGAGTGTGGEE ACTTCATTAATCTAGGTTGAATAGAGCTAAA < rmemmeememmemmemmemeemes
E T e AGCTGAGCTGGGGTAGGAGGGAGTGTGGGG 40 ACTTCAATAATCTAGGTTGAATAGAGGTAAAAAGTGAGGGTATGGGGACCAGGCTGGGCA

I AAGTGAGGGTATGGGGACCAGGCTGGGCA
S AGCTGAGCTGGAGTGAGCTGAGCTGGG--mmmrmmrmmemmmemmemmmemmnmenn

16 AGCTGAGCTGGGGTGAGCTGAGCTGGGGTGCTGTAGGTGAGCTGGGGTAGGAGGGAGIAIC TGGGGTGAGCTCAGCTATGCTACGC - .
o P — TAGGTGAGCTGGGGTAGGAGGGAGTAT 41  GCTGGGGTGAGCTCAACTATGCTACGC(...)-GTGAGGACCAGGCTGGGCAGCTACAG
L J e —— GTGAGGACCAGGCTGGGCAGCTACAG

Su TTAACCGAGATGAGCCAAACTGGAATGAAC-----=mmmmmmmmmmmmmemeaaanaan
17 TTAACCGAGATGAGCCAAACTGGAATGAACAGGCTGGGCAGCTCTGGAGGGAGCTAGGG TS AGCTAGACTGAGCTGAGCTAGGGTGAGCTG--mrmmmmmmremmmmmmeemmmmneenn
[ e — CAGGCTGGGCAGCTCTGGAGGGAGCTAGGGT 42  AGCTAGACTGAGCTGAGCTAGGGTGAGCTGTGAGCCGGGGTAAGTGGGAATATGGAGACC
[ e — TGAGCCGGGGTAAGTGGGAATATGGAGACC
INtJk5 GAGCTGGGCTGAGCTAGACTGAGCTGAGCT----nmmmmmmmmmmmmrememmmnnaas
18 GAGATGGG-TGGGCTTCTCTGAGC---GCTTGAGGTAGGTGGGAACATAGGGTATTAAGC
S 3o TGAGGTAGGTGGGAACATAGGGTATTAAGC

SH GAACTTCATTAATCTAGGTTGAATAGAGC T--nsenemsememememememenes
19  GAACTTCATCAATCTAGGTTGAATAGAGCTGGGCAGCTACAGGTGAGCCGGGGTAAGTAG
[ R —— GGGCAGCTACAGGTGAGCCGGGGTAAGTGG

SU ATCTAGGTTGAATAGAGCTAAACTCTACT Grnrmrmsmmememememmcnememenas
20  ATCTAGGTTGAATAGAGGTAAACTCTACTGTAGGGTAAGTGAGGGTATGGGGACCAGGCT
[ e — TAGGGTAAGTGAGGGTATGGGGACCAGGCT

Sk GCTGAGCTGGGGTGAGCTGAGCTGGGGTGAm-wmemmemmemmemsemaemacmees
21  GCTGAGCTGGGGTGAGCTGAGCTGGGGTGACAGTTCTGGGGAAGCTGGGGTACATGGGGT
S GACAGCTCTGGGGAAGCTGGGGTACATGGGGT

Su CGCTAAACTGAGGTGATTACTCTGAG
22 CGCTAAACTGAGGTGATTACTCTGAG-(..)-CAGGGTAATATGTCGACTAAAGGGCGA
F CAGGGTAATATGTCGACTAA-GGGCGA

INtIK5S AAAGCACAGGCTGAGCTGAGATGGGTGGGC -mrmrmmememrmrmmmmemememnnn
23 AAAGCAT-GGCTGAGCTGAGATGGGTGGGCATGGGAACCAGGCTGGACAGCTCTGGGGAA
F R ATGGGAACCAGGCTGGACAGCTCTGGGGAA

IntJk5 ACTATGGTCACAGCGGCCGTCCGATA
24 ACTATGGTCACAGCGGCCGTCCGATA-(...)-TAGTGGGAGTGTAGGGACCAGACTGGG
[ T — TAGTGGGAGTGTAGGGACCAGACTGGG

S| GTGAGCTGAGCTGGGTGAGCTGAGCTAAG ---rrmrmsememsememsememscnees
25 GTGAGCTGAGCTGGGTGAGCTGAGCTAAGATGGGGTAGGAGGGAGTATGAGGACTAGGTT
[ — TGGGGTAGGAGGGAGTATGAGGACTAGGTT

6XSSOHPHQWDU\ )LJX
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Su

008 CTCATCC--------- ITGTAG
016 GAGGCTC--------- /AAGCA
018 GTGATTA--------- IGAATG
030 GTGATTA------—--- IGAATG
031 GCTCATC--------- /IGTTTA
036 AAGCAAA----(AAA)ITGAAG
130 CAGCTCA--------- IGAGTT
S 3:

109 GGAGCTG--------- /CCAGG
117 GGGGTAG--------- /GCTCT

120 GGTGAGG---(AGG)/ICTGGG

174 AGGTTTG--------- ITAGGA
193 CTGGGGT--------- /GTTCA
176 GCAGTTC--------- /AGGAC

6XSSOHPHQWDU\ )LJXUH



6XSSOHPHQWDU\ 7TDEOH % FHOO GHYHORSPHQW LQ .,.6 PLFH

6SOHHQ %RQH PDBHURZ
% FHOOV )R 0= SUR % 3R DWXUH
% % % %
% &'
% &' . &' &' &'
&' OR OR & KL &' &' , JOLQW
:7 1] 1] “ 1] 1] 1]
.,.6 1] 1] “ 1] 1] 1]

D3HUFHQWBJ{®HWUH LQGLFDWHG EDVHG RQ O\PSKRF\WH JDWH D@ DDVWLE H SWHLUFPH. QW B J H
DPRQJ WKH % % FHOO SRSXODWLRQ 'LIIHUHQF HVIBHW.ZEHDKQV: X \DIA HWWWOEHQOR W V
LQ DW OH@PEMSHQSHQMPHQ WV

E3HUFHQWB(HDUH GHWHUPLQHG DPRQJ ERQH PDUURZ FHO O VFHIMEHINVR @ HOQP. 3 KORFGW H \
.,.6 DUH QRW VLJQLILFDQWWHAMWRJBWXAHQW QGHSHQGHQW H[SHULPHQWYV



6XSSOHPHQWDU\ 7TDEOH $QWLERGLHV XVHG LQ WKLV VWXG\

%' %LRVFLHQ

%HFNPDQ &RX

6RXWKHUQ%LR
6RXWKHUQ%LF
WHFENPDQ &RXC
%HFNPDQ &R XC

$QWLERG\ &ORQH 6RXUFH
JORZ F\WRPHWU\
$QWL % %' +RUL]JRQE 9 5%
$QWL % $3& 5% % %LR/HIHQG
$QWL &' $3& %' %LRVFLHQFHYV
$QWL PRXVH NDSSD ),7&
$QWL KXPDQ NDSSD 3( 1% 'DNR
$QWL ,J0 $3& ' H%WLRVFLHQFH
$QWL ,J' 3BHU&3 &\ & D %LR/HIHQG
$QWL ,J* 3( $ %' SBKDUPLQJHQ
$QwWL ,J* ), 7& 5 %HFWRQ 'LFNLQVR!
$QWL ,J% 3¢ H%LRVFLHQFH
$QOWL &' 3¢ * %' SKDUPLQJHQ
$QWL &' 3& % % %LR/HIHQG
$QWL &' 3& 3& %LR/HIHQG
$QWL &' 3¢ 6 %' 3KDUPLQJHQ
x| 3¢ */ %' 3KDUPLQJHQ
31% ),7& 13 6LJPD $OGULFK
,Q YLWUR VWLPXODWLRQ
$QWL &' & 5" 6\VWHPV
(/,6%
DQWL PRXVH .DSSD 1%
DQWL PRXVH.DSSD $3 1%
DQWL KXPDQ .DSSD 1%
DQWL KXPDQ.DSSD $3 1%
$QWL PRXVH ,J* 1% %HFNPDQ &RXOW
$QWL PRXVH ,J* $3 1% %WHFNPDQ &RXOW
$QWL PRXVH ,J* 13 6RXWKHUQ%LRW|
$QWL PRXVH ,J* $3 1% %WHFNPDQ &RXOW
&+L3
$QWL % 3 1% IRYXV %LRORJLFDO
$QWL + . $F 1$ OLOOLSRUH

&RQWURO DQWLERG\

1$ QRWDSSOLFDEOH

13

OLOOLSRL



Article 2 : A mouse model recapitulating human monoclonal heavy chain
deposition disease evidences the relevance of proteasome inhibitor therapy
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Article 2

A mouse model recapitulating human monoclonal heavy chain deposition disease evidences the

relevance of proteasome inhibitor therapy

Amélie Bonaud, Sébastien Bender, Guy Touchard, Corinne Lacombe, Nivine Srour, Laurent Delpy,
Christelle Oblet, Anne Druilhe, Nathalie Quellard, Vincent Javaugue, Michel Cogné, Frank Bridoux and

Christophe Sirac

(soumis a Blood)

Le syndrome de Randall de type HCB®&alry Chain Deposition Disepsst caractérisé par la présence

de dépbts de chaineo} u E [/P u}v}olvose VIEuoes p VvVIA pup E v oX .
pathogénes présentent, dans tous les cas décrits a ce jour, une délétion & minima du domaine CH1,

% EuUu $S vS 0o HE ¢« E S]}v v eV [ e«} ] S{Awcouturienetal., Z993c) o P E
Cependant, une trentaine de cas seulement ont été décrits (Moulin et al., 1999; Bridoux et al. en
préparation) € v vS o[ Spu S C %o % SZ}0}P] % &S] po] & u vs ](

Comme expliqué dae o[]vSE} pu S]}v ] 0]}PE % Z]<p §§ SZ « U o0+« 5§
syndrome de Randall ont principalement été réalisées au travers de travaux concernant les chaines
oP & ¢ [/P Jeopu » % S] vS§eLight ChaiDeposition Diseasqui représente la
forme la plus fréquente de cette pathologie. Ces traviwxitro ont mis en lumiére la toxicité de ces
chaines pathogénes et notamment leur capacité a induire la production de cytokines pro-
inflammatoire par les cellules mésangiales. lls ont également permis de voir la dérégulation de
% E} M S]}v * }JUu%o}e VS o u SE] AESE oopgo J&E U ]Jve] <u[pvVv
[ $]A]3 * U3 00}%E}S o« ~DDWe % E} 0 u VS JukeO]c * Ve 0
glomérulaires, fréiquemment observée dans cette pathologie (Keeling and Herrera, 2005, 2009). Bien
gue ces travaux aient permis de grandes avancées sur la compréhension de la toxicité de ces Ig
% SZ}P v eU Joe v E % E} pH]* VS % ¢ 0 * }V ]S]}ve %ZCe]}0o}Plcp » v CE
pslole + S o[ e+ vV scelluia{fesprésgbis dans le rein et surtout ne permettent pas
[ VA]J* P E 0 u]e Hd %}]vs §Z & %] ¢ JVVIA v8 X E}ue A}ve }v

modéles murins reproduisant ces pathologies.

Dans les années 1990, nos modeles de « greffes de tumeurs » ont montrés que les Iésions rénales
typiques de LCDD pouvaient étre reproduites chez la souris (Khamlichi et al., 1995b). Cependant du

fait de la progression de la tumeur, des études sur plus long terme, comme les approches

-62-



§Z & % PS]<pu o v *}vs % ¢ VA]J* P o0 A pv 5 00 *3E § P] X [ 8§
stratégie utilisée dans le cas du modéle murin de syndrome de Fanconi dans lequel uneégeaine |
Zpu v [JuupuviPo} polv § Jve E Ve 0 O letiptade Be%domgings]vU v o
JX E}ue A}ve }v Jve E pv Z v o}uE [/P Jeepn [UV % S] v 8§ ]
kappa murin. Cette chaine lourde présentait une délétion du premier domaine constant (CH1). Nous
avons donc amplifié et inséré un domaine CH1, préalablement encadré de site LoxP, de maniere a
pouvoir déléter a fagon le CH1. Nous avons ainsi obtenu un modéle murin qui produit une chaine
o}uE [/P }lu%e & pv,u} 0o UMPE]V <u] %o E} ]S uv Z v olpE [/F
(CH1eX ] v <pu[pv ObsEji%ireé dedplasmocytes produise les deux formes de la chaine lourde,
la version tronquée est retrouvée a un niveau significativement plus faible dans le sérum, en partie du
a une trés nette diminution de production de la chaine tronquée par rapport a la chaine compléte.
DOPE *3E&  (]o0¢*38uUAE [IP % $Z}YP v U O+ vV OGCee o E]Jve .
typiques du syndrome de Randall uniquement dans les animaux produisant la chaine tronquée,
UulvS@E& vS }v o0[]u%}ESomduCHb, pourda §énération de ces dépdts. Ainsi, les analyses
[Juupv}(ou}®& « v S u] €} }%] ntoappdiEaitre] des deppte linéaires

amorphes le long des membranes basales tubulaires et glomérulaires.

De maniere a reproduire le plus finement la pathologie § v8 E [ u%o0](], & animauxde €3

ont été croisés avec le modele murin DH-LMP2A (Casola et al., 2005). Dans ce modéle, la protéine
>DW1 Jeep p A]EHpstein 8ar \Bryet mimant la signalisation du BCR, a été insérée dans

le locus des chaines lourdes murines, invalidant ce dernier. Nous avons montré que ce modeéle
présente une proportion plus importante de plasmocytes (Lechouane et al., 2013). De plus, ce modéle

% E + smantade de produire exclusivement notre chaine lourde transgénique puisque le locus IgH

est invalidé Ainsi, des études de cytométrie en flux ont montré que la quasi-totalité des plasmocytes

de ces animaux, dit DH-Ctdl DH-CH? produisent la chaine lourde transgénique et surtout, que des

dépdbts de plus forte intensité étaient mis en évidence, en comparaison aux animaux non DH-LMP2A

D oPE 0 %E vV %€Se JvS ve eU 0 (}v S]}v € v o e V]l
Cependant, des signes précoces de glomérulosclérose sontyp&se p SE A E- o[ HMupo 8]}

Tenascin-C, traduisant un défaut notamment de la fonction des métalloprotéases.

Un traitement hématologique a base de Bortezomib et de cyclophosphamide, classiquement utilisé

Z1 o[Z}uu U % Eule A} gGrsible de€EdéBotEESUIt@E & une diminution de la

% E} U S]}v o[/P % 3Z}P v 3 A o] v u} 0o %}upE ¢ Sp e SZ
notre étude, nous avons aussi constaté que les plasmocytes produisant les Ig tronquées étaient
particulierement sensibles a des traitements au bortezomib. Cette forte sensibilité nous a poussés a

analyser les voies de stress du réticulum endoplasmique dans les plasmocytes produisant ces chaines
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tronquées en comparaison a des plasmocytes produisant des Ig complétes. Nous avons ainsi mis en
évidence une augmentation significative de la protéine chaperonne BiP ainsi que du facteur de
transcription pro- %o} % $}3]<u Z}% U u E<«u uE e s3dp %¥eflieglum epdoplasiniBue
(UPR). Ce stress exacerbé et la présence de la protéine Chop pourrait expliquer la grande sdmsibilité

e OOMO * HE 3Z E %o] ° . JES 1Ju] } « EA Z 1 o[,}uu X

En conclusion, nous avons généré un modeéle reproduisant le syndrome de Randall de type HCDD et
notamment les premiers § 0 % $Z}o}P] X >[ Su u} o U vipue %0 (E L
Al v <«u o v SpE wulu O[/P SE}veu = %}pA ]§]v H]E pV *SE o-

sensibilisant les cellules a des traitements a base de bortezomib. Nous devrons déterminer les raisons

%o E ] %Z viu v <U] %}lpEE ]S ISE o }ve <u v [Mv E %00
% E}S Jv U <] % & }ve <p v38U ¢ pupo E 18 ve 0o Z Me v§ o[hWZ
e E ]JvS E - VS A E](I%ESZFP[vusS Eu%obRcp o Ve * uolg - %0 €

monoclonales (Amylose AL, LCDD) pourraient conduire aux mémes phénomeénes et expliquer les fortes
E %o}ve o UE JvZ] 18 UE* U % E}S <}u (JaecaE At ab., 2014boRalladini et
al., 2014b; Venner et al., 2014b). Nous discuterons dans la partie « résultats préliminaires et
perspectives » des premiéres données que nous avons obtenues sur cette question.
Ce modele présente donc un réel intérét pour la compréhghv 1 «Cv E}u Z Vv 00 § e[]ve
ve 0 0}P]«pu Ju% E Z vellv e u  V]eu * %ZCe]}% SZ}o}PJ<p ¢ }v [
e % €3 & AE ]S % Eu SSE [ A%O0}E E v ol lattere +3E 3§ P

contre ce type de pathologies.
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Abstract

Randall-type heavy chain deposition diseas€@B) is a rare disorder characterized by
glomerular and peritubular amorphous deposita truncated monoclonal immunoglobulin
(Ig) heavy chain (HC) bearingdeletion of the first constadbmain (CH1). We created a
transgenic mouse model of HCDU3ing targeted insertion the Ig kappa locus of a human
HC extracted from a HCDD patient. Our stratedjpws the efficient expression of the human
HC in mouse B and plasma cells and conditiaiedetion of the CH1 domain reproduces the
major event underlying HCDD. We show that theletion of the CH1 domain dramatically
reduced serum HC levels. Strikingly, even widry low serum level of truncated monoclonal
HC, histological studies revealggpical Randall-typeenal lesions that were absent in mice
expressing the complete human HC. Bortezom#etdreatment result@d a strong decrease
of renal deposits. We further demonstrateat this efficient response to proteasome
inhibitors mostly relies on the presence ofigwated truncated HC that sensitizes plasma
cells to bortezomib through an elevatedaled protein response (UPR). This new
transgenic model of HCDD efficiently recapitulates the pathophysiological features of the
disease and demonstrates that the remahda in HCDD reliesn the production of an
isolated truncated HC which, in the absenca b€ partner, dispies a high propensity to
aggregate even at very low concentratioaldb brings new insights into the efficacy of

proteasome inhibitor-based therapy in this pathology.



Introduction

Tissue deposition of a monoclonal immunoglobylg) fragment frequently complicates
plasma cell disorders Among the wide spectrum of rdrdiseases associated with
monoclonal gammopathies, Randall-type moaoal Ig deposition disease (MIDD) is a
multi-systemic disorder with prominent renal manifestations including glomerular proteinuria
and renal failuré*Kidney lesions in MIDD are chacterized by non-amyloid amorphous
linear deposits of a monoclonal Ig fragmermtrgy tubular, and in most cases, vascular and
glomerular basement membranes (BM). Nodglamerulosclerosis andiffuse thickening of
tubular BMs are commonly observ&dThe most frequent typaf MIDD is related to
deposition of monoclonal light chra(LC) (LCDD), mostly of theNisotype, but deposits
composed of monoclonal heavy chain (H@)y (HCDD) or of light and heavy chain
(LHCDD) have been also describ&tiMost reported cases BICDD were characterized by

HC depositd:>®™**

The mechanisms involved in the depositiommainoclonal Ig fragments in MIDD remain
poorly understood. Structural peculiaritiestoé V domains of nephrotoxic LCs in LCDD
have been suggested to govemitipropensity to form insolubkeggregates that precipitate in
extracellular spaces, including the presesfdeydrophobic residues in solvent-exposed
complementary determining region (CDR) gl«cosylation or small protein truncatién®
Few studies also revealed algtrg elevated isoelectric poirnpl) of LCDD LCs as compared
to other pathogenic LCs, which gnéacilitate interactions witlanionic proteoglycans of renal
basement membran&s:®In HCDD, the most striking mecular characteristic of the
pathogenic HC is the delen of the first constant ¢€1) domain, invariably found by
immunofluorescence (IF) studies of kidney biopsies, and molecular studies of bone

marrow®¥n the absence of LC association, tiele of the CH1 domain appears to be a



prerequisite for the secretion of an isolakéd, precluding its retgion in the endoplasmic
reticulum (ER) by the interaction with GRP78/Bip chaperdSm&The V domain also plays a
critical role in the pathogenesis of HCDIDdeed, to date, HC tissue deposition has never
been reported in heavy chain diseas€l, a condition assoaied with various
lymphoproliferative disordersna characterized by a partial @mplete deletion of the VH

domain?®

Seminal studies by Herrera and colleagum#e highlighted a specific phenotypic
modification of mesangial delupon exposure to LCDD LG4 These changes appeared
similar to those observed inatietic nephropathy, that featugdemerular lesions close to
those observed in MIDEP** LCDD-LCs were shown to induce the production of TGid
PDGF , leading to an increasedagaiuction of extracellular matrix (ECM) proteins including
the non conventional tenascin-C together withrdaibition of the matrix metalloproteinase 7
(MMP7) production/activity?> 2239323 hjs profound ECM remodeling is supposed to
contribute, together with the monoclomgldeposits, to the pattern of nodular
glomerulosclerosis frequently observed in MICHbwever, it remains difficult to depict the
pathophysiological mechanisms involved in MIDD in the absence of relialieo
experimental models. We prewsly developed models in wh secreting cells producing
pathogenic human LCs (isolatt’dm patients with either LCDD or renal Fanconi syndrome)
were grafted to mice. These models featuestl lesions similar to those observed in the
respective patients, validatitige reproducibility of the humattiseases in mice and the
specific involvement of the V domaiitsthe propensity for tissue depositiit> However,

the poor general condition and short survivahwimals due to rapid tumor growth prevented
full characterisation and therapunvestigations. To overcome these problems, we recently
created a transgenic mouse model overexprgsshuman LC from a patient with LC-

associated Fanconi syndrofiaVe targeted insertion oféethuman LC gene in the mouse



locus, allowing a continuous high productiortloé LC plasma cells. This model accurately
reproduced the pathologic features of treedse and permitted physiologic explorations due

to the otherwise good general condition of the animals.

In the present study, we used a similar strategyeteerate a transgenitodel of Randall-type
MIDD by targeted insertion in thelocus of a 1HC gene isolated from a patient with

HCDD. Our knock-in design allowed a condital CRE-mediated deletion of the CH1

domain reproducing the major event underlying pnoduction of a pathogenic truncated HC.
Beside the tissue deposition of the monoclonal human HC accurately reproducing the early
events of the disease, this model also altbteeexplore the effeaf the production of an

isolated truncated monoclonal HC by plasma cells.



Materials and methods
Mice

Gene targeting into the murine Mpcus was performed @seviously describet. Briefly,

the gene coding the secrefedm of a human monoclonalHC extracted from a patient with
HCDD was introduced in place of the mougdsdgments. The step by step procedure to
reconstitute the complete humafnC, comprising a floxed CH1 domain, is detailed in the
supplemental Methods and supplemental Figure 1A. DH-LMP2Amigere kindly

provided by S. Casola (IFOM, Milan, Italyjll the protocols used have been approved by
our institutional review boarfbr animal experimentation. Animals were maintained in

pathogen-free conditions and aymdd at 6 months of age except when otherwise stated.

In vivo treatment, surgery and biochemical parameters

Unilateral nephrectomy was performed owéeks old mice as previously descrif&@he
removed kidneys were collected and nephredethmice were sacrificed 4 months later.
Bortezomib (Velcade®, Janssen Cilag) andiagghosphamide (Endoxan®, Baxter) (2mg/kg)
were injected subcutaneously at the tagied times. We used a Bortezomib dose of
0.75mg/kg per injection, that was previously shown to efficiently deplete plasma cells in
another mouse mod& and which, in our hands, induced 0% depletion of plasma cells at
24h (not shown). To test the sensitivity acigha cells to Bortezomib, we set up a protocol
using 2 daily injections of a sub-optinase (0.5 mg/kg) of Bortezomib leading to a
depletion of ~70% of plasma cells in WT mid&ice were sacrificed for analysis 24h after the
last injection. All inpctions were performed under anesthesia. Biochemical parameters were
measured on overnight urine collections Alwbd samples were obtained by retro-orbital
puncture under anesthesia. Wriconcentrations afreatinine and albumin were measured
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using the Creatinine Assay Kit (Abcaamd Albumin mouse ELISA kit (Abcam),

respectively, according to the manufacturer recommendations.

Flow cytometry and cell sorting

Splenocytes were isolated andised as previously descrif&avith appropriate antibodies
(supplemental Table 2). Intracellular stainingsre performed usg the Intraprep™ kit
(Beckman Coulter). Flow cytometry anadgswere performed on a BD Pharmingen
LSRFortessa® cytometer, and cell sorting expents were done using a BD FACSAria lll

cell sorter. Data were analyzed with BIACSDiva software (BD Biosciences).

Western Blot

Serum proteins were separated by renigiSDS-PAGE (10%) and transferred onto
polyvinylidene dduoride membranes (Millipore). Membraneere blocked in 5% milk Tris-
buffered saline Tween, incubated with appratgr antibodies (supplemental Table 2) and

revealed by chemiluminescence (ECL, Pierce).

Pathologic studies

Kidney samples were processed for light mszopic examination, immunofluorescence and
electron microscopic studieas previously described® Briefly, immunofluorescence was
performed on organs included in OCT and sfapen in liquid nirogen. Cryosections of

8um were fixed with cold acetone, blocked WRBS 3% BSA and staed with appropriate
antibodies (supplemental Table 2). Slides wadrgerved on an LSM 510 confocal microscope
(Zeiss). Immunoelectron microscopy was madesamples fixed with 4% glutaraldehyde in

PBS and embedded in resin (TAAB Labs). Ultrex-thections were processed for EM studies,
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incubated with anti-gold-conjugated and examinedth a JEOL JEM-1010 electron
microscope as previously descriféd.oluidine-blue stainedemi-thin sections were
prepared and examined by light microscopy gisirZeiss Axioplan microscope (Zeiss) as
previously describetf. Fluorescence intensity of Ig piesits and tenascin-C accumulation
were quantified on renal sections in blind expents carried out by &ast two independent
experimenters. For Ig deposits, scores of flumease intensity ranged from O to 4 (0 =absent;
1 = mild discontinuous fluorescence in sogh@meruli; 2 = mild linear fluorescence along
GBMs; 3 = moderate fluorescence alongMBBand TBMs; 4 = strong fluorescence along
GBMs, TBMs and in the mesangium). For temas€ accumulation in glomeruli, scores
ranged from 0O to 3, with 0 = no fluorescente= mild fluorescence; 2 = moderate
fluorescence and 3 = strong fluorescence). Reprdsenimages with scores are depicted in

supplemental Figure 3.

In vitro stimulations

Spleen B cells were magnetically enrichesthg CD43 depletionik(Miltenyi Biotec)
according to the manufacturer recommeinaiss and stimulated in vitro (5x1@ell/mL) with
5ug/mL of LPS (InVivoGen) durig four days, in RPMI supplemented with 10% FCS. %1.10
cells were used for flow cytometry anaés and the remaining cells were used for

transcriptional analyzes.

ELISA

Serum were analyzed for the presenchuwhan IgG, as previously describ&d.o reveal
hybrid Igs composed of the humadC associated with a murindiL.C, we adapted the same
protocol using coating with the anti-hamIgG and revelation with an anti-mouBeC. For

short-term HC production analysis, spleenscet 3 days stimulated cells were counted,



washed twice in PBS, normalized on the number of CD&86reting cells and plated in
complete medium for 6 h. Supernatants werected and dosdaly ELISA. All antibodies
used in the study are depicted in supplemerahle 2. Plates weread at 405nm with a

Xenius® spectrophotometer (Safas).

Transcriptional analysis

Total RNA was extracted using TRI Reageninf#ion). Reverse transcription was performed
using high capacity cDNA reverse transcoptkit (Applied Biosystems) on 3ug of total

RNA, with random hexamers. Relative quantification was performed with TagMan Universal
or SYBR Green Master Mix (Applied Bioggsns) on cDNA samples (50ng per reaction).
Quantbcation of the gene of interest was analyzedBy method with Gapdh used as
housekeeper gene. TagMan® probes for Gapdh (Mm99999915 g1), CHOP
(MmO01135937_g1), Herp (Mm01249592 m1), BiP (Mm01333324 g1) and a Sybr green®
assay for Xbp1-s (sXBP1for: 5’-gagtccgcagcgggtand sXBP1lrev 5'-gtgtcagagtccatggga-

3")* were used.

Statistical analysis.
The statistical tests used to evaluate difiees between variables were done using Prism
GraphPad software (GraphPad Software, IRa)alues between variables were determined

using the unpaired Studdrtest.P values < 0.05 wereoasidered significant.
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Results

Generation and characterization of transgerc mice expressing complete and truncated

human monoclonal 1HC

A genetically reconstituted gene encodihg VDJ sequence from a patient with HCDD
associated with the complete secreted form of the hufhaonstant region was inserted in
the murine Nlocus to force expression of the humaiC throughout B cell differentiation
(CH1" mice). To generate a truncatedC similar to that extraed from the patient, we
flanked the CH1 sequence by two loxP sitdlawing its Cre-mediated deletion (CHhice)
(supplemental Figure 1A). About half of the CHind CH1 plasma cells was shown to
express the humardC together with a murine Ig (ure 1A and supplemental Figure 2A).
We further crossed these mice with the DH-LMP2A mice in which the HC locus was
invalidated by the targeted intien of the Epstein Barr viguprotein LMP2A that mimics
BCR signalling and allows complete B cell developniéie recently showed that DH-
LMP2A mice feature increased plasma cedilalentiation despite the absence of endogenous
HCs® Consequently, DH-CH&nd DH-CHZI mice closely recapitulate the features of a
monoclonal gammopathy with an elevated benof plasma cells producing the human
monoclonal HC in the absence of endogenous muHi@ (Figure 1A). Of note, percentage
of plasma cells are equivalantall DH strains (Figure 1Aand only about 50% of plasma
cells co-expressed a murimitC (supplemental Figure 2A). In sera, hum&tC rates were
more elevated in CH1than in DH-CHI mice (5830 + 452 pg/mL mean + SEM vs 2949 +
451, respectively) (Figure 1B). This result nigyrelated to the abnce of endogenous LCs
in about 50% of plasma cells in DH mice (sugipental Figure 2A) that likely precludes the
secretion of the isolated HC due to ingtualar retention by the chaperone protein Bi*#

Cre-mediated deletion of the CH1 domain resutetthe production of the expected truncated
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human 1HC (supplemental Figure 1B). Strikingthis deletion was associated with a
massive decrease of serum humdRs in both CH1(24.73 + 1.1 pg/mL) and DH-CH1
mice (34.88 + 8.8 pg/mL) (Figure 1B) which waertially due to a defective secretion by
plasma cells as observed by dosage of hurki&s in supernatants 6h cultures of either
spleen cells or 3 days LPS-stimulated B ctigure 1C). We detected only traces of human
HC in urines in both CH1and CH1 mice (supplemental Figu&B) showing that the low
level in sera is not due to amcreased renal excretion. Sianly to previous observatiorts?
we readily detected hybrid Igs composed of the truncated hud@rassociated with a
murine LC (supplemental Figure 2C). Howevarthe absence of available standards, it
remained difficult to precisely evaluate gi®portion of these nonegalently linked HC/LC

Igs as compared to free HC.

Truncated human HC recapitulates the renal lesions of HCDD in mouse

We further carried out pathologic studies afriey sections from 6 month-old mice. Despite
the low serum level of human truncateddHCs in mice, immunoflu@scence studies revealed
typical linear HC deposits along the glomlar, vascular and tubular BMs in CH1
(supplemental Figure 3A) and DH-CHddneys (Figure 2A). These deposits were more
pronounced in DH-CHXhan in CH1kidneys (scores = 3.6 + 0.19, mean + SEM vs 1.75 +
0.48, respectively) (Figure 2B) and were not stained with anti-miLG€supplemental
Figure 3A). Linear vasculalHC deposits were also observed in lung and liver
(supplemental Figure 3B). Ig deposits wac observed in WT, DH or DH-CHXidneys,
demonstrating the specific paigenicity of the truncated HEigure 2A and B). Discrete non
linear deposits were ebrved in some CHIglomeruli, likely reléed to immune complexes
deposits since they partially colocalized with murii€ (supplemental Figure 3A) and were

absent in DH-CH1mice which lack murine IgAntibodies specific for humarHC domains
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confirmed the absence of CH1 domain in dépaghereas similar staining patterns were
observed with the antiCH2 and anti-human IgG conjugates (supplemental Figure 3C). Due
to higher deposit scores, furtheudies were carried out in DH-CHthice and compared to
DH mice as control, except when indiedt Linear glomerular and peritubuldHC deposits
were detectable in kidneys of 2 month-olccenand increased up to 6 months (supplemental
Figure 3D). We did not obsex a significant increase menal deposits either in 12
(supplemental Figure 3D) and 18 month-old n{ieet shown) or in mice unilaterally
nephrectomised at 2 months of age and saedf4 months later (supplemental Figure 3D).
Immunoelectron microscopy studies confirmeed finesence of non-orgaed linear deposits
along tubular and glomerular BMs, wh stained with the anti-humarC gold-labelled
antibody, similar to those observed in the pdatekidney biopsy samples (Figure 2B and C).
Finally, toluidine blue stainingevealed a faint diffuse thickeng of medullary tubular and
glomerular BMs as well as in the mesangiwith no evidence of nodular glomerulosclerosis

(Figure 2D) even in 18 montbld mice or unilaterally nepbctomised mice (not shown).

HCDD mice show early signs of glomerulsclerosis but no renal dysfunction

The increased production by mesanhgells of extracellular matrix (ECM) proteins including
laminin, collagen type IV, fribronectin and, neospecifically, tenascin-C is a hallmark of
early glomerular changes in LCOD?®We therefore investigatetie potential glomerular
accumulation of tenascin-C in DH-CHdidneys. IF studies vealed a significantpE0.0002)
increase in tenascin-C in DH-CHds compared to control DH kidneys (scores = 2.11 + 0.22
vs 0.67 £ 0.11, mean = SEM) (Figure 3A). 8mtCDD usually manifests with glomerular
proteinuria, we compared the urine albarfcreatinine ratio of DH and DH-CHinice. We
observed no significant difference despitgend toward the increase in DH-CHidice as

compared to DH mice (8560 + 1575 vs 22330 + 8283, mean + SEM) (Figure 3B).

13



Inhibition of kidney HC deposits upon hematologic treatment

To validate the usefulness of our MIDD model ieerapeutic investigations, we treated CH1
mice for 5 weeks with a combination ofabyphosphamide + bortezomib closely mimicking
the CyBorD (cyclophosphamide, bortezomib, dexamethasone) combination, which is widely
used in the various disorders associatétd monoclonal gammopathies, including cast
nephropathy, AL amyloidois and MIDB***8Cyclophosphamide was shown to efficiently
deplete B cells (supplemental Figure 4A) andhbination with bortezomib maintained a
lower level of human IgG as compared to n@ated mice (supplemental Figure 4B). After 5
weeks of treatment, animals were sacrifiaed analysed for kidney deposits. We observed a
significant inhibition of HC deposits in kidneg$ treated mice as compared to non-treated
mice (Scores = 2,214 £ 0,3058 vs 0,8333 = 0,2472, mean * [SEN,0056) (Figure 4C).
Although incomplete, recovery of kidney less correlated witpartial hematologic

response, as illustrated by persistence of detectable low serum level of @an

(supplemental Figure 4B).

Truncated HC-producing plasma cells display exacerbated ER stress and are highly

sensitive to proteasome inhibition

Several recent case reports hhighlighted the efficiency dbortezomib-based treatments in
HCDD.>*We then sought to determine iktproduction of an isolated truncatédC could
influence the fate of plasma cells upon proveae inhibitor treatment. Spleen plasma cell
count was performed in WT, DH and DH-CHdice after 2 daily injections of bortezomib
(0.5 mg/kg). At post-treatment day 3, spleenmplagells counts were significantly lower in
DH-CHZI mice than in WT or DH mice (fdldecrease = 7.13 + 0.57, mean + SEN.50 +
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0.70 and 2.81 + 0.35, respectively) (Figure SA then hypothesizetiat the increased
effect of bortezomib could be related toexacerbated ER stress induced by the production
of an isolated truncatedHC. We analyzed the transcriptidmxpression of ER stress markers
Chop, BiP/IGRP78, HERP and Xbpls in 4 dalp$-stimulated B cells, a condition known to
induce differentiation toward secreting plasmabl&s#When compared to WT cells that
produce complete Igs, or DHItseproducing either no Ig or isolated LCs (supplemental
Figure 2A), we observed a sigmidint increase in several ERests markers in stimulated B
cells of DH-CHI1 mice (Figure 5B), including BiP, @he pro-apoptotic transcription factor
Chop known to be repressed durimgymal plasma cell differentiatiofl Xbp1s transcription
was lower in WT and DH-CHZXells as compared with DH cells, but this decrease
corroborated with the ler plasmablast differentiation as observed by CD%88ning
(supplemental Figure 5). The increase in Cagpression was further confirmed in sorted
plasma cells of DH-CHImice as compared with WT &H mice (Figure 5C). No significant
difference was detected in VWE DH mice either in sorted plasma cells or in stimulated B

cells.
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Discussion

We characterized the first transgenic munmedel of human MIDD. Using an established
strategy of gene targeting in tidocus® we introduced a sequence coding a huniahC

from a patient with Randall-type HCDD. HCO®characterized by tissue deposition, mostly
in the kidney, of an isolated truncatedmoclonal HC that lackthe CH1 domain but
invariably displays a complete VH domain.ef) we analyzed mice producing an artificially
reconstituted complete humabHC comprising the CH1 dormeand its CH1-truncated
counterpart. We demonstratectimice secreting full-lengtitHC, which efficiently

associates with murine LCs, did not show amence of glomerular and tubular lesions. By
contrast, deletion of the CH1 ohain led to the progressiveearance of the hallmark renal
pathological changes in HCDD, e.g.@hous linear deposits of the isolatétlC along
tubular and glomerular BMad in the mesangium. The absence of glomerular proteinuria
and glomerulosclerosis, two frequent feagiof HCDD, was probably related the mixed
genetic background of the tisgenic mice since both C57B1.aAnd 129/Sv mice were shown
to be highly resistant imodels of nephron reduoti or diabetic nephropatfiy.>>Whether
backcrossing of our HCDD mouse modeh&phropathy-prone genetic background like
DBA/2J could overcome this issue remains to be confirthdlbvertheless,HC deposits

were accompanied by glomerular accumulatibtenascin-C, a typal marker of ECM
remodeling that precedes developmeinttodular glomeruloscerosis in LCOD.
Consequently, our model remaiedevant to accurately study vivothe early phenotypic
modifications of mesangiaklls (induction of TGF, MMP7 activity, etc...5?"?°and to test

new therapeutic approaches to metvglomerular injury in MIDD.

It was previously demonstrated that the teRident chaperone peih BiP/GRP78 retains

free HC by stable interaction with the CH1 demaintil a LC displaces this association and
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allows secretion of an entire f{§Monoclonal HC lacking the CH1 domain were
consequently supposed to be freely secreted by plasma’c&llsccordingly, isolated HCs
produced by plasma cells in human diseds€xD and HCDD) are invariably characterized
by the absence of the CH1 domain. However, in our model, the deletion of the CH1 domain
led to a massive decrease of circulatiflC, partially due to a dettive secretion by plasma
cells. Whether a defective imgetion between CH1-truncateHCs and the neonatal Fc
receptor (FcRn), known to protect IgG frongdedation, could further explain this result
remains to be explored As previously hypothesized, anoth®n-exclusive possibility could
be related to the high avidifgr BMs of truncated HCY:*°In any case, this observation
correlates with the low serulavel of monoclonal HC usuallgbserved in HCDD patients,
making difficult both diagnostiassessment and evaluation of treatment efficacy in this
diseasé! It also demonstrates the striking nepibric effect of ciralating truncated HCs

featuring an entire V domain.

Finally, our model showed thatgdma cells producing a truncatediC are more sensitive to
bortezomib treatment than their WT coupgat producing complete Igs. Accumulating
evidence has linked protein synthesis tordsponsiveness of proteasome inhibitors in
multiple myeloma®>°Moreover, proteasome inhibitongere shown to trigger the PERK-
dependent branch of the UPR and CHOP, leath a terminal ERtress response due to
accumulation of unfolded proteif$*°Here, we demonstratedat isolated truncatedHCs
are poorly secreted by plasma cells which m tare intrinsically and basically stressed as
observed by overexpression of CHOP. iWen hypothesize that truncatddiCs, due to their
incomplete assembly?°and/or their high propensity tggregate, may represent exquisite
substrates to trigger ER stress, loweringttireshold for terminal UPR upon proteasome
inhibitor treatments® This could explain the efficaayf bortezomib-based regimens in

HCDD.>*° Further investigations should be contgtto accurately decipher the mechanisms
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leading to ER stress in plasroalls producing truncated HCs. &nbroader view, the intrinsic
toxicity for plasma cells of Ifragments prone to misfoldingnd aggregation deserves to be
explored in other monoclonal-iglated diseases includidd. amyloidosis and LCDD, in

which preliminary studies suggest that bortedmbased therapy has a strong impact on renal
and patient outcomé3®*~®*Transgenic mouse models could be of invaluable interest to

explore this issué

Altogether, the present transgenic mouse hmofleCDD accurately recapitulates the early
steps of the human pathology and representfualvia tool to explore the mechanisms that
govern toxicity of truncated HCs and the seqia¢mivents leading to glomerular injury in

MIDD. It also raises new perspectivesést innovative therapeutic approaches.
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Figure Legends

Figure 1: Characterization of the murine model of HCDD.(A) Splenocytes from 6 month-
old WT, CH1+ or CH1- (topand DH, DH-CH1+ or DH-CH1{bottom) mice were stained
with the indicated antibodies and analyzedflow cytometry. Representative results from 3
independent experiments with at least 2 no€eeach strain are shown. Numbers indicate
percentages of plasma cells lmparametric graphs and humatdC positive plasma cells on
histograms. (B) Serum humarmHC production from 8 to 12 weeks old mice. Each dot
represents an individual mousesults are expressed in lake as mean = SEM (ug/mL) (n
= 9 - 14 per group in at least three indegent experiments; n#ot significant; ***, p <
0.001). (C) HumanHC production in supernatants of6cultures of non stimulated spleen
cells (left) and 3 days LPS stimulated B cétight). Plated celtounts were normalized on
the number of secreting CD138ells. Means = SEM (ng/mL) are shown (n = 4 per strain in

two independent experiments;pF< 0.05; ***, p < 0.001).

Figure 2: HCDD transgenic mice reroduce human kidney lesions. (A)
Immunofluorescence microscopy on DH, DH-CHdr DH-CHI kidney sections with an
anti-human HC-FITC. Fluorescencend DIC are merged. Origah magnification: x400.
Note the intense linear stamg of tubular and glomerularNBs and in the mesangium of DH-
CHZT kidney. (B) Deposit intensity based on immnofluorescence studies of kidney sections.
Each dot represents a score of fluorescenme fan individual kidney as described in the
Methods section. Means + SEM are shown (& = 9 mice in 3 independent experiments;
***  p < 0.001). (C) Electron microgph of kidney from a DH-CHImouse showing finely

granular electron-dense deposiieng the inner part of the lamina densa of a glomerular-
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capillary BM (arrows). Original magndation, x20000; scale bar is indicated. (D)
Immunoelectron microscopgn kidney from a DH-CH1mouse (top) and a renal biopsy of
the corresponding HCDD patient (bmm). Note the presence of ankC-conjugated gold

particles along the BMs in both patiemtdamice kidneys. Original magnification, x50000;
scale bars are indicated. (D) Toluidine bktaining showing a faint diffuse thickening of
tubular BMs in the outer medulla (left) amglomerular BMs (arrows). Deposits are also

observed in the mesangium (star)igbral magnification, x600

Figure 3: Tenascin-C accumulation and kidney function(A) Comparison of tenascin-C
accumulation in glomeruli by immunofluorescenstudies of kidney sections. Each dot
represents the score of fluorescence frormdividual kidney. Means + SEM are shown (n =
6 — 9 mice in 3 independent experiments; *f*< 0.001). (B) Urine albumin to creatinine
ratio was measured on overnigitine samples from DH and DH-CHinice. Each dot
represents the result from an individual mougalues are indicated in ng/mL (albumin) /

nmol/uL (creatinine). Means + SEM are shofmr= 9 — 12 mice; ngot significant).

Figure 4: Hematologic treatment reduces the onset of kidney deposité) Therapeutic
protocol applied to deplet®@ and plasma cells in CHinice. (B) (top panel) Representative
immunofluorescence on kidney sectiomistreated or non-treated CHfhice with an anti-
human HC-FITC. Magnification: x400. (bottom) @aparison of deposit tansity in kidney
sections of treateds non-treated CH1mice. Each dot represents the score of fluorescence
from an individual kidney. Means + SEM ashown (n = 6 — 7 mice in two independent

experiments; **p < 0.01).
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Figure 5: Plasma cells producing a truncatedHC are highly sensitive to bortezomib(A)

Fold decrease of spleen plasma cells upon 48kodeézomib treatment. Each dot represents

the mean fold decrease plasma cell number (CD138 B220°" cells) in an independent
experiment with at least twioeated and two non-treated middeans + SEM are shown (n =

4 — 6 independent experiments; *b < 0.01; ** p < 0.001). (B,C) Quantitative
transcriptional analysis of ER stress marker@Binfour days LPS-stimulated B cells and (C)
sorted CD138spleen plasma cells from DH (whiterba WT (light grey bars) and DH-CH1

(dark grey bars) mice. Results are means + SEM of three independent experiments with two
mice of each strain (B) and twomtiments of sorted plasma cells (C). ns, not significant; *,

p < 0.05; **,p< 0.01; ** p< 0.001).
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Supplemental methods

Gene targeting

Total RNA from a bone marrow extract wasaibed from a patient with HCDD. After
reverse transcription, a series of PCR foka by cloning (0GEM-T egsvector, Promega)
and sequencing allowed us to detect the miomat HC sequence composed of a rearranged
VDJ directly spliced to al constant region devoid of QHlomain but comprising hinge-
CH2-CH3 domains. The VDJ sequence datifrem the germline genes VH3-30, DH2-15
and JH4. A 12.7 kBanmHI genomic fragment corresponding to the germ-line mo®a\J
clustef was used to generate the humaHC targeting construct. A 2.2 iBsni/Sad

fragment containing the SNkegments was replaced witiNat restriction site allowing the
sequential cloning of the fragmentawoosing the transgenic locus usibgg andNotl
compatible sites. From 5’ to 3’, the folling parts were therdaled: a 0.5 kb fragment
containing a VH promoterthe rearranged VDJ sequence from the patient with HCDD, a 0.8
kb genomic fragmentontaining the humanl CH1 domain with parts of 5’ and 3’ introns
and flanked with two loxP sites, a kb genomic fragmertontaining the humanl hinge-
CH2-CH3 domains with introrand polyA site and finallya neomycine resistance gene
(Ned’) flanked with two Frt sites. Upstream o&tB' arm, a thymidine kinase (TK) gene was
inserted for negative selection against randaegiation. Primers used to amplify fragments
are indicated in supplemental Table 1 and sages verification was done with the BigDye
Terminator kit on a 3130x| Genetic Analyzermlied Biosystems) and analyzed using Finch
TV software (Geospiza, Inc.). E14 embnic stem cells (129/0Ola background) were
transfected with linarized vector and selected by adulitof G418 and gandavir to culture
medium. Correctly recombined cells were usedenerate chimeras after injection into

C57BL/6 blastocysts and the mice were crossed with 1ZRERAOSA)26SEF2F-PI5073



mice (Jackson Laboratories) to delete theNgeme. Deletion of the CH1 domain was

obtained by breeding with C57BL/6 CMV-CRE mice (Mouse clinical institute, Illkirch,

France). The absence of any mutatiand the correct splicing of the CHand CH1 human
1HC were checked by sequemgicDNAs from spleen celisith the indicated primers

(supplemental Table 1).

1. Van Ness BG, Coleclough C, Perry RP, Veeig/l. DNA between variable and joining
gene segments of immunoglobulin kappa lighaichs frequently retained in cells that
rearrange the kappa loci&oc. Natl. Acad. Sci. U. S. A982;79(2):262—266.

2. Sirac C, Bridoux F, Carrion @t al. Role of the monoclonalchain V domain and
reversibility of renal damage a transgenic model of acquired Fanconi syndr@taead

2006;108(2):536-543.



Supplemental Table 1

Name Sequence
KappaSallFor ATGGCAGTCCTTTGTTCACC
pVHRevNotl AGCGGCCGCGGATGTGTGTTCAGTGTTGATC

Use

Screening ES cells, 5’ arm and
amplification of VH promoter

ACGGCCGAAGCTTAAAAACCTCAGAGGATTTGTC
pVHForEagl ATCTCTA

Sondekapp3'Rev TTCACAAAGGACAAGGTTGC

Screening ES cells, 3' arm and
amplification of VH promoter

NeolnFor2 AGCACGTACTCGGATGGAAG

3'SacllJkmrev2 CTGTGCCTCAGGAAAGTGGT

Screening of neomycin resistance gene
deletion

ACGGCCGAAGCTTAAAAACCTCAGAGGATTTGTC
pVHForEagl ATCTCTA

GammaCH3HumRev GTGGTCTTGTAGTTGTTCTC

Screening of CH1 deletion

5'BsmlJkfor2 CACTCAGCCCAGGAAAAGTT

Screening of WT mouse kappa allele
JkimurRev CACAGACATAGACAACGGAAG
5'DQ52 AAGGTACCTCCATGGCTTCC
LMP2A550Rev GCTGCCAAGAGTAGAAGTGAGAGG Screening of DH-LMP2A mice
JH1Rev CCCGTTTCAGAATGGAATGTGC

LeaderVH3-30Eagl ACGGCCGACTATGGAGTTTGGGCTGAGCTG

HumanJH4-RevNotl AGCGGCCGCGGACTCACCCGAGGAGACG

Human VDJ amplification

ACGGCCGATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGA
G1lCH1LoxForEagl AGTTATAGGCCTGACCTTGGCTTT

AGCGGCCGCATAACTTCGTATAGCATACATTATAC

G1CHILoxRevNotl ;) AGTTATCCTCCCGGATATGGCTCT

Amplification of human genomicdCH1
exon flanked by two loxP sites

HingeG1ForHEag| ACGGCCGCCAAACTCTCCACTCCCTCA

BgHpolyArev ATCTGGCGGCCGCGGTTCTTTCCGCCTCAGAA

Amplification of genomic 8
Hinge/CH2/CH3/polyA segment

AAGCGGCCGCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTAT
NeoFrtForNotl AGGAACTTCGAGTTTACGTCCAGCCAAGC

NeoFrtRevNotl AGCGGCCGCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATA

Amplification of neomy@ resistance gene
flanked by two FRT sites




Supplemental Table 2

D

Source Conjugate Applications
Anti-B220 Mouse RA3-6B2 (Becton Rat BV421 Flowcytometry
Dickinson)
Anti-CD138 Mouse 281-2 (BD Rat APCorPE  Flow cytometry
Biosciences)
Anti-kappa Mouse 187-1 (Beckman Rat PEor BV421 Flow cytometry and
Coulter) Immunofluorescence
Anti-IgM Mouse eB_121_-15F9 Rat PE or PC7 Flow cytometry
(eBiosiences)
Anti- . Mouse MTn-12(Abcam) Rat UnconjugatedImmunofluorescence
TenascinC
Ant-Rat 19G Rat Polyclonal Donkey Al488 Immunofluorescenc
(secondary) (Invitrogen)
Anti- HC(Fc) Human PolyclongDako) Goat FITC Flow cytometry and
Immunofluorescence
. TM15 House
Anti- CH1 Human (SeraAntibodyscience) Mouse conjugated Immunofluorescence
. . House
Anti- CH2 Human G7¢Serascience) Mouse . Immunofluorescence
conjugated
Unconjugated
Anti- HC(Fc) Human Polyclonal (Beckman Goat or AP or ELISA or Western
Coulter) Blot
HRP
. Polyclonal (Beckman Unconjugated
Anti-kappa Mouse Coulter) Goat or AP ELISA
CD16/32 2.4G2 (BD .
(Fc block) Mouse Pharmingen) Rat Unconjugated Flowytometry




Supplemental Figure Legends

Supplemental Figure 1.(A) Structure of the targetddcus (not to scale). (Top)
Representation of the WT unrearranged kappad@nd the structure of the inserted human
heavy chain gene replacing thisrégion. (Middle) Resultingappa locus after targeted
recombination is shown. The absence N§dgments precludes anyNgC rearrangement

and expression. (Bottom) Cre-mediated deletiothefCH1 domain leads the production of

a truncated 1HC as seen in the patieirt the absence of Cre-mediated deletion, a complete
HC is produced. Association with murib€s is only depicted for the completdC (dashed
boxes). The hypothetical disulfide boupetween monomers of truncatedC is also

indicated (dashed line). (B) Wern blot analysis of humakiC in sera of DH, CHland

CHZ1 mice. Bands appear at the expected size for the completé)(@htilthe truncated

(CHI) HCs. Dilutions of seum are indicated.

Supplemental Figure 2.(A) Flow cytometry analysesf permeabilized plasma cells

(CD138) from (top) WT, CH1, CHI" and (bottom) DH, DH-CHland DH-CH1 mice.

Representative results are shown (n = 4 —d&&naf each strain). Pengtages are indicated.

Note that the humarHC is overwhelmingly expressed together with murth€s which

represent the major LC isotypemouse. Murine ptHCs are also coexpressed with the human
HC in most of in CH1 and CH1plasma cells. As expected, murine pHCs were detected

in DH mice and about hatff plasma cells lack$iLC expression. We did not test other murine

HC isotypes. (B) Dosage of humadC in urines of CH1and CH1 mice. Means + SEM

(ug/mL) are shown (n = 5 — 7 mice of eachisiya(C) Relative production of hybrid human



HC/murine NLC antibodies in sera from DH-CHand DH-CH1 mice. Connected dots
correspond to the means + SEM (OD at 405 nnsedfl dilutions ofera from DH-CH1
and DH-CH1 mice obtained by a hybrid ELISA assteibed in the materials and methods

section (n = 6 — 8 mice).

Supplemental Figure 3.(A) Immunofluorescence analysis of WT, CHind CH1kidneys
co-stained with anti-humarHC (top) and anti-murinélLC (bottom). Note the faint non
linear staining ofjlomeruli in CHT kidneys that colocalizes with andN:C. Original
magpnification, x400. (B) Immunofluorescencebysis of liver and lung from CHImice.

Note the linear staining along vascutaembranes. Original magnification, x400. (C)
Immunofluorescence analysis of CHidney using a costaining with anti-humatC and
anti-human CH1 (left panel) or CH2 domains antibodies. Note the complete absence of
staining with the anti-CH1 antibody and the similar staining with an@iH2 and anti-HC
antibodies. Original magnification, x400. (Eyolution of Ig deposits intensity and
accumulation of tenascin-C with age. lmnofluorescence analysis of kidneys from DH
(control) and DH-CH1mice at different ages and uponilateral nephrectomy (U.N.).
Fluorescence and DIC are merged. Kidney f@month-old U.N. mouse corresponds to the
kidney collected at the time of unilaterapheectomy, on a 2 month-old mouse. Kidney from
6 month-old U.N. mouse corresponds to the kydralected 4 months far at the time of
sacrifice of the same mouse. Representatigeescare shown for Ig deposits and tenascin-C
accumulation. For tenascin-C, one glomerulus is shown in each image. Original

magnification, x400 (upper panel) and x640 (lower panel).



Supplemental Figure 4.(A) B cell depletion in blood upon treatment of CHdice with
cyclophosphamide + bortezomib. Percentag® oélls in blood was monitored by flow
cytometry using a B220 staining. Connected dotsespond to the percentage of blood B
cells (lymphocyte gate) of an individuabomse during treatment (n = 6 mice in two
independent experiments; *,< 0.01, ***, p < 0.001). (B) Follow-up of serum humaHC
production following treatment. Mean + SEM atewn (n = 6 — 7 mice in two independent

experiments; ns, non significant;F< 0.05).

Supplemental Figure 5Plasmablast differentiation uporP5 stimulation of DH, WT and
DH-CH1- spleen B cells. Perdage of plasmablasts (CD13&ells) was monitored by flow
cytometry. Means = SEM are shown (n = &enof each strain in three independent

experiments; ns, non significant; **p,< 0.001).
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Résultats préliminaires & Perspectives



1. Centres germinatifs et plasmocytes

analyse des plasmocytes dans ces structures

Au sein du laboratoire un modéle murin transgénique de suivi plasmocytaire a été élaboré, le modéle
Ig3GFP (Annexe 3, en préparation). Pour cela, le géne codant la protéine fluorescenterdaRPed
Green Fluorescent Protgira été placé sous le contrble des activateurs transcriptionnels et du
% E}luls pE 0O Z 'V : UMdE]v X ¢ 0 u vSeU }u%o}e ¢ [uv & P]}v
amont du gene (HSS1)3 [uv & P]l}v funl <]3u ouUnl V ulvs ~ ~NildeU
tuu v ee JE ¢ S eu((]* vSe %o}puE Jv L]E pnv }VSEEO O A% E <°]
locus endogene (Sigvardson et al., 1983ng et al., 1998). Ce modele « reporter » dit IgJ-GFP, a permis
% E ]* E 0 % E}(]Jo [ £% E <]}V o Z'v : Z1lo <}uE]s «ulu
restait encore mal connu. Des analyses par cytométrie en flux ont ainsi révélées que la quasi-totalité
des plasmocytes (>95%) expriment bien la GFP de fagon intens&Gels que soient leurs
]1*}18C% « [/IP § o W& o} o]* S]}v ~E& S§ U P vPo]J}veU u} o0 }ee pe U I
Jv 8§ vuuU g pv usE OOHO V % E °* vS [ Aote @oputdtion o '&\
]*8]v 8§ % E °* vS§ Ve 0 ¢ }JEP v e 0CU%Z}b ¢ % E]%Z E]Jcy X >[ A

population est plus faible que dans les plasmocytes (GFPS o[ v 0Ce % Z V}SC%o]<H .
par cytométrie en flux et microscopie caonf o E A o <u[]o o[ PJee ]S OOHO
VOCe ¢« S ve EJ]%S}u]<u » e O0O0OHO * }VvS IV(]E®uU o A% E ]}V

une baisse significative de Pax5 sans augmentation des transcrits typiques de la différenciation
%0 *su} CS ]JE S o0° <« 0Ju%ei U Yy %iX E}ue A}ve pee] ujv3E %o C
v Po]l]P o . oopo ¢« ~E ii9e « €& § % S]S ¢ <p vs]S o [/PX
0[ZC%}SZ ¢ <« . oopUO ¢« E %o-asmaliasts, décrit Précédaniment dans un
u} o <K nu P v WE ui Ve O <H O O] eV OJu%ei ~% E} H]S o P
o[ Mupo S]}vV S§ 00 ¢ O0OOMO * ~< 00] * 8§ 0oXU iii6X uv] E pE%
dans notre modeéle représentent la majeure partie des cellules B de GC, une observation qui pourrait
étre en fait biaisée par la ¥ vie relativement longue de la eGFP. Dans tous les cas, la baisse de Pax5

Ve ¢ O0O0OMO ¢ }EE *%}v ] Vv o e (E]%0S]}wdelach@ndIyconaligv o[ A

pour étre réprimée par ce facteur de transcription B-spécifique (Kang et al., 1996, Wallin et al., 1999).

hv uSE& ]Jvs E!S viv v Po]P o u} o & %o}e *HE 0 (]S <u O =
GFP entre les cellules B de GC et les plasmocytes nous permettent de visualiser aisément ces deux

lignées cellulaires. Lors des analyses en microscopie confocale des organes lymphoides secondaires,
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Spleen

Figure 1 :Caractérisationde plasmocytes dans les centres germinatifie la rate. Analyse par
microscopie confocaléle coupesde rate (A) ou de ganglions mésentériques (B) apréd jours

[Juupv]e SBBC. (A>[Juupviu E«petP en évidence o[ A %o (EHles k] protéine
fluorescente GFP dans les centres germinatifs, caractéresgégarallele par o[ A& % Elue <]} Vv
marqueurGI7. Lemarqueur BR20 permet de mettre en évidence les zones dite « lymphocytaire
B » dangla rate. Laprésencede cellules exprimant fortementa GFP est a noter dans les PALS,
zone richeen plasmocytes. Grossissement00 (B) Immunomarquage réalisé sune coupede
ganglion mésentériquéx400). Le marquage IgD permetle délimiter le centre germinatif, qui
exprime modérémentla GFP.Le marqueur C82, exprimé par les FDC (cellules folliculaires
dendritiques) permet [] v3§](d z@he claire. Enfin sur cette image, les cellules exprimant
fortement la GFP sonto-marquées paro [ VH138, spécifique des plasmocytes, validdstfait
gueces cellules sont bien des plasmocytes.



nous avons ainsi observé un nombre non négligeable de plasmocytes dans certains GC. Méme si des

plasmocytes avaient déja été observés dans les GC (Angelin Duclos et al., 2000 ; Victora et al., 2010 et

pour revueW ~Zolu Z]JlI § t ]Je oU TiiTeU o WE viu E -8 E]S }uu v Po]F
& P Pvvs E %] u vsS o] A5 CE] UE e SEMU SUE ¢+ S Vv ¢[C MUMO
v v p]Se Su ] & %opue v S ]Oo O] %% E]S]}V * OOHO ¢ Ve

Résultat 1 : Observation de plasmocytes dans les centres germinatifs aprés immunisation.

Afinde A E]J(] E 0 % E u] E } » EA 3]}v <p] A 18 & (18U =« Juupv]e

sang de mouton (SRBC pdBheep Red Blood Cglisonnues pour induire une forte réponse T-

dépendante avec formation de GC, ont été effectuées et les organes lymphoides, notamment la rate
§0° P VvVPOJ}ve u * v8 E]J<p * }vE 3§ % E o0 A - lidsimmdEomaiguEges o[Juupv
*UE ¢ }Uu% ¢ [}EP v ¢ -GFPimunisds ndas ont permis de confirmer la présence

de plasmocytes dans les GC, a&ceu %o * 0[] uu p\Fgurg)} En effet nous avons bien retrouvé

au sein des GC, exprimant modérément la GFP, des cellules exprimant fortement cette protéine

fluorescente. Des co-marquages GL7 et IgD ont bien confirmés que les cellulé€GiERt des

cellules de GC et que seules les @Fprésentent dans ces structures coexprimaient le marqueur

%0 *u} CS ]E iT6X % v vS8U 0 ¢« u EB<pu P o {10 *pE }u% ¢ [}EP Vv

Jv }veS v8e § 0[]vS ve]S o '&W utilisée pouHifiéréfiienles celfules B de GC

(GFPY) des plasmocytes (GFED.

Résultat 2 : Accumulation de plasmocytes dans les centres germinatifs au cours de la

réponse immune

Suite a cette observation de plasmocytes dans les GC, nous avons réalisé une cinétique
[Juupv]e S]}vU uv] & VOCe E %opue v 35 ]o o[ Alous]}v §§ 9
o[Juupv]e §]}vX Z <u ]v S]«p § & o] v § o0]ee vS pv }Z}ES
pour chague point, répété dans trois expériences indépendantes), immunisés avec 200uL de SRBC en
intra péritonéale, de maniére a induire une réponse immune T-dépendante. Les animaux ont ensuite
§ Vv oCse o ](( & v8e § u% e+ YodEeIpanfhntuqux phasdg de progression et de
décroissance des GC (Victora et al., 2014) : J+4, J+7, J+14, J+21 et J+28.

>[ v oCe JU% o Vige % Eu]e IWV(]JE&uU E 0 ¢ }vv e o 0]858 & §
0 *uCE( o ! =0 =0 % E * o[]uupvieas Hpvid taille]de] ce$o E pv
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Figure 2 :‘Analysede o[ A} o 0&3 plasmocytesau sein des centres germinatifau coursde la
réponse immune (A) Lasurface des centres germinatifs (GERle sectionde rate est déterminée
par analyseen microscopie confocale (axe gauche, ligne ndignombre de plasmocytes (GPPR"
observésau sein des centres germinatifs est représenté daméme graphique (axe droit, ligne
bleu). (B) Cing coupede rates, observée®n microscopie confocaléx400) représentatives des
résultats présentéen (A) aux différents tempgde o[Juu pv]e &)}Analysedu nombre de
plasmocytes poul00QuM? de surfacede centres germinatif§n = 3-4 animaux [ p test. Pour
chaque animal, les centres germinatdse trois sectiongle rates sont analysées)



*SEMU SUE ¢ ipgecpu[ :=10U %opu]le [puv & PE e¢]}v =170 %op]e :=10 }T o
oo } e« EA v us [Juupv]e 83]}vX Vv % E 00 o U vipe Alve Ju%es
par GC au cours de la réponse immune. Nous avons constaté une hausse constante et réguliére de ce
viu E ipecpu[ :=1iU A v3 pv %Hgure 2A & B BEn ¢orrélant le nombre de
%0 su} CS o Z <d %o}]VvSs o[Juupv]e 8]1}v % TEdeuGE3Snous olgs€Bdn ~ii1i1iRI
une trés nette accumulation de plasmocytes dans lesFgfLie 2¢. Ces résultats surprenants sont a
comparer aux études précédentes montrant peu de plasmocytes dans les GC. En fait, la plupart des
travaux précédents ont été réalisés a des temps précocepuu puv]e S]}v ~:=ide UAEU 0 V
V[} » EA}ve % » Vv }JE [ pupo 3]}v %0 su} C3 +X ]Jve]U Jo * u 0o <pu
intra-' ¢[ HUpO VS p IuE- 0 E %}ve Juupv % }uE !SE u AJu o o0}E
desGC. Auvudeee®E *posS SeU Jo 8 %o}e*] 0 [ u SSCE 0[ZC%}SZ ¢« <u 0O %
*$ ]E S uvs 0] H AV]E p' X >[pv * %}e*] ]O0]S * » E ] O}E-
0 ¢ %0 *u} CS U }vvue %}luE !'SCE Z hé&tal(epags PHantet@., ago®, ~~u]s
% }UEE& ] vS JvZ] & o & S]}v "U *}]S v v vS o[ P ]v e¢] O
formées dans la DZ qui ne pourraient alors pas recevoir les signaux de survie essentiels a leur

expansion/différenciation, soit en inhibant le sighal BCR de ces cellules via par exemple, les récepteurs

JvZ] 18 pE&es & vZ//I ~ EuZve § oXU TiiieX § ((§ & Puo § pE .

[ Joo pE- 8§ ulvsE & uu vs§ Ve UV u} o de {lifférentek}affinités S] } & %o ¢
% }UE o[ P ~«Z vP & oXU TiiieX pee]U v}pe A}ve o}uz |8 § Eulv (
[ ((]v]s e V8] }E% - § ~Z 7 pourrait avdin dE§ eonséquences sur le devenir

des GC.

Résultat 3 : Evolutfv  p viu &E OOMO * ' S %0 eu} CS o

immunisation dans des souris sauvages et des souris’AID

E}ue A}ve %% o0]<pu 0 ulu % @E}S} }o [Juupv]e 8]}V <u % E - uu v3§
GFP) et des souris Allavec en plus, une analyse a JO et J40. Nous avons procédé a un suivi par
cytométrie en flux des cellules B de GC (B&=07) (Figure 3A et des plasmocytes (B22BFP'I", et

B220 CD138) (Figure 3B. Ce suivi nous a permis de mettre en évidence un pic de cellules B de GC a

=0 % E * o[Juupv]e 8]}vU }v }uld v8 A pVv %o] %0 *u} CS X Z %o]
de B de GC et de plasmocytes revient quasiment a son niveau basal, voire inférieur pour les
plasmocytes. Au contraire, dans les souris”AlBope Vv[} « EA}ve %o % (E 00 0]eu
%o }UE VS P o ' S %0 *u} CS X v (]JSU p pv MPu vs§ S]}v

observée aprés immunisatioRifure 3B. Par contre, le nombre de B de GC augmente continuellement
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Figure 3 :Evolution des pourcentagesle cellules Bde GCet de plasmocytesau cours [pV
cinétigue [Juupv]e &dans les animauxWT et AID". Le pourcentagede cellules B des
centres germinatifgle la rate, B2207/GI7+ (A) et des plasmocytes, 20/CD138" de souris AlDF (B)

tout au long [ pvimmunisation SRBC est représent®urles deux graphiques, les cinétiques
réalisées sur les animaux Atsont représentéen traits discontinuset en traits pleins pour les
animauxWT (IgJ-GFPEnabscisse les temps post immunisation SRBC, auxquels sont analysés les
souris (n=3-4 animaude 2 tests indépendants pour les AlBet 3 tests indépendants pour le4/T.

Mean “ SEM)



igecpu[ =11 A v§ E}SE ipecu[ =01 * Ve %}pE p3 FHuE A v]E

Conclusion et Perspectives

Les GC sont les structures au sein desquelles se produisent les phénomeénes de maturations
secondaires que sont la CSR et la SHM. Cependant bien que les phénoménes qui ont lieu dans les GC
soient trés étudiés, les mécanismes contrdlant leur longévité ne sont pas connus. Certains travaux
A}cp v8 pv  puE [ VAJE}V 11 iJuEe o ve §}ud (}]* %%} ES E [ USE -
nombre d OOHO * § uv }v VvSE S§]}v u}]v & OOUO * o[]vs E] ud
revue: Victora et al., 2014). Les différentes observations que nous avons faites semblent indiquer un
réle des plasmocytes dans cette régulation des GC. Nous avpus E <U[UV eV P v & 3]}
%0 *u} CS ¢ % E} p S pE- [/P (YES « "(¢hrndut a unevacaumulafipn@E ] /
§ uv cpuEA] ' V}EuU o0 uvs o}vPu X >[} « EA §]}v " % OoMe JUu%o}C
est connue de longue date et certains travaux récents ont montré que cette accumulation était due a
MV  Ju]lvpus]tv O[ %0}%0S}e Ve 0 ¢ '
(Boulianne et al.,, 2013/ « Z v § oXU 1iidX [/ JU poihese quesigg plasmpzyes,
ES ]Jvuvs A] o+ V3] JE%- Z puS o ((]v]s o <p[]loe %o E} ple vSU %o
(US [ %o}%S}e X [ USE % ESU Vv}ISE u} 6GFP neys] Apetnis dai} C3 | E

e Ve %}UE& HnS VS A %o0]<nu E O

constater que des plasmocyté$o }uA ] v ¢[ pupo E ve 0 o ' H JUCE- 0 & %o
<UL 58 pHupo 8]}v 3185 }v juldvs A o ojlv ¢ "X > % E&} pu §]]
affinité in situ %o JUE E 18 % ES] 1% E olJv v & véueninhbatblas]sS]}v %o}
*]Pv 0] §]}v nu Z ¢ oo0pO o A] e E %3 WEe JvZ] ]S HE* & 0° ¢
plasmocytes est pour le moment inconnue. Sqrid+ % E} HU]Se *UE %0 § ve 0[]V %o
hors des GC ou retournent-ils dans les GC aprés leur différencition o[Z p @& SuU 00 Jo -8

gue seuls les plasmablastes, stade intermédiaire entre le stade B et le stade terminal de différentiation
plasmocytaire ont la capacité de migrer (pour revue : Tarlinton et al., 2008). En fin de vie du GC, alors

qgue le nombre de cellules possédant des BCR de haute affinité est maximal, il est envisageable que la
différenciation plasmocytaire soit plus rapidement établie augmentant le hombre de plasmocytes
terminaux (CD138B22(" tels que ceux que nous observons dans les GC des souris IgJ-GFP) qui

% E vS }v o0 pEe % ]5 e ulPE SE] ¢ 8§ ¢ HYUMHO VE Ve O ' V %

affinitésin situ

Les prochaines étapes de cette étude porteront sur des analyses de souris 1gJ-GalhAl®vérifier

si ces souris présentent aussi une accumulation de plasmocytes dans les GC au cours de la réponse
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Juupv X >[ A v3p 0]8  [upv . v [ pupo 3]}vU SE « % E} o u Ap
v[ Alop v8 % e pa rfpdBse immoine T-dépendante, appuierait notre hypothése que les
plasmocytes des GC jouent un rble prépondérant dans le destin de ces structures. Une autre possibilité
serait que les anticorps non switchés et de faibles affinités produits dans lesAtidirise pourraient

% * v U]E Ju% S]8]}Vv %} E& o[ P SI}pu v % }uEE ] vS % ¢ JvZ] &
Fcz// X 88 (@EvV] @ ZC%}5Z » %}pEE |8 '1SE A E](] PE e Jv
récepteur au pic de la réaction immune. Si une des fonctions des anticorps switchés de hautes affinités

est bien de réguler les cellules B du GC en interagissant vidRBl;de blocage de ce récepteur devrait

empécher cette régulation et donc augmenter la survie des GC. Enfin, des modéles de déplétion

%0 *u} CS JE S 0* <g 0 U} O OJu%i <K %}uEE ]S %o Eu SSE [ %o

a la question du réle des anticorps dans la régulation des GC.

Ve puv HSE & PJ]*SE U o *% ](] 18 [ A% E ]}V o] Z v : v}
P v & S]}v [pv W}EOX MA:S o u} o }JvSEE€o0 Of £% E e*°]}v }n 0

ve 0 O]PV %0 eu} CS ]E vVv[ £]*S % * o[Z p&E SH oo X-> ulu »§
'&WU % E SE veP v e 0 se]cp U 0}Ee & psdJole u ]e vipe v[ A}v.
spécifiguement plasmocytaire avec ce modeéle. Une stratégie de Kl de la Cre recombinase inductible
au tamoxiféne, CreERT2, dans le locus de la chaine J est actuellement envisagée. Ce Kl nous permettrait

Jvel] [ A}YJE pv A% E <]}V 0 & Jv usSlo *% J(]J<p uvsS vVve 0 ¢ %
avec le modele 1gJ-GFP. Be®ck Irdans le locus de la chaine J ont précédemment été tenté dans le
laboratoire et ce locus semble difficile & cibler. Un recours aux technologies des TALENSs ou au systéme
CRISPR/CASY, facilitant les insertions ciblées, parait donc essentiel pour cette stratégie. Un tel modéle
Vide % Eu SSCE ]S [ v oCe & o (( §$ <p 0 * %0 *su} CS ¢ }v3 euE& o « ' |
spécifiques des plasmocytes. Par exemple, une délétion conditionnelle de Blimpl, le master régulateur
despo *u} C3 +U %}puEE ] ISE VAl P X § C %o 0 S]}v VIde % CEu

GC avant et aprées délétion des plasmocytes.

[UV %o}]V$ Au %ope Pv E oU pv § ou} o U ]Jv £]*8 vd o[Z pE é
majeurs ve o[ S * %0 *u} CS ¢ VICEEU PAE S % SZ}0o}P]Jcp X /o « E ]S
[lv U] &E ( }v o] £A% E <]}V P Vv e Ju%o]l<h o Ve O[] %% E]S]}V *
% S$Z}P v o (]v % @E ]* u v3 *pu]AE dales Jép@d<pn [ %% E]S3]}v
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2. Etude des éléements minima requis pour la
CSR.

> ¢ (E ou0S 8¢ % @E » v3 ¢ ve o[ E3] 0 iU v}ipe }vE % Eule A}]E «p
SE ve E]S U (JES UVS J] 0o *» % E [/ U v[ ¢S % ¢ su((]* vBSR%}uE %o
efficace. Cette quasi absence de CSR a pourtant lieu dans des conditions permettant une accessibilité

S uv §]A]l8 }%38Juo [/ S uv E Ep$ uvs viEuU o §}us o u Z]v
capable de réparer efficacement par NHEJ des cassures double brin sur de courtes distances. Par
conséquent, seuls des éléments du locus IgH, qui permettraient les recombinaisons entre deux

e UE - o[ E ]Sy - %oOUe O}VPHU ¢ JeS v U ¢ u o0 VvS U vcpd vEeX
*[]ve E]CEoujows dans la logique de détermination des éléments minima nécessaires pour la
CSR. Parmi les éléments potentiellement importants pour une CSR efficace, le candidat premier

%% E 13 !'SE o i[ZzZX v (( 38U 3}Yuu v}pe o[ A}veondéguenaes <K o)
dramatiques sur la CSR (Vincent-Fabert et al., 2010e¢) ] P o u vS «p& o ~,DU o (( §
derniére apparaissant au moins partiellement indépendant de la diminution de transcription du locus
IP, v eV (Rpdaud et al., 2013 >[ <p] %o uC < vs & UIVZEE <« S
% EU S 0 E %% E} Z uvs VvVSE 0 ¢ %E}uUu}sS u&E* /U R S o0 i[Z2Z pE&E
E %% E} Z u vsS « E ]S o[}E]P]V o[]Jv u 8]}v + SCE& ve E]JS* P Eu]v
proximité la région donneuse Sy et une région S acceptrice, pourrait aussi faciliter la fordetan
synapse nécessaire pour réparer des cassures survenant dans ces deux régions, normalement distantes
(Wuerffel et al., 2007X [ S %o} E<u}] VIHe %o velve <pu of i}us 0 1[ZZ % }uCE
de synapses entre nos deux régions S, et ainsi fournir la condition manquante a une CSR efficace dans

le locus KIKS. Ainsi, un modéle murin diikSu] E&}i[iZ2S Sy oo u vS v }u&- [} S vS]}

laboratoire (Le Noir S, travaux en coets A v3 o ]((] pos i}us & pv & Pl}v i[Z.
déja de taille conséquente, une vejsi E ]S 0 1[ZZU }u% E Corés o) des} pE-e ~|
<p SE vZv E- § Jve E EE] E pv (E Pu vs P viu]J<p }vsS v v

(Ei ) et le C murin (Figure 4. Cet ensemble a ensuite été ajouté aval de la région S dans le

vecteur deKnock In</<”~X ]Jve]U }uu Ve 0 0} ge /P,U 0o u] E}i[ZzZ - & SE}
Alv X "] o 1[ZZ <5 o[ 0 uvVvS u v«p vS§ V}ISE }veSEY S]}vU vipe
((] § Jve] ul}vSE® E <u[ V %0 B€E ve}E]H(SI}IVUEOCOT[ZZ % Eu §S o &
facteurs spécifiques et nécessaires a la CSR. Les premiers animaux ont été obtenus et une premiére

v oCe 0 O0]PV Z}u}ICP}3 & % &E [1]o us o[ § X >[ %o %o

modele KIKS avec, en premier lieu, la recherche de cellules B exprimadnigri@ par cytométrie en
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flux aprés immunisation. Ces souris seront bien évidemment comparées au premier modéle KIKS afin
§ GBGul]v & ] o i}us 0 1[ZZ % EeilaSCHR au lodus KWSS.S]}v

KIKSD] E}i[ZZ

Bart JN mEIN mCN Bt

Germline ’_I'H'I'I—._. Y
WTIg locus -~ e

P-Leader \M—G?r

Targeti su “hEIN hen oS 53 mENmON o f’q mEiN- meN
VegCtor ’ I- sca I SCE ‘
3,2Kb
P-Leader \W-63-
su hEIN hCN Il. S3 mEINmCN MEIN mCN

Germline I“” 8 0 D Ie. .OOOOP ® .._
KIKSu] &E}7ijatids

loxP

Figure 4 : Génération des souris KIK$- E }i[l&aZonstruction KIK8] E}i[ZZ Ju% E v vSU Af v T[U
ARU o[ 3]A étlp@maire constant h@u locus humain Ig suivi du core S, dont la transcription est
assurée par le promoteur pN\U  }uu Ve O JveSE N §]}v [}E]P]v ~ Gainbiquee® >[ 3$]A 3
domaine constant murin mGorécédent la micro-[ ZZWveS]S ed }JE - 3]A S puE- o i[zZzzU
la construction. En aval de cette nouvelle cassette de switch le géne de résistance a la néomycine, encadré de
sites LoxP. La construction sera insérée dans le locus kappa murin par recombinaison homologue

ve o[ A v3p 0]8 [uv Y, NZ UOPE 0 %E vV o i[ZZU o]
]1(( & v8e 0 u v38e E Ppo 8§ pE* ~% E}lu}s pnE-« /U A}lve /U E P]J}ve MU |
pourra étre envisagé dans le locus KIKS. Cependant, ce type de stratégie devra étre testé dans un
premier temps sur des modéles cellulaiiasvitro, le temps et le co(t nécessaire pour générer des
modeles animaux de ce type étant trop élevés. Cette apprathéro avait déja été tentée mais nous
nous sommes heurtés a deux difficulté8 o Z}]A& u }v u} o oopo JE S o °]S
plasmide. Nos premiéres tentatives infructueuses ont été réalisées par insertions aléatoires mais nous
Alve E %] u vs }ve] E «u SC% [ %% E} Z % E& ]85 3}us o[ A v
locus naturellement ciblé par AID. Ainsi une insertion dirigée dans le locus kappa, de maniére a
[ ((E Vv Z]E * %o}ee] 0 ¢ (( S %}e]3]IvU %luEE 15 !SE VA]e
Crispr/cas9 facilitant les recombinaisons homologues nécessaires pour les Kl sera indispensable (Wang
etal, 2013)X > o]Ju]S e*u% %0 u vsS |]E [UVv 8§ 00 %% E} Z }v E&vVv o0 u

effet, les lignées capables de CSR, telles que la lignée CH12, ne recrutent pas AID au locus kappa et
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sont donc peu a méme de représenter de bons modéles pour la stratégie KIKS. A contrario, la lignée
>T <u]U o}pue o }v ]8]}ve [ 3]A 3]}ve }u%oo (Railiedd abho2QOsty]ve@]%® *0 ~,D
décrite comme permettant la CSR. Ainsi, un résultat négatif dans cette derniére lignée ne serait que
peu informatif, puisque le défaut de CSR pourrait autant étre attribué a une incapacité de ces cellules
E o] & %Z ViUV <U[ M U V<L  [UV O U VS [ e ]V VISGE o0} pe <
<U o0 8§ Sus E EE& vP uvs g o} pe | %o %o e 0]PV ¢ V[ 8 %0 ¢
}v  }u%o 0]« péalideC des insertions dirigées du plasmide KIKS. Ces difficultés expliquent que
vVide V[ C}ve % *U %}IUE o u}u v3U %o }pes % ope 0}]v v}e 8 v3 S]JA « [ .

CSR dans des systéniewitro.
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IX D} o]e S]J]}v e« Do ]+ g %o
Monoclonales (MIDD) chez la souris

> o }E 3}]E ve o <p o i[] (( 83p u e SE A pA& §Z « U § %ops
Christophe Sirac, est rattachée au Centre National de Référence « Maladie Rare Amyloses AL et autres

maladies de dép6ts[Juupv}iPo} po]v ¢ u}v} o} w. dinsi~de hombreux travaux sont en

JUE®s *uE %oope] HWE- e % $3Z}0}P] *U SCE A PU/E PE<H 0 i[ ] %o %o}
Ju%}ES vs X Ve §8 % ES] U vae E]SU -« riHEdsv@erspectivéis E ¢ vS o
}v. Ev v§ o u} o , % E& ¢ VS ve o[ ES] o T u]e pee] 0« E cpo
Ve 0 US o Pv & 8]}v [uv u} o > Uoe+*8EAUE uyE 0o u} o

ayant donnés lieu a une publicatiorv }oo }E 3]}v A o[ <u]% (apneke®), KiXsi AuCes
<UL 0 ¢ Z o WAE<H 0 VI ((]e}ve ( %}UE& o[ § o0]*e u vS [uVv u} o0 1

>[ ve u o e U} O ¢ UPE]Ve % E « vE ¢ Ve 0 ¢ %}]vEe epu]A vie e}vs
*3E 3§ P] A 0}% % % }HE o[ § 0]*s uvS p u} o VvVl]uo & %E} ule
(Sirac et al., 2006b) et du modéle de HCDDeprés ve ES] o IX W}IpuE o U o] E }
Z 've [IP % SZ}P v ¢ Zpu Jv ¢ 5 Jve & Ve 0 0} Mo | %% UuUpE]VU %
croisés avec la lignée transgénique DHD W 1 Ve 0 <L 00 O % ES [ A% E *¢]}v o
murines associée a un nombre accru de plasmocytes (Lechouane et al.%20XBu § o[} S vS§]}v [uv
trés bon niveau de sécrétion des Ig humaines transgéniques sous forme libre, spécifiquement par les
cellules de la lignée Figure 5. Cette stratégie est particulierement relevante dans nos modeéles de

% E} u 3]}v Z'VeoP &=+ Zpu]lv ¢} vige A]}ve }ved § U o}E- C
syndrome de Fanconi, que les chainesP & ¢ Zpu ]Jv ¢ o[ e¢} ] ] VS % E( ]S u vs ]
chaines lourdes murines. Ainsi, sous fond BB-WiT U v}pe Al8}ve o[ *¢} ] 8]}v Z
lourdes/chaines légéres et donc les animaux ne produisent que des « Free Light Chains » (FLC), formes

o [ Jre& §iés pathologies.
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/*}o uvs pPv [pv Z
humaine pathogéne et insertion
dans le locus kappa murin

ED oo
E% E *+]}v u «]A Z]v e [IP % SZ}P v s % E o+« oO0Op

chaines légeres (LC) ou lourdes (HC) et absence demludhes

Figure 5W ~"SE § P] % E} U S]}v Z v e [Juupv}Po} polapredigre dape Z | o o
}ve]es ]J*}o &® o Pv J[uv Z v [/IP % S$Z}P v % ES]E [HUV % E 0 A u VS
il est ensuite inséré dans le locus kappa murin. Puis les animaux sont croisés avec la lignée transgénique DH
SDW1 % }UE PV % E} B S]}v u es]A  [/P e}pue (}JEU o] E X

3.1 Syndrome de Randall de type HCDD

> ¢ SE A UE % E  v§ o ve o[ ES] o 1 }vs Tus] 0 & S3]}v [Mv u
syndrome de Randall de type HCDD, avec notamment la présence de dépots linéaires non organisés le
o}vP e uu EvVe <«0¢°Syuypuo JE ¢« S Po}u Epo ]JE U }lu%ol}e 0
Le caractere réversible de ces dépdts a été mis en évidence et fait de ce modéle un excellent moyen

de tester de nouvelles thérapies.

o[Z pn&E SHooU J]vVv<g 0¢° %€Se E V UAE °*}] VS SC%o]Jcp » p *Cv @
et montrent une réorganisation de la matrice extracellulaire glomérulaire, les animaux ne développent
%o Po}lu Euo}s o E}- § o (}vs8]}lv EEvo Vv[=*S % (( S ~
contrairement a ce qui est observé chez les patients atteints de HCDD. Il est cependant connu que de
nou E pe ¢« o]J]Pv ¢ upE]Jv U }vS 0 ¢ o]Pv ¢ psSjo]e * %}uE o[ o }E ¢
(C57BI/6 et 129/Fv), présentent une forte résistance a la sclérose rénale, ce qui pourrait expliquer que
vipge V[} ¢« EA]J}Ve % }UE o[]ves vésde glomérulpBoléreses®Bur [a suite des études
sur ce modele, nous allons donc mettre cette lignée sous un fond génétique pur décrit comme étant
susceptible a la sclérose et la protéinurie glomérulaire, tel que le fond DBA/2J (Qi et al. 2005)d
génétique est particulierement utilisé dans les travaux sur les néphropathies diabétiques, car il est un
des seuls a permettre de reproduire la glomérulosclérose nodulaire typique de ces pathologies et trés
proche de celle observée dans le HCDD (Ronco et al., R0OKIu S E o [] va cAmnpsénarsiotEdes
mécanismes physiopathologiques de la gloméruloscérose, le suivi de la fonction rénale sur les

parameétres urinaires serait un avantage incontestable, notamment pour tester de nouvelles thérapies.
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Notre modéle présente cependant déja un réel intérét pour la compréhension de cette pathologie. Un

des prochains axes de recherche sera de trouver avec quel(s) composant(s) des membranes basales

les chaines lourdes tronquées interagissent. Un travail préliminaire de notre équipe (non présenté) a

montré que les domaines variables de ces chaines lourdes tronquées de HCDD présentent presque

tous un pl élevé et donc une charge globale positive a pH sanguin. De fagcon intéressante, une

observation similaire avait été faite pour les chaines Iégeres de LCDD (Kaplan et aX 289Hps

ZC%}SZ ¢ ¢« ¢« E ]S }v <gu 0Z]vSs E SJ}v ¢ Z vV e O}HE < %o SZ}P v

chargés négativement des membranes basales rénales. Parmi ces composants des

glycosaminoglycanes, tels que les héparanes sulfates semblent étre de bon candidats (pour revue : Suh

and Miner, 2013X (]v A E](] E 85 ZC%}3Z « U vipge VvA]e P }ve []vi
0[Z % & v » (]v Ju% E 0 ¢ Z "ve [Z % E V e spo( S * %E}S }F
ESE oopo JE X §C% []Jvi &]}ve i & (E (Winhoverhet abpy ¢ Z |

2007,2008) Si les chaines lourdes pathogénes interagissent avec ces héparanes sulfates, suite a

o[ oJu]v 8]}v e Ju%}e *U 0+ %€Se AE ] VvE E PE ¢« EX hv pus

nos animaux avec les modéles transgéniques de surexpressian[de % & v * Kgharijavet

al., 2004) }vs o[ 8]A]% Jv pld8 o Ju]vps]}v e ]88 ¢ v]}v]cp érulaire u u E v

(vanden Hovenetal.,,2008) /o « E ]S 0}&E=* JvS E e+ V3§ Ju% E E o ]Jv S]l«u

dans ces animaux par rapport a des animaux WT. Une molécule qui mime les héparanes sulfates, le

W/66 ~ SH oo u vsS Vv %Z [/ Jne todte adtxe] uiilisattot ) (Eerro et al., 2007)

pourrait alors étre envisagée comme une nouvelle stratégie thérapeutique permettant de détourner

0 * /P % SZ}P v o o uE ] o U o uv] & H W, W ve o[ uCol}e <}

(Pepys et al., 2002)

Les thérapies cellulaires a base de cellules souches mésenchymateuses isolées a partir de la moelle
osseuse (BMSC podone marrow Mesenchymal Stem Qetlsmmencent a montrer des résultats
intéressants sur la régénération des tissus rénaux (Fleig and Humphreys, 2014). Utilisant les facultés

E PV ESE] - * O00MO *U o <U]%o '"H]oo Eu} , EE Gn E uu
vitro <t 0 ¢ 0 ¢]}ve Jv H]S * % E e Z 'veoP &<+ [uCo} > %o }uUA
réparées par une co-incubation avec des®MHerrera et al., 2011) et il semblerait que des résultats

similaires aient été obtenus dans des modelesvivo []vi §]}v Z'veoP &-=®* % SZ}F
(communication personnelle auprés de C Sirac). |l serait donc intéressant de tester ce type de thérapie

dans notre modéle de HCDD afin de voir si des BMSC peuvent aussi améliorer les |lésions rénales dans

Mv }vs AES % E} L S]1}v v }vs]lvypu Z 'V [/IP % SZ}P v X
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Enfin dans le L § u] WA Ju%E& v E o0 ¢ }veinepto %<«@[} WSSH}v [pv Z v
lourde tronquée sur les plasmocytes, nous pourrons mettre a profit le caractére inductible de notre
modeéle de Randall de type HCDD. Pour cela le modéle CH1+ devra étre croisé avec des animaux
exprimant la CreERTZ2, idéalement de maniére restreinte a la lignée plasmocytaire ou aux stades finaux
de différenciation B (AID-CreERT2 que nous possédons au laboratoire ou modéle 1gJ-Cre-ERT2 que
nous souhaitons réaliser (voir la premiére partie des Résultats préliminaires et Perspectives). Ainsi,
eu]s e Jvi 8]}ve S UlAE]J(V U VIiue %olpEE}Ve ( }v o8 & o 1}u
[uv 8§ oo 0 3]}V *HE 0 *uEA] U 0 % E}o]( E 3]}v YUPR) defiSE ¢+ u &
ces cellules. Une telle délétion inductible reproduirait fidelement les étapes physiopathologiques du
HCDD dans lequel le domaine CH1 est tres probablement éliminé lors des événements de
recombinaisons secondaires (SHM et CSR) du centre germinatif. Une telle approche permettrait de
IWW(J&uUu & S u] p&E Sp ] & of (( 8 S}AE]«<H JvSE]ve «p [Lv Z v
plasmocytes, ainsi que nos résultats dd ES]P a1 6 v§ o u}vSE EX ] %}uEE& 18 A
part, la sensibilité g =~ & MAE JvZ] ]S HE* Y % E}S *}u S [ USE % ESU o
majoritairement accompagnées de petits clones plasmocytaires peu évolutifs. Enfin, le contrdle de la
délétion du domaine CH1 dans les plasmocytes permettra de mieux étadier]v S]<u [ %o % E]S5]}H

des dépébts tissulaires.

3.2Syndrome de Randall de type LCDD

Précédemment au laboratoire, il a été montré dans un modéle de « greffes de tumeyud v~ Z v

oP & Jeep [MV % 8] vS§ 83 Jv§ > BkignsAydi§ueE décaié paii@ogie « o
chez la souris (Khamlichi et al., 1995b), ouvrant la voie a notre stratégie de modélisation de ces

uo ]J]e Z1io[v]uoX> u} o , ¢ VIpe A v}ve % E * v E tee]
était possible de reproduire un syndrome de Randall avec notre approche transgénique. Cependant,

Juu vipe o[ Ajve Au  ve 0 % ES] ] 0]}PE %Z]<pu uvue EJ3U
fréquente des syndromes de Randall est causée par des dépdts de chaines Iégéres monoclonales.
Aussi, nous avons souhaité créer en parallele au modéle HCDD, une lignée de souris LCDD en utilisant
la chaine légére précédemment employée dans le modéle de greffe de tumeur (FRA). Nous avons cette
fois- 1 Jve & Ve 0 0} M* | %% U o[ E } vS o[ ve u o o Z v Zpu ]
constant, plutét que seulement les domaines VJ comme dans le modéle de syndrome de Fanconi

(Figure 6Agauche). Cette apgr Z S Z}]e] (]v *Ju%o0](] E o *pu]A] o[ A& %o(
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Iégere par dosage « Freelite » utilisé pour suivre les chaines légéres libres chez les patients, ce qui ne
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Figure 6W ~"SE § P] Pv & S]}v [uv u} o uuCE]v > S }e P o EJ<hu.e (AY Z v e 0 F

Représentation schématique de la stratégie de production de chaines légeres FRA. La chaine Iégére est soit composée des
domaines V-J-C humain (FraVJC, gauche) soit composée des domaieg¥%v-]v. § un f up@E&]vU }uu Ve O U} O
Cv E}u & v }v] ~&E s:U E}]S X ¢ }veSEQU S]}ve ¢}vs veul]s Jve & (B) ve 0o o0} M
Dosages sériques des chaines Iégeres FraVJC ou DH-FraVJC de souris agées de 1 a 5 mois. Ces dosages sont mis en paralléle
de ceux précédemment obtenus avec la lignée DH-CHEB afin de montrer les taux(espEsdsraVJC et n=4 FraVJ mean
+SEM(..Plu>-

Les premiers résultats montrent des taux de production de la chaine |égére pathogéne trés décevants,
avoisinants a peine la dizaine de ug/figure 6B X > ¢ }e¢ P o pE]v JE& * v[}VvS <u VvS§ WA

guelques traces de chaines Iégeres (non montré).

> e v OCe s [JEP vV o e v]u P/E V[IVE % « E A o %€5e [/IP Ve
viu u&E v[ A1 Vv8 % « v }E 3§ -LiVP2A¢f aridle 2 et annexe 1). Néanmoins, les
premiers animaux DR E s: U } » EA non[Jussrékélé de lésions rénales. Nous attendons
actuellement que ces animaux soient plus agés, pour réitérer ces analyses, les premieres ayant été
(]S e su&E « }pE]- u AJupu i u}]eU <H] %o S V. %o o cP((]E %o}
dépbts./0 ¢85 %o}ee] 0 <u O] A% E *¢]J}v [uv E }u%o S v % Eu $5 %o
phee] JU%}ES vS ¢ <p o}Ees [puv ]Jve ES]}V M }u]v s: e poX % Vv VS
puv puSE u} o [ A% E ]}V Z v o ife déte explications(vojrvid @us
partie 4). Il est donc possible que la nature méme de la chaine |égére Fra (séquence ou particularités
structurales) ne permette pas sa production et/ou sécrétion optimale, ce que nous avions déja
constaté lors des transfections en lignée SP2/0, ou les lignées Fra présentaient des taux de sécrétion

U IUu% %oope (] 0 <p [ USE « SE ve( 3§ v3eX E}pue A}ve % v vi E
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lequel seul le domaine VJ a été cloRég(re 6Bdroite), de facon similaire au modéle de syndrome de

& V }JV]X > ¢ % @E u] E+ E *pos 3o }Jo P oo EJ<cpes AE ] VS ISE }vv
Vide % E}ve ]Jve] } S VIE pv u} o }u%o u vs 1E M u} o
mécanismes physiopathologiques inhérents/&u u o ] % €S [/P u}v} o}v o0 ¢
Randall.

3.3Syndrome de Fanconi

Le travail présenté en annexe @ o]e Vv }oo }E 3]}v A  dF <pupApC 3 BoamEDp PAF
PNAS)S < 0 i[ ] %ol %o ES] 1% BE]=SHvY A& uPpo® * uUpE]Ve ulfdpP] - %c
monoclonales. Cette étude a permis de confirmerjemnprécisant, les observations précédemment tcri

ve o[ $u  }E]P]v ofSirac et}al.p2006b)8 [ oo E %ope Vv A vE ve 0 Ju% E .
mécanismes physiopathologiques du syndrome de Fandious avons démontré la toxicité hautement
spécifique des chaines légeres impliguées dangnar@me de Fanconi sur les cellules tubulairesiprabes.

S S}AE] ]S %o ¢ % E pv 13%] 18418 py v K €(}v Slde laufosaidn( ]
lysosomale et semble associée a une dédifférenciguiolifération des cellules tubulaires proximaléses
observations ont pu étre faites sur le modéle arid@syndrome de Fanconi (modeéle Che), en comjparais
un modele contr6le dont nous reparlerons dans lechain paragraphe (Souris Del), puis ont été aoéfasin
vitro sur un systeme de cultures primaires de cellulbsitaires proximales (Terryn et al., 2007) exposées a de
(] ose }ee [/P u}v} o}v 0 « €A RWP lJwov Zin%ifrodgoermis de pousser un peu plus loin
les investigations et en particulier de confirmer $pécificité des chaines légeres dans ce mécanisme
physiopathologique de dysfonction du trafic lysoshrmAinsi, une seconde chaine Iégére de syndrome de
Fanconi (Dup) a pu étre testé et a provoqué précedt les mémes anomalies sur les cellules tubidakar

IWSE U puAE Z 've }VSEEO * % B] $SZ} 3S]qvdee [ USE& « D/vS Jvo <pu[pVv U
chaine Che (Chemut30 possédant un remplacementédidir hydrophobe Ala par un résidu polaire Ser)

vi(( §vS v ppuv ( }v o (}vesS3iwpoc]EooWE}A]u 0 X }IVSE JE& u vs
syndrome de Fanconi Che, le mutant Chemut30 nedgtors de cristaux dans les cellules tubulairegiprales,
VRY, E § E]*S]<t  }uupv viu XEIUAEZ v « & FDeEourt dt/&l., 1999)

% v vsU ( }v ]vs & ¢ v3 U(( S8 %bus S E v][-S v 0 %MEQE }0Ce %o (
0Ce}e}u 0 ¢ ~ 8Z %oe]lv X Jveptl o[pv S}IEYT3% ISL po |E JUZcuy &
proposaitque[ JHUMO S]}v ¢ Z v e 0 P (E «]S]¢ UUAEUWEBS <+ U « u o }vida

¥ }Jv S3E + VA]* P o0 <pu[pv SHB]]Me BEE VS 0o P E + v e OJ@ES euE pv
Jv }vvu *}1S o[}E]P]v sosomalgs(}v S]}v oC
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De maniére éloguante, des effets similaires ontsaé# observés dans un modéle de syndrome de Ranco

Z E ]S]JE U o Ce3Jv}le ~u Qe}u o «YhE& A1JEPbb aECuv ups SIMEJPIR v dE
du plus fréquent syndrome de b } V] o[ (Réggset al., 2014). Il semblerait donc que quelques soit

o[ Avuvs %E]Ju |JE ~upd 5]}w } weEiprholgcodive pathahénique des syndromes de

Fanconi soit commun (Sirac et al., 2011).

> onls « SE A ukE «-  (( 3sp se v3] 00 U VS % E o[ <H]% n
d S Gul]v E 0 ¢« E Je}ve %o E& ]e - o] Ce(}v S]}v e 0Ce}elu X Wopue]
pour but de révéler le mécanisme commun aux différentes formes de syndrome de Fanconi. Ces
observations permettront peut-étre ainsi de mettre en lumiére un déclencheur commun qui pourrait
ISE o Jo VIUA 00 ¢« §Z E %o] *X WINE VISE % ESU vipe o}pzZ 15 (
dans ce modele. Il semble en effet que les traitements aux inhibiteurs du protéasome ne permettent
pas de restaurer efficacement la fonction rénale dans le syndrome de Fanconi contrairement, comme
vipe o[ A}ve ApyU p&E pSE c u o ]« % €S+ [/P u}v} o}v o «X E}pe 4
le bortezomib ne peut pas avoir des effets aggravants sur les cellules tubulaires, engorgées par des
Z'VeoP E-¢®*<«p[ o0 V][] EE]A VS %o « PE E ((] uvsiX v (( 8
établi que les différentes voies de dégradation protéiques (lysosome, autophagosome, protéasome)
intracellulaires coopérent (Korolchuk et al., 201 ¢ E *p0S Se % E oJu]v JE « } S vue
[KOJA] & AuGCe3 « uovd []Joo PE+* u}vEE E <u O U8}%Z P] 3
PE S5]}v oCe}e}u o e OOMO ¢ S HO JE X ]Jve]U ve pv OOMO
S PE V uvVvS % ESuE U Jo 8 %}ee] 0 <p o[]vZ] ]1S]}v M %oE}S
Aing, méme si le traitement au bortezomib permet de diminuer le clone plasmocytaire et donc la
production de chaines légéres pathogénes, son effet délétére sur les cellules tubulaires pourrait

E%o]l<p E 0o u Jvs8] v o[ viuo] & v o X

3.4 Amylose AL

Un « } i S8](- o}vPu g v}iS&E <] %o *3 u $sSE B %}]vS pv uj

>U % SZ}o}P] %0€Se [/P u}v} o}v o e 0 %ope (E <pVvS S 0 %Ope
u} o v]u o ((] X %op]e % E +nndemaimenartsdifférentes stratégies ont

été employées par notre équipe pour faire un tel modeéle. Des méthodes de transgénése classique dans

O *<H 00 ¢« uv.Z 'v 0 P E % SZ}P v Jeep [HV % S] v8 8§85 ]Jvs [ uCo

controle de %o E}lu}sS pEe+ (}ESs-U *%0 J(]<pn * %op]e U J<u]S JE& U v[}vS i u]
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% E} B S]}ve Z ' 'veoP & -+UvV] o[} §VE]}v % €5 [ uCo}e X A v
Kl dans le locus kappa murin, un premier modeéle (souris « Del ») utilisant strictement la mééugestra

<l@ 0 u} o Cv E}lu & v }v] § & o] X }luu A%o]<n % E
des taux satisfaisants de chaines légéres libres pathogénes, ces animaux ont été croisés avec la lignée
DHLMP2A (déc}s ve of] B8] o 1 & vv /£ (X ]Jve]U vipe A}ve } § vp ve
(}JES % E} p S]}v Z 'veoP &=+ [/IP 0] & U e S uE v 85 u vs -
0 % 8] v8 }vs§ 38 Jeeu HmureZA LCepdndantr aucun dépbt positif au rouge congo,

SE ple vi 0 % E v [ UCo}e U V[ %p !SE § § Z1 e« }JuE]JU ¢
et les organes. Il est a noter que ces chaines pathogénes sont également retrouvées en quantité
extrémement importante dam o0 ¢ PE]V ¢ ¢ Ve pe E [ Foguré s C& modeéle a

[ J]oo pEs § pS]o]e }tuu S u}]lv v P S]( ve o[ SH  u vanneygE 0 +CvV
2).

> ulu «SE& § P] § E §vS %ope E uu vd A uv adbntle o P &

domaine variable est issu du sous-groupe de variabilité, Vconnu pour étre presque

systématiquement associé a des dépdts amyloides rénaux (Souris « Sai »). Encore une fois, une

% E} M S]}v Jvs ve o Z'v oP & [/ Porébdland [ERBErum o ¢té dt€Bue o ]

Ule M UV %€3 [ uCole V[ %mgures’@ CdntraiErdent-au modele « Del » peu de

chaines légéres sont retrouvées dans les urifrégufe 7B. Il est fort probable que cette différence

*}18 o }ve <pume mojns bonne filtration glomérulaire des chain€due a leur forme

dimérique prépondérante. Des expériences préliminaires de western blot non dénaturant semblent
IWW(JE&uUu E 885 ZC%}SZ ¢« ~v}v U}VSE X YU 00 ¢ < <Gucunddes J(( E v
WA Z v e v o %o}te VSU U PV viu o] S]eepo J& Vv[ C vS %pn !SE

modeéles.
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Figure7 : Dosage sérique(A) et urinaire (B) des chaines légéres libres dans les souris DelLetsSkitas sont
représentatives des dosages de 6 a 12 animaux agéesdde3teU u v F * D ~...Plu>-
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(Jv [ upPuvs & v }E o0 % &} u S]}tv o Z'v oP & % S$Z}P v U
avec le modéle murin Xbpd{Carrasco et al., 2000) A 0}% % v A o[ P e % E}o]
plasmocytaires pouvant conduire a un myélome, est envisagé. Nous possédons ces souris dans le
0 }E S§}JE X % v v3U vipe v[ A}ve ipgecu[ u Jvd v v8 %  } « EA (

sériques dans ces animaux, contrairement aux résultats publiés.

Les données obtenues avec ces deux modéles murins laissent penser que, soit la souris est résistante
o[ uCo}e >U e {ifiatioms p@st-traductionnelles de chaines produites chez la souris ne

% EuU $S vS % ¢ o[]v u S]}v o[ uGCo}e U <}]1SU v(]vU ]Jo u vp pv
nucléation des fibrilles amyloidogénes. Pour répondre a cette derniére possibilité, nous avons donc
Jvi 8 « (] Eloo * uColb * %E}A v v % 5] vie 33 JvSe [ uCo}e
%o E ¢ VS o Ve 0 ¢ o}JuE]JeU o[} i 3]( 8 v3d <u AmyloilpsiE Folancing EA v 3§
Factore X §§ u sz} o[ *3 u odednfrustypuse dan&notre cas. Dans nos prochaines
tentatives, nous allons tenter de « fabriquer » un AEF a partir de chaines légéres purifiées issues des
HE]V ¢ o ¢}JuE]*X v }oo }E 3]}v A o <u]%o CEJoo HeEv] E Z
fibrilles amyloidesn vitro avec ces chaines légéres par les méthodes classiques de fibrillogénése
(baisse de pH, chauffage, agitation) (Arosio et al., 2012; Martin and Ramirez-Alvarado, 2010), puis
réinjecter ces fibrilles aux animaux correspondants. Nous espérons que des fibrilles faites a partir de
%o E}S Jv o ulu v SUE %op]ee vS « EAJE . vu o S]iv ((] %
fibres amyloides. Une autre possibilité soulevée par quelques travaux récents serait que la nucléation
ou les protofibrilles soient en fait formées dans la cellule productrice. Ainsi, pour des raisons encore
Uuo }Vvvpud ¢ U ] ES Jv u vS o] - HV U HA ]Jo E %0] u v§ e Z v o [/
VY, ps [ PE P S]}v P& ]S o] 4 Ve 0 %0 cu} Q8yauxi] ¢t u@es E ]S v
% }UA VS e %} E U}E E o *uls o[ 0}VvP 8]}v ¢ % €ZeX ve
plasmocytes sains soient capables de contenir ces agrégats en les dégradant efficacement. Aussi, nous
souhaiterions tenter de « provoquer » le mauvais repliement des protéines dans les plasmocytes
murins en inhibant, par exemple, des protéines chaperonnes du réticulum endoplasmique. Cette
inhibition pourrait conduire a un défaut de repliement des chaines pathogénes, qui de ce fait
pourraient étre amenée [ PE P EX W}uE o -dewn ke xprtained ehjaperonnes
pourraient étre envisagés. Dans le cas du KO, un recours a des modéles de délétion conditionnelle sera
certainement indispensable, les protéines chaperonnes étant pour la plupart ubiquitaires et servant

M E %0] uvs [puv PE v v}iu &E % E}S ]v-GreERV 2 e nous pdossedany o/

M 0 }E S}IJE %}lpEE !'SE pS]Jo]- § % Eu SSE [Jv L]E o 0
uniqguement dans les cellules B étant passées par un centre germinatif. Si nous réussissons a élaborer
le modele IgJ-E  Zd1 ~</ o E& & 1}ul]v - Ve 0 0} pe /P:eU u} o }v

-81-



Cre serait restreinte aux plasmocytes serait bien évidemment le choix premier pour mener a bien cette
stratégie. Plusieurs protéines chaperonnes pourraient étre ciblées dont la BiP, la protéine majeur du
repliement des Ig mais aussi Erdj3. En effet, des travaux récents particuliérement intéressant ont
montrés que Erdj3, une chaperonne dontlerdle]$] o ¢85 [ & ¢+« & =+ % E&}S Jv » u o «
BiP puis en cas de surcharge protéique au protéasome, pouvait étre sécrétée en association avec des
protéines mal repliées afin de prévenir leur agrégation toxique en dehors de la cEigled §. Ces

Su ¢ }vsS Jve] uU}vSE <<pu 0 %o E ° vV E it S5 ]8 % O [IvZ]
ol PE P 8]}v SE VeSZCE 3]v UuMnS ]Ju% o(Genereuxvet ghy2015)Cllogst ddZzZ

}v %o}ee] 0 «pu of]vZ] ]S]}v & i7 ( ]le}écréiohSeqprolitEs mal epliges S
<U] %o}pEE ] vS Vv E S}pE [ PE P E %}pE (}E&u & o vp o S]}v v

uColb X /o  &E ve S}ue 0+ ¢ Jvd E e vE [AOUu E Z 1 * % §
quantités sériqu e 88 Z % EIVV %o HA VE ISE ¢} ] o A 0O %% E]S]}

observation pourrait représenter une nouvelle piste thérapeutique a explorer.

Figure 6 W D v]eu [ S1}v - ZZ%TQE} v WX v G %}ve o[ §]A 3]1}v o[hWZ o
reconnaitre les protéines mal repliées et soit les ré-adresser a BiP pour un nouveau cycle de repliement sétéétsvsécr
(1v %% @E A VIE pv %}ee] 0 PE P 3]}v GeacehzJDy2018) FEl<h  ~ [ %o E -

De méme, il serait intéressant de vérifier si des traitements répétés avec de faibles doses de
JES 1}Ju] U Vv[]v pl]e v8 %o * O ulEs e %0 *u} CS + u]e %E}A}cpu
intracellulaire de protéines mal repliées, ne pourrait pas conduire a la séerétip PE P S« uCo}b -

Ve vie u} 0+ & Jve] ( AYE]s E o[ %% E]E]}V %€Se [ UCO}s X

>[ § 0] uvS [uv S 0u} 0 % EuU SSE ]85 § eSS E VSE USE ¢ 0 ¢ ]
en cours de développement par plusieurs équipes, tels que les anticorps anti-SAP (Bodin et al., 2010)
ou anti-fibrilles amyloides (Wall et al., 2012) mais aussi la molécule thérapeutique que nous

développons avec le LFB Biotechnologies et pour laquelle nous venons de déposer un brevet (données
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v }&E }v(] vS8] 00 ¢¢X ve S}ue O - U o Sy amyloide$ Jd&chadrigsy %o
Iégeres monoclonales dans un modéievivoreprésente une attente importante de la communauté

scientifique.
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4. Stress UPR et traitements aux inhibiteurs
du protéasome

> ¢ (E *u0S S % E ¢ vS o ve o[ ES] o foite}sedsibilft¢ awx mhpibifeuds duw

% E}S <}u * %0 *eu} CS o % E} ple v8 pv Z v o}luCE [/P SE}v<u

e ve] ]JOo]S e u 0 ¢ £%O0]<h & % E pv *SE ¢ nu E 8] popu Vv }% 0 cuj<yp

gue dans des cellules prqad] s v § e« Z Ve [/IP }u%o0 & X E}ue A}ve Jve] %op ]
* 0 UV MPu vs§ 38]}v O A% E <]}V ES Jve u E<d HE* JuBoo]<

BiP, CHOP ou encore Herp. Ces observations nous ont poussés a explorer ce phénomgng ST

viu WE % E} 4 S pE- Z 've [/IP u}v} o}lvoe % SZ}P v ¢«X }uu Ve

Del et Che ont été croisées avec la lignée DH-LMP2A puis des traitements au bortezomib, utilisant des

doses sub-optimales (0.5mg/kg), permettant de voir des différences de sensibilités, ont été réalisés et

compares a des souris sauvages (WT) et DH-LMPQAd 9.

%plasma cells WT %plasma cells DH % plasma cells DH-Che % plasma cells DH-Del
0.8 54 15+ 151
0.6 47
10 10
3]
0.4+ 2.3 2.27
P
3.2 54 54
0-27 6.54
14
0.0- 0- 0- 0-
& Y SN ¥ = Y & Qy/‘/
A
. N & . K R 0\2\ N {_O +<; éo O%\
S Q N 9 N o° &
N 2

Figure 9 : Effet du traitement au bortezomib. Les animaux traités au bortezomib (Bz) ont recus 2 injections de 0.5mg/mL 2
jours de suite et ont été analysés le lendemain de la deuxieme injection. Le pourcentage de plasmocytes a été déterminé par
cytométrie en flux grace au marqueur CD138. WT = animaux sauvage, DH = lignée DH-LMP2A. Données issues de 3 expériences
indépendantes avec 2 ou 3 animaux. Les chiffres indiquent la diminution du pourcentage de plasmocytes aprées traitement.

>[ % % 0] S]}tv S ]vZ] 1S WE H % E}S -}u E A o pv Julvps]lv u
de 6.5 fois par rapport aux animaux non traités. Comme@¢€]§ ve o[ ES] o TU 0 - v]u pA& t
LMP2A présentent une diminution de la population plasmocytaire beaucoup moins importante en
réponse au bortezomib. Etonnamment, les animaux DH-Che ne présentent pas de sensibilité
exacerbée au bortezomib. Ainsi, les animaux DH-Del présentent, comme les Ddf@Hitle2), une

e« ve] JO0]8 A & §§ u}o po 8§ 8§ ((S*uo ]JE S uvs o] 0
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% E} U]S %op]e<pu[HV U} O *SE] 5 u v3 <pu]A o vs u JeereADHEH) vS pv

ne présente pas cette sensibilité.

E}ue e}z ]8}ve A %0}E E o A}] o[hWZ ve =« 0]Pv U 3}uu Vv}pe
CH1 Une activation de cette voie UPR dans la lignée DH-Del mais pas dans la lignée DH-Che
démontrerait le lien entre la sensibilité au bortezomib et le stress du réticulum endoplasmique. I
semble donc que la nature de la chaine puisse influencer la réponse a un traitement couramment

utilisé en thérapie humaine pour ce type de pathologie. Bien que préliminaires, ces résultats
corroborent de fagon surprenante les observations cliniques sur le traitement au bortezomib. En effet,

o0 }ES I}u] *uo % ES] po] E u vs ] v (}v 8]}vv E v@azcardE ]S u v
et al., 2014b; Palladini et al., 2014b) ainsi que dans les LCDD/HCDD (Nasr et al., 201 | Pat@l £t

ainsi que données préliminaires du centre de référence en cours de publicAtiofJuu v}pe o[ A}ve

%0 E } %o} Ve 0 e Hee]}v ol &S] o TU v}pge u 88}ve 0[ZC%}SZ » <«
pathogénes davS 0 ¢ %0 ES] po E]S ¢ *SEU SUE 0+ 0+ E V VS % E}IU% S
e[ Hupo E e}pue (JEU u o0 E %0] * Ve 0 %0 su} CS ¢ 8§ %E}A}cu C
rendant particulierement sensibles a des traitements visant les voies de dégradations protéiques telles

<UL 0 %E}S <}u X > e W *Cv CE}u & v }v] 8 % opue }u%o A
démontré que la présence de cristaux dans les plasmocytes était due a leur agrégation intra cellulaire
(Khamlichi et al., 1992) or les plasmocytes ne semblent pas sensibles a ce type de thérapies. Il est
possible que ces structures cristallines ne soient pas accessibles aux protéines chaperonnes, qui donc

ne seront pas recrutées et ne déclencheront gagh W Z X

Afin de confirmer ces résultats montrant que les Ig monoclonales produites par les plasmocytes
peuvent influencer les réponses aux traitements par inhibiteurs du protéasome, nous méneront des
études similaires sur les autres modéles transgéniques de MIDD (DH-S& ®PH- Jve] <N [ USE -
modéles en cours non présentés dans ce manuscrit). Des études sur lignées plasmocytaires pourraient

Hee] ISE VA]e P « (]v (]E pv 3p Ju% E S]A o[ (( &8 [P o
de protéines. Si nous confirmons que le stress UPR basal est directement lié a la réponse au
bortezomib, il sera alors intéressant de mener une étude similaire sur des cellules de patients (issues

]} %ce] « U} 00 }ee pe » %o}uE [HV % ESU A E]J(] E <p VISE ZC%

Aopg o (] ]o]8 [uv 8 8 % Eu 35 v3 % E ]E 0 E %}ve Hv

*U@E o[ 3]A]8 hwz =+« o0 * %0 *u} CS X
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Conclusion
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Les travaux réalisés au cours de ces années de thef}vsS % Eu]e [ %% E Z v & o %o

différents mais complémentaires du développement tardif de la lignée lymphocytaire B.

hv %o%o E} Z SE  (}v uvsS o % EU]e [ %o%}ES E e O U VSe
régulation du phénomeéne de commutation isotypique des Ig. Ainsi, le modéle KIKS a prouvé que,
contrairement & ce qui était proposé par certains modeles, la recombinaison de classe est

ee v§] 00 U vS (E *SCE JvS M4 0} ue ¢ Z “v ¢ 0}uCEisréguldtBurp qHi LI
contE€o vS SE}]SuvsS o & % E S]}v . sepE ¢« [ E E o0]° ¢ %o
*% 8] o uvs o0}]Pv X }IVSE€0 % ES] ]% SE ¢ €S ]Jv u vs g u ]
lors de ces événements en limitant des réparations illégitimes pouvant conduire a des situations

pathologiques.

}IVEE€0 %o ¢ Mdee] JV]E S uvsS % E pv (VvISE [ 8]}v oJuls \
vie des centres germinatifs ou ont lieu ces recombinaisons. Mon travail a permis de proposer une
explication a cette durée limitée méme si ces travaux restent préliminaires. Ainsi, il semblerkdt que
produit final de la réaction du centre germinatif, le plasmocyte, soit aussi celui qui signe son arrét de

mort.

v(]vU Ve UV U Z %ope %% o0]<h U i[] %o % ES] % E o[ o
uo |- % €S [/IPU & (0 § vS o[puv e JVve <cp VvV ¢ [UV U pHA Je E P
physiologiques pré-cités. Outre son intérét pour la compréhension des mécanismes
physiopathologiques de la mal] U u} o JMA ES pv VvIPA oo A}] [ E%0}E 3]
0 *HEA] * %0 *Uu} CS ¢ v U}v3E vS <p o & Je}v [!SE * QO0MO

causer sa perte.
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Annexes



Annexe 1: B-cell receptor signal strength@ences terminal differentiation

-88-






































































































































































































































































































































































































	Binder1
	Annexes

