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Résumeé

La rencontre des lymphocytes B matures avec I'antigene (Ag), au niveau des
organes lymphoides secondaires, déclenche la maturation terminale, au cours de
laquelle deux événements peuvent avoir lieu: la commutation de classe de
limmunoglobuline (CSR pour Class Switch Recombination) et I'hypermutation
somatique (SHM).

Derniérement, notre laboratoire a décrit pour la premiére fois la recombinaison
suicide du locus IgH (LSR pour Locus Suicide Recombination) (Péron et al., 2012).
Cette recombinaison engendre une délétion totale de 'ensemble des genes constants
du locus IgH, empéchant ainsi I'expression d’lg, et donc I'absence du récepteur BCR
(B Cell Receptor). La cellule B se retrouve privée des signaux de survie délivrés par
ce récepteur, et est induite a 'apoptose. La LSR semble opérer par les mémes étapes
gue la CSR: 1- la transcription de régions de I'ADN ciblées, 2- la génération de
cassures double brin (CDB) a partir de lésions introduites par AID (Activation-induced
cytidine deaminase), 3- la réparation de I'’'ADN |ésé majoritairement par le systeme
classique de ligation des extrémités non homologues (C-NHEJ). Cependant, la
réparation au cours de la LSR n’a pas été pleinement décrite, et sa détermination
constitue I'objectif principale de mon doctorat.

Dans un premier temps, nous avons mMis au point un programme bio-
informatique « CSReport », afin d’analyser la masse de données geneérées par le
séquencage haut débit de jonctions du locus IgH (CSR et LSR) (Boyer et al., 2017).
Cet outil nous a permis d’étudier le systeme de réparation des CDB, a travers la
détermination de la structure au point de jonction. De facon inattendue, nos résultats
montrent que la réparation de I'ADN dans la LSR est similaire entre la souris et
'Homme et si la CSR fait intervenir le C-NHEJ, la LSR semble faire appel a 'A-EJ
(Alternative End Joining) et/ou la HR (Homologous Recombination). Ces observations
sont renforcées par les résultats mettant en évidence une différence de I'association
de protéines de réparation, ainsi que des marques épigénétiques particulieres entre
les segments concernés par la CSR et ceux ciblés par la LSR chez la souris.

Nous nous sommes ensuite interrogés sur la LSR dans le lymphome de
Hodgkin (HL pour Hodgkin lymphoma), car I'absence de BCR a la surface des cellules
de Reed Sternberg pourrait provenir de cet événement. Les résultats de séquencage



haut débit révelent une réparation différente au cours de la LSR entre le HL et le
contrble (amygdales saines) ce qui nous laisser stipuler que des altérations
intrinseques aux systemes de réparation de 'ADN dans les cellules tumorales sont en
cause.

Globalement, nous avons développé « CSReport », un outil qui hous permet
d’analyser la structure de réparation de I’ADN en partie, et de montrer une réparation
similaire des CDB entre la souris et 'THomme et une différence de réparation de 'ADN
entre la recombinaison CSR et LSR. De plus, nous avons mis en évidence une
altération de la réparation dans des échantillons de lymphomes B (HL et CLL) comparé

a des controles (amygdales saines).

Mots clés :

Recombinaison suicide / Recombinaison isotypique / Locus IgH / Réparation de 'ADN
/ Lymphomes B



Abstract

Mature B lymphocytes meeting with antigen (Ag) inside secondary lymphoid
organs activates their terminal maturation, with occurrence of class switch
recombination (CSR) and somatic hyper mutation (SHM).

Recently, our laboratory described for the first time IgH locus suicide
recombination (LSR) (Péron et al., 2012). This process removes the whole constant
genes of the locus, preventing Ig and BCR (B Cell Receptor) expression. The B cell is
devoid of survival signals delivered by its receptor and is induced to apoptosis.

LSR seems to operate with same molecular steps as CSR : 1- transcription of
targeted DNA regions, 2- generation of double strand breaks (DSB) from DNA lesions
induced by AID (Activation-induced cytidine deaminase), 3- DNA repair by classical
non homologous end joining (C-NHEJ) pathway. However, DNA repair during LSR was
not fully understood, and this is the principal objectif of my PhD studies.

First, we developped a bioinformatic program « CSReport », to analyse high
throughput sequencing (HTS) datas of IgH locus junctions (CSR and LSR) (Boyer et
al., 2017). This tool allowed us to study the DSB repair systems, through determination
of the structure at the junction site. Unexpectedly, our results show that DNA repair in
DNA during LSR is similar between mice and human, and if CSR implicates C-NHEJ,
LSR seems to inviove Alternative end joining (A-EJ) and /or homologous
recombination (HR). These observations are consolidated by results showing a
difference in the association of repair proteins, and in particular epigenitic marks
between DNA segments concerned by CSR and those targeted by LSR in mice.

We asked ourselves about LSR in HL, because BCR absence on its Reed
Sternberg cells surface may be a result of this recombination. HTS results reveal a
different repair during LSR between HL and the control (healthy tonsils), which let us
stipulate that alterations in DNA repair systems of tumoral cells are the cause.

Globaly, we developped « CSReport », a tool which permits us to study DNA
repair structure in a part, and to show a similar DSB repair systems between mice and
human, and a difference between CSR and LSR repair. Furthermore, we show an
alteration in DNA repair of B lymphoma samples (HL and CLL) compared with the

control (healthy tonsils).
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L’organisme met en ceuvre deux types de réponses immunitaires afin de se
protéger contre les agents pathogénes. Une réponse innée, non spécifique, premiére
barriére protectrice, et une réponse spécifique adaptative, ou acquise. La deuxieme
correspond au versant cellulaire, c'est-a-dire, a l'action des lymphocytes T
cytotoxiques (LTc), et au versant humoral, avec intervention des anticorps (Ac) ou
immunoglobulines (Ig) sécrétés par les plasmocytes (PL). Les PL correspondent au
stade final de différenciation des lymphocytes B (LB), et sont des cellules spécialisées
dans la sécrétion d’lg. Les LB, a la difféerence des PL expriment les Ig sous forme
membranaire (mlg) tres majoritairement et trés peu sous la forme sécrétée (slg). Les
mlg forment avec les sous-unités Iga et Igp le récepteur BCR (pour B Cell Receptor).

Les Ig sont formées de quatre chaines polypeptidiques liées par des ponts
disulfures : deux chaines lourdes identiques (IgH, H pour Heavy), et deux chaines
Iégeres identiques (lgL, L pour Light), codées par des loci différents. Chaque chaine
de I'lg est constituée d’'une partie constante (C) et d’'une partie variable (V). La partie
V permet la reconnaissance de I'antigene (Ag). Le tétramére d'environ 150 kDa, est
issu de I'assemblage des chaines IgH avec les chaines IgL ( Porter, 1973).

Chez les mammiferes, le développement des LB débute dans la moelle
osseuse, organe lymphoide primaire, et site de formation de LB matures naifs, a partir
de progéniteurs hématopoiétiqgues. Pendant les stades précoces de développement
des LB, ont lieu les réarrangements V(D)J des loci des chaines d’lg qui permettent
'expression des Ig. Les LB matures naifs vont par la suite migrer vers les organes
lymphoides secondaires comme les ganglions lymphatiques et la rate, en empruntant
la circulation sanguine et lymphatique. Dans ces compartiments secondaires, Les LB
rencontrent I’Ag qui induit leur maturation terminale.

Des remaniements génétiques majeurs sont vecus par les cellules B pendant
leur maturation terminale. lls comprennent notamment I'’hypermutation somatique
(SHM) et la commutation de classe (CSR). La SHM porte sur la région variable des
genes d’lg, et aboutit a la sélection de clones de LB exprimant une Ig de haute affinité
vis-a-vis de I'Ag rencontré. La CSR quant a elle, touche les génes constants d’IgH et
permet de générer des classes différentes d’lg tout en maintenant la méme affinité
pour I'Ag. Ces deux mécanismes visent a assurer une réponse immunitaire adaptée
et donc efficace contre I'agent pathogene. La CSR et la SHM font intervenir une
enzyme essentielle appelée AID (Activation-induced cytidine deaminase) (Masamichi
Muramatsu et al., 2000; Revy et al., 2000).
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Domaine variable (V)
Site de liaison a I’'antigéne

J\

Région charniére

~ Domaine constant (C)
Propriété effectrice

Figure 1 : Structure d’une 'immunoglobuline (IgG). L'immunoglobuline, constituée d’'une chaine légére
(L pour light) et d'une chaine lourde (H pour heavy) présente deux parties principales : le domaine variable
(V), site de liaison & I'antigéne, etle domaine constant (C) qui confére la propriété effectrice de I'lg et contient
la région charniére située entre les domaines Cn1 et Ch2 de la chaine lourde.



Derniérement, un nouveau type de réarrangement génétique du locus IgH a été
découvert dans les LB, la recombinaison suicide du locus IgH (LSR) (Péron et al.,
2012). Le processus moléculaire aboutissant a la LSR semble proche de celui de la
CSR. En revanche la finalité n’est pas la méme, car la LSR empéche I'expression de
I'lg et conduit a la mort de la cellule B affectée.

Le travail que jai effectué au cours de ma thése vise a analyser en détail le
mécanisme moléculaire de la réparation des cassures double brin (CDB) de 'ADN
générées au cours de la LSR. L’objectif est de déterminer si cette étape fait également
appel a la voie de réparation du C-NHEJ qui est impliquée dans la CSR. Ce travail a
été mené chez 'Homme et chez la souris. Nous avons aussi initié le travail

guestionnant I'implication de la LSR dans le HL.

.  Les immunoglobulines

La protection de notre organisme repose sur la reconnaissance d'un large
éventail de micro-organismes par le systeme immunitaire. Parmi les composants de
ce systéeme, le BCR exprimé a la surface des LB et formé d’lg, posséde la capacité de
fixer de maniére spécifique les agents potentiellement pathogénes.

1. Structure

Les Ig sont des glycoprotéines exprimeées a la surface des LB ou sécrétées (on
parle alors d’Ac) par les PL. Elles sont formées d’une structure commune constituée
de deux chaines polypeptidiques lourdes H identiques associées a deux chaines
polypeptidiques légeres L.

Comme le montre la figure 1, les chaines lourdes et les chaines légeres
présentent un domaine variable et un domaine constant. L’union des parties variables
des deux types de chaines porte le site de reconnaissance et de fixation de I'Ag. La
partie constante des chaines lourdes (CH) porte les caractéristiques de fonction
propres a chaque classe d’lg, comme la fixation du complément qui provoque la lyse
des cellules, la sécrétion dans la lumiéere du tractus muqueux digestif ou dans le lait
maternel.

Les chaines légeres sont reliées aux chaines lourdes partenaires par un pont

disulfure formé entre leurs résidus cystéines, ainsi que par des interactions non
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covalentes entre les domaines Vh et VL, et les domaines Ch1 et CL. Les deux chaines

lourdes sont également liées entre elles par des ponts disulfures.

2. Isotypes

La majeure diversité des sites de reconnaissance a I'Ag réside dans trois parties
hypervariables (Complementarity Determining Region ou CDR) situées a la fois sur les
chaines lourdes et les chaines Iégéres. Ces régions sont soutenues par quatre parties
d’'une moindre diversité, nommées « Framework » (Schroeder et al., 2010).

Il existe cing classes d’lg déterminées par I'isotype de la chaine lourde :p (mu),
v (gamma), a (alpha), 6 (delta) et ¢ (epsilon) qui sont codées par I'lgy, I'lgy, I'lga, I'lgd
et I'lge respectivement (Figure 2). Parmi les IgG (ou IgA humaines), la région
constante des chaines lourdes peut porter une diversité supplémentaire et déterminer
des isotypes appelés « sous-classes ». Les IgG sont réparties en quatre sous-classes
. les 1gG1, 1gG2a, IgG2b ainsi que 1gG3 chez la souris. Chez 'Homme, on trouve les
IgG1, IgG2, IgG3 et I'lgG4, ainsi que deux sous-classes d’IgA : IgAl et IgA2. Il existe
egalement deux types de chaines légeres, Igk (kappa) et Igh (lambda) qui peuvent
s’associer avec chacune des classes de chaine lourde préecédemment citées.

Les cing classes d’lg existent sous les deux formes secrétée ou soluble et
membranaire. Les Ig membranaires sont exprimées par les LB au cours de leur
développement. Les LB au stade immature pré-B, expriment seulement des IgM de
surface. Les LB matures qui n'ont pas encore rencontré d’Ag sont caractérisés par
I'expression de I'lgD et de I'lgM a leur surface. La stimulation antigénique des cellules
B induit I'arrét de I'expression des IgD, et si le LB subit le processus de CSR alors une

Ig autre que I'lgM et I'lgD sera exprimée.

3. Loci

Les génes d’lg sont exprimés par trois loci définis. Deux loci codent les chaines
légeres, le locus Igx et le locus IgA, et la chaine lourde est codée par le locus IgH. Ces
loci portent une série de segments géniques distincts : les segments de variabilité (V),
les segments de diversité (D) retrouvés uniquement sur le locus IgH, les segments de

jonction (J), et les segments constants (C).
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Figure 3 : Organisation du locus IgH. A. Le Locus IgH chez la souris s’étend sur environ 2,3 Kb, avec les
segments V(D)J en position 5’ du locus qui codent pour la région variable des Ig et en 3', les genes constants
(C) qui codent pour la classe de I'lg. Les genes C sont précédés des régions switch (S) mises en jeu lors de
la CSR (saufle C38). En 3’ du locus, la région régulatrice 3'RR comprend des activateurs transcriptionnels
(HS3a, HS1/2, HS3b et HS4) qui interviennent dans la régulation de la transcription du locus IgH et des
isolateurs (HS5, HS6 et HS7). B. Le Locus IGH Chez 'Homme s’étend sur environ 1250 Kb, avec une
organisation similaire a celle de la souris, excepté la présence d’'une duplication des genes constants et de
la région 3'RR contenant les enhancers HS3, HS1/2 et HS4.



Les segments V, D et J codent pour les régions variables, tandis que les
segments C codent pour les régions constantes de I'lg. Il est a noter que la partie du
locus IgH codant pour les segments V, D et J affiche une organisation similaire entre
la souris et 'Homme (Figure 3). En effet, du c6té 5’ vers la partie 3’ du locus, on trouve
les segments V, D, et J et cet ordre est le méme chez 'Homme. En revanche,
I'organisation de la partie des génes constants differe d’'une espece a l'autre. Il existe
guatre sites hypersensibles a la DNasel nommés HS (DNasel Hyper Sensitive) chez
la souris (HS3a, HS1/2, HS3b, et HS4), contre trois seulement chez ’'Homme (HS1/2,
HS3, et HS4). Chez ce dernier, la région régulatrice en 3’ du locus (3'RR pour 3’
Regulatory Region) a été dupliquée en méme temps que le cluster des genes
constants Cy-Ce-Ca, avec une « 3'RR1 » en aval de Cal et une autre « 3’'RR2 » en
aval de Ca2 (Birshtein, 2014).

a. Locus des chaines lourdes d’immunoglobulines (IgH)

Chez la souris, le locus IgH se situe sur le chromosome 12 et s’étend sur une
longueur de 3 Mb (Brodeur and Riblet, 1984) avec environ 101 genes V+ fonctionnels,
environ 10 segments D qui s’étendent sur 80 Kb en 3’ des segments VH, puis un groupe
de 4 segments Ju fonctionnels 0,7 Kb en 3’ du segment D distal. Finalement, un intron
sépare le dernier Ju du premier exon de la région constante, Chp1. Il est a noter que la
moitié des segments Vu appartient a la famille J558. Du c6té 3’ du locus, 8 génes
codent pour les 8 classes et sous-classes d’'lg répartis dans un ordre défini : u, 3, 3,
11 v2b, y2a, € et a.

Chez I'Homme, le locus IGH est porté par le chromosome 14 avec une taille
d’environ 1250 Kb et compte environ 40 segments Vhx, 24 segments D et 6 segments
J. Il existe deux sous classes d'IgA codées par les génes Cal et Ca2 et 4 sous-classes
d’lgG.

b. Loci des chaines Iégeres (Igxet IgA)
Locus kappa (Igx)

Le locus Ig kappa (Igx) est localisé sur le chromosome 6 chez la souris et sur

le chromosome 2 chez 'Homme (Brekke and Garrard, 2004; Zachau, 2000). Il s’étend
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Figure 4: Organisation des loci de la chaine lourde et de lachaine Iégére d’lg. Le nombre de segments
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sur environ 3,3 mégabases (Mb) et comprend des segments Vk, Jk et Ck. Il existe
environ 95 génes Vk regroupés en 18 familles en fonction de leur homologie de
séquence. En effet, si deux séquences affichent une homologie supérieure a 80% elles
sont classées dans la méme famille de génes V. En aval de ces génes Vx, il existe 4
segments Jk suivis d’'un segment Ck unique qui code pour la région constante de
toutes les chaines légeres « (Figure 4). Dans le sérum de souris 95% des Ig sont
constituées d’'une chaine lourde associée a une chaine légere Igk (Kabat et al.,

1992).Chez 'Homme, il y a environ 46 segments V, et 5 segments J.

Locus lambda (IgA)

Le locus lambda est situé sur le chromosome 6 chez la souris, et sur le
chromosome 22 humain (Blomberg et al., 1981; Frippiat et al., 1995). Il couvre une
région d’environ 200 kilobases (Kb) et comprend 4 familles de segments VA, 3
segments J\, ainsi que 4 régions constantes Ci (Figure 4). De cette fagon, les génes
de la chaine Iégére A associent chaque segment J a un segment C. Il est a noter que
les segments JCA4 ne sont pas exprimés a cause d’'un site d’épissage défectueux.
Seulement 5% des Ig de souris ont recours a une chaine Iégere A, contre 40% chez
'Homme (Kabat et al., 1992). Le locus IgA humain contient environ 36 genes V, 5

genes J et 5 génes codant pour la partie constante de I'lg.

4, Eléments cis-régulateurs

a. Eléments cis-régulateurs du locus IgH

Il existe des éléments cis-régulateurs du locus IgH dont I'activité de promouvoir
I'expression du locus est spécifique des LB. Le premier a étre découvert est I'activateur
intronique Ep qui s’étend sur environ 1 Kb, et se situe entre la région Jn et la région Su
(Banerji et al., 1983). Des travaux sur des lignées cellulaires B ont indiqué que
certaines conservaient la capacité de transcrire leurs génes d’lgH malgré la délétion
de Ep suggérant I'existence d’autres activateurs transcriptionnels (Klein S. et al., 1984;
Lieberson et al., 1991). En effet, différents éléments de petite taille (core enhancers),

ont été successivement identifiés, regroupés au sein de la région 3'RR, qui s’étend sur
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environ 30 Kb, et se situe en aval du géne codant pour Ca. (Dariavach Piona et al.,
2005; Lieberson et al., 1991). Les roles respectifs de ces activateurs ont été peu a peu
clarifiés. D’'un co6té, la régulation par Ep intervient dans les stades précoces de
différenciation des LB. Le KO de Ep a révélé que cet activateur joue un role essentiel
dans les recombinaisons V(D)J (Ferrier et al., 1990; Perlot et al., 2005).

La région 3'RR chez la souris comprend 4 activateurs transcriptionnels HS
(HS3a, HS3b, HS1/2, et HS4) qui sont impliqués lors de l'activation des LB (Figure
3.A). Cette région est suivie en 3’ d’éléments isolateurs (HS5, HS6, et HS7) riches en
sites de liaison aux facteurs CTCF (CCCTC-binding factor) et PAX5/BSAP (B Specific
Activator Protein) (Chatterjee et al., 2011).

PAXS5 est un facteur de transcription qui joue un role capital dans 'engagement
des cellules dans la lignée B, ainsi que dans le systeme nerveux et les gonades
(Adams et al., 1992). Ce facteur de l'identité B se lie au niveau des activateurs de la
3'RR, de méme que d'autres facteurs (E2A, Octl, Oct2, NF-xB, PU1, AP1, YYL1..)
(Bain et al., 1994; Zhuang et al., 1994; Schubart et al., 1996; Matthias, 1998; Tang and
Sharp, 1999; Pinaud et al., 2011). La délétion totale de la 3'RR chez la souris abolie
la CSR et la sécrétion d’'lg vers I'ensemble des isotypes (sauf pour Igyl) (Vincent-
Fabert et al., 2010). En revanche, sa délétion dans la lignée murine CH12F3 réduit la
CSR vers I'lga. sans pour autant la bloquer, avec détection de transcrits germinaux.
Ceci suggere que la 3'RR aurait un réle dans l'initiation de la CSR autre que l'induction
de la transcription des régions S (Kim et al.,, 2016). La CH12F3 est une lignée de
lymphome murin qui posséde la capacité a réaliser la CSR vers I'lga, apres stimulation
avec de I'lL-4 (Interleukine 4), TGF-B (Transforming Growth Factor ) et CD40L pour
72 heures (Nakamura et al., 1996).

Il existe également des activateurs transcriptionnels du c6té 5 du premier
segmentV (HS1, HS2, HS3a et HS3b) (Pawlitzky et al., 2006), ainsi que dans la région
comprise entre les régions Vet D, avec la présence de 6 sites HS (HS1 jusqu’a HS6)
(Featherstone et al., 2010). Nous pouvons aussi citer I'élément régulateur Dgs2 qui
contient l'activateur ainsi que le promoteur. Cette région située du cété 5’ du premier
segment J est délétée apres réarrangement des génes de la chaine lourde (Kottmann
et al., 1994). La délétion du géne Dqs2 et d’une partie de son promoteur chez la souris

induit une réduction des recombinaisons V(D)J faisant particulierement usage des
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segments Jus et Jua. Il a été admis que la région Dgs2 contréle I'accessibilité des

éléments Jn et renforce les réarrangements DJ (Nitschke et al., 2001).

b. Eléments cis-régulateurs du locus Igx

Le locus Igx contient trois activateurs transcriptionnels, un activateur intronique
MiEk (matrix intronic enhancer) situé entre les segments J et la région constante Cu
(Banerji et al., 1983), l'activateur E en 3’ (3’Ex) situé 9 Kb en 3’ du géne codant Igx
(Meyer and Neuberger, 1989), et I'élément Ed (downstream enhancer) situé plus en
aval, a environ 8 Kb de E3’ (Liu et al., 2002). La délétion de MiEk ou de 3’Ex dans le
locus Igx diminue les réarrangements de ce dernier (Gorman et al., 1996; Xu et al.,
1996). En revanche, la délétion combinée des deux activateurs bloque complétement
les réarrangements Vk/Jx indiquant que les régulateurs MIiEk et 3'EkK possédent des
réles redondants mais essentiels pour I'activation des réarrangements au niveau du
locus Igx (Inlay et al., 2002).

Des études ont révélé I'implication des deux activateurs transcriptionnels cités
précédemment dans la déméthylation du locus Ig. En effet, la déméthylation de ’'ADN
est requise pour des réarrangements Vk/Jk efficaces (Inlay et al.,, 2002).
Additionnellement, la délétion simultanée de E3’ et Ed chez la souris induit une
diminution de I'expression des génes Igx réarrangés (Zhou et al., 2010). Derniérement,
'élément de régulation Dm a été découvert. Il se situe a proximité de I'activateur iEk
et participe avec les autres régulateurs a la déméthylation du locus Igx. Sa délétion
n'altére pas le statut de méthylation du locus Igx endogene (Levin-Klein et al., 2014).
De plus, un site HS10 a été identifi€¢ comme régulateur potentiel du locus Igx. Il est
situé en 3’ de ce locus en aval de Eix d’environ 40 Kb. Des études montrent que HS10
et Ed sont requis pour une expression maximale d’lgx au niveau des PL (Zhou et al.,
2012).

C. Eléments cis-régulateurs du locus Igi

Le locus IgA comprend deux activateurs transcriptionnels avec une forte
homologie de séquence (90%) entre E;2-4 et Exz1. Le premier est situé a environ 15,5

Kb en 3’ du gene CA\4, et Exs1a environ 35 Kb en 3’ de CA1 (Hagman et al., 1990).
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Exs-1 S’avere essentiel pour les recombinaisons VA/JA (Haque et al., 2013). De plus, il
existe 4 sites (HS1, HS2, HS3 et HS4) en aval du gene JCA1 dont HS1 situé du cété
5’ de Exs-1. HS1 est le seul élément qui semble indispensable pour les réarrangements

du locus Igh (Haque et al., 2013).

ll. Les réarrangements des genes d’'immunoglobulines

Les genes qui codent pour les chaines d’'lg doivent exécuter une série de
réarrangements afin de produire une Ig compléte et fonctionnelle. Dans la moelle
osseuse, pendant les premiers stades de développement du LB, le répertoire primaire
des Ig est formé grace aux recombinaisons V(D)J de la chaine lourde puis de la chaine
légere. Par la suite, la maturation terminale des cellules B inclue les processus de CSR
et de SHM qui vont diversifier le répertoire primaire des Ig et permettre I'optimisation
et la « maturation » de la réponse immunitaire. La CSR se produit exclusivement sur
le locus IgH et permet I'expression d’'une classe d’'lg différente de I'lgM initialement
exprimée. La SHM quant a elle introduit des mutations aléatoires dans les régions
variables des chaines lourdes et |égéres, mais secondairement soumises a un
processus de sélection cellulaire intense qui ne conserve que les mutations les plus

avantageuses pour I'optimisation de I'affinité de leur Ig pour I'Ag.

1. Les recombinaisons V(D)J

Les recombinaisons V(D)J sont au cceur de la capacité des LB a générer un
répertoire d’'lg hautement diversifié et spécifique. Dans les précurseurs lymphoides
communs les segments Vn, D et Jn, pour I'lgH, VL et JL pour I'lgL sont en configuration
germinale, et ne permettent pas I'expression d’'une Ig complete étant donné leur
éloignement physique les uns par rapport aux autres. Les recombinaisons V(D)J sont
un ensemble de réarrangements somatiques qui surviennent en absence d’exposition
aux Ag lors des étapes les plus précoces du développement lymphoide dans la moelle

osseuse.
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Figure 5: Mécanisme de recombinaison V(D)J. Les réarrangements V(D)J sont guidés par les séquences
RSS qui recrutent le complexe RAG. Ce dernier génere des cassures simple brin puis les extrémités
codantes subissent 'action de Artemis et enfin I'étape de réparation de I'ADN fait intervenir la voie du C-
NHEJ. Aprés l'action des RAG, au niveau de la cassure simple brin, le groupement 3’ hydroxyle (3'OH) libre
a l'extrémité du brin codant du segment Vk attaque le groupement phosphate sur le brin opposé (réaction de
transestérification), créant ainsi une cassure double brin avec des extrémités en structure en épingle a
cheveux. Ces extrémités sont dites codantes, tandis que les extrémités de la séquence d’ADN excisée sont
appelées signales. Les structures en épingle a cheveux sont clivées par Artemis, un facteur impliqué dans
la voie de réparation des cassures double brin de TADN du C-NHEJ.



1.1. Mécanisme de recombinaison

Induction de cassures de 'ADN

Le mécanisme de recombinaison V(D)J est similaire entre LB et LT et se déroule
suivant plusieurs étapes (Figure 5). Dans un premier temps, la recombinase RAG1/2
forme un complexe avec les séquences RSS flanquant les segments de genes a
réunir. La formation du complexe est initiée par la reconnaissance des nonameres de
RSS par RAGL, selon la régle 12/23 évoquée précédemment. Ensuite, les protéines
RAG1/2 générent deux cassures simple brin (CSB), une sur le brin codant du gene V
a la jonction entre la région V et 'heptamere, et I'autre sur le brin non codant au niveau
de la jonction heptamere/région J. Au cours de cette étape, le groupement 3" hydroxyle
(3'OH) libre a I'extrémité du brin codant du segment V ou J attaque le groupement
phosphate sur le brin non codant opposé (réaction de transestérification), créant ainsi
une CDB avec des extrémités sous forme d’épingle a cheveux. Ces structures
appelées « jonctions codantes » sont clivées par Artemis, un facteur impliqué dans la

voie de réparation du C-NHEJ.

Résolution des CDB

Le C-NHEJ est le systeme qui prend en charge la réparation des CDB générées
lors de la recombinaison V(D)J. Les extrémités signales a bouts francs sont liées de
facon directe, sans modification de leur séquence nucléotidique. Les extrémités
codantes subissent quant a elles une ouverture asymétrique de I'épingle a cheveux
par Artemis entrainant l'incorporation aléatoire de nucléotides N (N pour Non
templated) par la Terminal désoxynucléotidyl Transférase (TdT) (Alt and Baltimore,
1982; Desiderio et al., 1984). La TdT est une polymérase exprimée pendant les stades
précoces du développement des lymphocytes B et T.

Des études ont montré I'absence des nucléotides N au niveau des régions
codantes chez des souris déficientes pour Ku80, ce qui indiqgue que linsertion de
nucléotides N par la TdT est dépendante du facteur Ku80 (Bogue et al., 1997). Les
modifications apportées au niveau de la jonction codante participent a 'augmentation

de la diversité du répertoire de reconnaissance des Ig.
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Figure 6: Recombinaisons VyDJy et V J, des loci IgH et IgL respectivement. Les réarrangements V(D)J
permettent 'expression d’'une Ig fonctionnelle et s’opérent de fagon séquentielle, en recombinant en premier
les segments Dw/Jn puis Vu/DJw pour le locus de la chaine lourde (IgH) puis Vi/JL pour le locus de la chaine
légére Igx et IgA. Les réarrangements qui associent un segment Vi au segment DJx ou Vi au segment Jo
respectivement, ont lieu sur un seul alléle reflétant le mécanisme d’exclusion allélique. Cependant, dans le
cas ou un allele présente une recombinaison V(D)J non productive, les segments du second allele vont étre

réarrangés. Lorsque les réarrangements sont non productifs, la cellule B est induite a 'apoptose.



1.2. Régulation par exclusion allélique

Les réarrangements V(D)J se produisent de fagcon aléatoire mais ordonnée. I
se déroulent d’abord au niveau du locus IgH, puis aux loci Igx et IgA (Figure 6). Dans
le premier, les réarrangements D/Ju ont lieu avant les recombinaisons Vu/DJH et ce au
niveau des deux alleles IgH. Tandis que les réarrangements qui associent un segment
Vy au segment DJy déja formé, ont lieu sur un seul alléle, reflétant le mécanisme
d’exclusion allélique (Alt et al., 1984).

Lorsque les réarrangements V(D)J sont productifs, c’est-a-dire assemblage des
différents segments sans codon de terminaison prématurée, le réarrangement sur le
second alléle n'a pas lieu. Cependant, dans le cas ou un allele IgH présente une
recombinaison V(D)J non productive, les segments du second allele vont se
réarranger. Si aucune des deux recombinaisons n’est productive, la cellule sera
eliminée par apoptose (Rajewsky, 1996).

Comme pour les chaines lourdes, I'exclusion allélique concerne également les
chaines légeres. L'exon V/J une fois formé sera associé a I'exon constant par
épissage du pré-ARNm. La chaine légere est ensuite associée a la chaine lourde p
pour produire une IgM complete qui est la classe d’'lg produite et exprimée par défaut
a la surface du LB. En effet, les autres classes d’lg, I'lgD mise a part, ne peuvent étre

exprimées en absence du processus de CSR, que nous aborderons plus loin.

Il est intéressant de noter que I'étude de la clonalité des LB dans un échantillon
biologique par l'analyse des réarrangements V(D)J est couramment utilisée en
diagnostique afin d’identifier une lymphoprolifération B anormale ou dans le traitement
anti-tumoral pour quantifier la « maladie résiduelle » chez un patient (Libra et al.,
2002).

2. La recombinaison isotypique des immunoglobulines (CSR)

La CSR est un réarrangement génétique du locus IgH qui se produit apres
activation des LB par I'Ag, et permet la modification de la classe d’lg. Elle concerne la
partie constante de la chaine IgH, la partie variable quant a elle n’est pas modifiée.
Cependant, des études ont montré I'existence d’'une recombinaison CSR de moindre

fréquence vers l'isotype IgD, et qui repose sur la présence d’une région S atypique en
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principalement par le systéme du NHEJ et permettant I'expression d’une nouvelle classe d’lg (ici IgG1).
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Figure 8 : Schéma de la transcription germinale lors de la CSR. Chaque géne constant posséde sa propre unité
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amont de Cé (Preud’homme et al., 2000; Chen et al., 2009; Rouaud et al., 2014).
L’expression de I'lgD est permise grace a I'épissage alternatif du transcrit VuDJIH/Cp-

C3& en un transcrit mature VuDJH/CO.

1. Mécanisme de recombinaison

Le processus de CSR consiste dans la majorité des cas en une recombinaison
intrachromosomique du locus IgH, entre une région donneuse Switch p (Sp) et une
région acceptrice Sx en amont d’'un gene constant Cx codant la classe de I'lg qui va
étre exprimée (Figure 7). La CSR peut également se produire entre les régions S/S
de deux alleles (Laffleur et al., 2014).

1.1. Transcription germinale

La CSR requiert une premiére étape de transcription des régions S permettant
a I'enzyme AID d’induire des lésions de 'ADN qui vont générer des CDB.

Chague géne constant (sauf Cd) est constitué par une unité transcriptionnelle
indépendante incluant un promoteur et un exon I, une région S intronique, et les exons
Cu (Figure 8) (Lennon and Perry, 1985). Le gene C est transcrit de fagon constitutive
dans les LB, méme en dehors de toute stimulation, tandis que la transcription des
autres genes constants nécessite une stimulation préalable (Li et al., 1994).

Le choix de la nouvelle classe d’lg dépend de la combinaison de signaux
délivrés par les récepteurs CD40, BCR, TLR (Toll Like Receptor) et des récepteurs
cytokiniques. En effet, les cytokines présentes dans I'environnement de la cellule B
orientent la CSR vers un isotype donné (Lorenz et al., 1995). Par exemple, 'lL-4
stimule la transcription germinale au niveau des promoteurs Iyl et le induisant la
production d’'lgGl et d'Igg (R L Coffman et al.,, 1986), I'interféron gamma (IFN
y) oriente la CSR vers IgG2a (Snapper CM et al., 1988), et la TGF-B favorise
I'expression de I'lgA (R L Coffman et al., 1986). Au cours de la CSR, les promoteurs
travaillent de concert avec les activateurs de la région régulatrice 3'RR (Cogné et al.,
1994; Pinaud et al., 2001). Une étude menée chez des souris déficientes pour la région
3'RR a montré une réduction de la CSR vers I'ensemble des isotypes d’lg, excepté
pour IgG1 (Vincent-Fabert et al., 2010). Ces études montrent que les activateurs

transcriptionnels de la 3'RR jouent un rble essentiel pendant la transcription germinale
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Figure 9 : Représentation schématique de la contraction du locus IgH lors de la CSR. Le locus IgH des cellules B
au repos présente une configuration en boucle avec le rapprochement physique entre les activateurs Ep et la région
3'RR. Apres activation des LB par des cytokines, les segments ciblés par la CSR, (Sy3 apres stimulation par du LPS,
ou Syl apres stimulation par du LPS+ IL-4), se rapprochent au niveau du complexe Eu/3'RR déja formé (Wuerffel et

al., 2007).
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Figure 10 : Recrutement de AID lors de la CSR. La transcription des régions S de la CSR induit la formation de « R-
loops » dans lesquelles I'ARN s’hybride avec le brin d’ADN matrice et le brin non matrice est exposé a I'activité de AID
(Pefanis and Basu, 2015)
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Figure 11 : Marche arriére de ’ARN Pol Il. L'ARN Pol Il synthétise '’ARN dans le sens 5 vers 3, et peut également
faire « marche arriére » en se dirigeant du cété 3’ vers 5 de I’Adn matrice.
Adapté de (Nudler, 2012)



des régions S pendant la CSR.
Apres stimulation des LB, les promoteurs des transcrits germinaux sont recrutés
au niveau du complexe formé par le rapprochement de Ep et de la 3'RR, formant ainsi

une boucle appelée synaptosome (Figure 9) (Wuerffel et al., 2007).

1.2. Formation de « R-loops »

La transcription permet de rendre '’ADN des régions S accessible a AID. Les
transcrits sont dits « stériles », car ils ne codent pour aucune protéine (Tracy et al.,
2000). Durant cette étape, il y a formation d’'un hybride ADN/ARN ou « R-loop »
(Daniels and Lieber, 1995). La « R-loop » joue un réle important dans la régulation de
la CSR (Zhang et al., 2014). L’enrichissement du brin matrice en G (guanine) favorise
la stabilisation des «R-loops » (Zheng et al., 2014). Dans une « R-loop », I'ADN
matrice s’hybride avec le brin d’ARN naissant, décalant le brin d’ADN non matrice, qui
se retrouve sous forme simple brin (ADNsb) sur lequel s’associe la protéine RPA
(Replication Associated Protein A), qui va a son tour recruter AID (Figure 10) (Daniels
and Lieber, 1995).

In vivo, AID cible les deux brins d’ADN (matrice et non matrice) (Xue et al.,
2006). L’'action de AID sur le brin matrice est permise grace a RPA, 'ARN Pol Il (ARN
polymérase Il) et 'ARN exosome. Dans un premier temps, RPA s’associe avec
’ADNSsb et recrute AID qui fait appel a ’TARN exosome. Ce dernier composé de neuf
protéines « cceur » ayant la capacité de lier 'ARN, ainsi que d'autres sous-unités
assurant l'activité ribonucléasique s’accumule au niveau des régions S (Basu et al.,
2011). L’ARN exosome a pour fonction la dégradation de I’ARN hybridé ce qui permet
d’exposer ’ADNsb & I'action de AID. Pour ce faire, le complexe nécessite un ARN avec
une extrémité 3’ libre. Cette extrémité est exposée pendant la marche arriere ou
« back tracking » de ’'ARN Pol Il. Ce mouvement se produit souvent lorsque I'enzyme
est en « pause » (Figure 11) (Adelman et al., 2005)

Pavri a montré que SPT5, facteur associé a ’ARN pol Il, interagit avec AID et
facilite son recrutement vers 'ARN Pol Il amenant de cette maniére AID au niveau des
régions S (Pavri et al., 2010).
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Figure 12: Schéma de la réparation par excision de bases (BER). AID désamine les cytidines en
uridines ce qui crée un mésappariement U/G. Ce dernier estreconnu par I'Uracile N-Glycosylase (UNG) qui
clive la liaison N-glycosidique entre le désoxyribose et l'uracile, ce qui génére un site abasique reconnu par
lendonucléase APEL qui induit une incision aboutissant a une CSB. Par la suite, deux voies peuvent
intervenir : la « short-patch» et la «long-patch » lorsque plusieurs meésappariements se retrouvent a
proximité. D’aprés (Robertson et al., 2009)



1.3. Induction de cassures par AID

AID a pour fonction la désamination des cytidines (C) en uridines (U) sur les
deux brins d’ADN lors de la transcription des régions S. La majorité des molécules AID
sont localisées dans le compartiment cytoplasmique et doivent étre importées vers le
noyau pour atteindre leurs cibles (Patenaude et al., 2009). Une fois dans le noyau, AID
est recruté préférentiellement au niveau de régions spécifiques de 'ADN appelées
« hotspots » , ayant pour séquence le motif WRC (W = A/T, R = A/G), et engendre un
mésappariement U/G (Betz et al., 1993; Muramatsu et al., 2000).

Deux principaux mécanismes vont étre déployés afin de réparer ce
meésappariement : la réparation par excision de base (Base Excision Repair ou BER)

et la réparation des mésappariements de bases (Mismatch Repair ou MMR).

1- L'uracile obtenue par I'action de AID peut étre éliminée grace a la voie BER
(Figure 12) avec dans un premier temps reconnaissance de la base endommageée par
I'Uracile N-Glycosylase (UNG), qui va créer un site abasique, en clivant la liaison
glycosidique entre l'uracile et le désoxyribose (Rada et al., 2002). Ensuite, il y a
recrutement de I'endonucléase apurinique/apyrimidique (APE1) qui effectue une
incision au niveau de ce site et crée des extrémités 3'OH et 5’ désoxyribose phosphate
(dRP) (Doetsch and Cunningham, 1990). La résolution des cassures par la voie BER
peut s’opérer selon deux voies qui sont « short-patch » et « long-patch » (Figure 12)
(Muramatsu et al., 2000; Krokan and Bjgras, 2013). La voie short-patch fait appel a
plusieurs acteurs protéiques dont les composants cceurs sont UNG, APE1, Pol B et la
LIG Il (Krokan and Bjgras, 2013). Le clivage par APE1 génére un résidu 5’ abasique
qui sera enlevé et remplacé par Pol p. La voie long-patch est initiée de fagcon similaire
a la voie préecédente, mais elle concerne le remplacement de deux nucléotides et plus
(Frosina et al., 1996). Elle fait intervenir Pol B, Pol d/¢, la Flap endonucléase 1 (FEN1)
et la LIG I. L’incision par APE1 libere une extrémité 3’ OH qui sert de substrat directe
pour Pol B. Cette derniere remplace le nucléotide enlevé ainsi que plusieurs bases en
aval, déplacant le brin du c6té 3’ du site de clivage (Robertson et al., 2009; Kim and
Wilson, 2012; Krokan and Bjaras, 2013). Le brin déplacé est ensuite enlevé par FEN1
suite a sa stimulation par PARP1 (Prasad et al., 2001) puis intervient I'étape de ligation

qui est réalisée par la LIG I.
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Figure 13: Schéma de la réparation des mésappariements de bases (MMR). Le mésappariement U/G
est reconnu par I'hétérodimére MSH2/MSH6 qui recrute PMS2/MLH1 et I'exonucléase (EXO1) qui dégrade
les nucléotides autours de l'uracile dans le sens 5’ vers 3’ jusqu’a atteindre la CSB du brin d’ADN opposé,
enfin ’ADN Pol & reconstruit le brin excisé et la ligase referme le brin.



2- Le complexe MSH2/MSH6 peut également reconnaitre les mésappariements
d’'une base ou MSH2/MSHS3 lorsque le nombre de bases mésappariées est plus élevé
(Radaetal., 2004) (Figure 13). Apres cette reconnaissance, il y a recrutement d’autres
facteurs comme I'hétérodimere endonucléasique PMS2/MLH1 et I'exonucléase 1
(EXO1) qui dégradent les nucléotides autour de l'uracile, et enfin TADN Pol &
reconstruit le brin excisé et la ligase referme le brin. C’est la voie de réparation des
mésappariements de bases (MMR). Chez la souris, des mutations dans les génes
codant des protéines impliqguées dans la voie MMR (MSH2,MSH6,MLH1,PMS2 ou
EXO1) altérent de facon drastique le processus de CSR (Ehrenstein and Neuberger,
1999; Schrader et al., 2003; Chaudhuri J and Alt FW, 2004; Bardwell et al., 2004;
Péron et al., 2008).

La recombinaison CSR ferait intervenir de fagon plus importante la voie du BER.
Le déficit en Ung réduit de maniere significative la CSR jusqu’a moins de 10% (Di Noia
and Neuberger, 2002). Toutefois, Stavnezer et son équipe ont montré que lorsque les
CSB générées par le BER se retrouvent a proximité les unes des autres, elles peuvent
générer spontanément des CDB (Figure 12). En revanche, quand les CSB sont
éloignées, I'hétérodimere MSH2/MSH6 peut étre recruté au niveau des
meésappariements U/G qui n'ont pas été pris en charge par UNG (Stavnezer et al.,
2008) (Figure 13). Les voies BER et MMR ne semblent donc pas en concurrence et
peuvent survenir simultanément et de fagcon synergique, afin de favoriser I'excision de
meésappariements et/ou de sites abasiques au niveau de lésions créées par AID (Girelli
Zubani et al., 2017).

3. La recombinaison suicide du locus IgH (LSR)

3.1. Découverte de la recombinaison

La recombinaison LSR a été découverte derniérement par notre laboratoire
(Péron et al., 2012). Au sein de la région 3'RR, des régions Like Switch (LS) ont été
identifiées comme nouvelles cibles de I'enzyme AID. Comme pour les régions S
ciblées par AID lors de la CSR, les régions LS sont caractérisées par des séquences
d’ADN répétées (Chauveau and Cogné, 1996; Pinaud et al., 1997).
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Figure 14 : Régions LS du locus IgH murin. Les régions LS (LS1 jusqu’a LS11) présentent des motifs
d’ADN répétés de fagon similaire aux régions S et leurs tailles varient de 0,5 a 1 kb. Les régions LS sont
localisées de part et d’autre des activateurs transcriptionnels (HS3A, HS1/2, HS3B et HS4) au sein de la

région régulatrice 3'RR.
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Figure 15 : Schéma de recombinaison suicide du locus IgH (LSR). Les segments donneur et accepteur
de la recombinaison LSR (Su et LS) sont transcrits puis ciblés par AID qui induit des CDB. Les deux régions
sont rapprochées et la totalité des génes constants est éliminée sous forme d’épisome empéchant

l'expression d’lg ce qui induit la mort de la cellule B concernée.



L'étude a identifié 11 régions LS chez la souris (Figure 14), avec des séquences
similaires a celles des segments Sy. Les séquences LS sont conservées entre especes
chez lesquelles la séquence complete du locus IgH est disponible (souris, Homme,
lapin et chien). Chez 'THomme, elles sont particulierement définies avec une homologie
de séquence supérieure a 80%. Cette conservation inter-espéce souleve I'hypothése
d’un rdle fonctionnel de ces régions.

Les auteurs ont également mis en évidence une transcription germinale de la
3'RR apres stimulation des cellules B, ainsi que des mutations, avec un taux qui se
rapproche de celui de la région Sp (0.42%) (Péron et al., 2012). Ces résultats, en plus
de la détection de CDB au voisinage des séquences LS suggerent un mécanisme

moléculaire similaire entre les deux recombinaisons dépendantes de AID.

3.2.  Mécanisme moléculaire

La recombinaison LSR est un réarrangement du locus IgH ciblant la région
donneuse Sp et une région acceptrice LS située dans la 3'RR (Figure 15). Cette
recombinaison engendre la délétion du fragment d’ADN intermédiaire sous forme
d’épisome. Ce dernier contient la totalité des genes codant les parties constantes des
différentes classes d’'lg. Lorsque la LSR a lieu sur l'allele fonctionnel, les chaines
lourdes des Ig ne sont plus exprimées empéchant la constitution d'un BCR. En
absence de ce récepteur, et du signal de survie qu'il délivre, les cellules sont induites

a 'apoptose.

3.3. Potentiel role physiologique

La LSR pourrait étre le c6té sombre de la CSR, avec un role important dans le
maintien de 'homéostasie cellulaire B. D’aprés notre hypothése, la LSR ciblerait des
populations de LB présentant un potentiel danger pour I'organisme, comme les cellules
auto-immunes ou les cellules tumorales. Ce processus pourrait provoquer la mort de
cellules B ayant subi une stimulation suboptimale ou sous-optimale, alors qu’une
stimulation adéquate activerait la transcription de régions S pour réaliser la CSR et

promouvoir la survie de LB exprimant une nouvelle classe d’lg.
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Figure 16 : Schéma de la voie DDR dans le cas de CDB. Cette voie fait intervenir des molécules senseurs
des lésions de TADN comme le complexe MRN qui détecte et active des protéines kinases dont ATM. ATM
phosphoryle H2AX (y-H2AX) ainsi que d’autres acteurs comme CtIP qui favorise la résection des extrémités
de I'ADN, 53BP1 qui I'inhibe, ou encore P53 qui induit 'arrét du cycle cellulaire et 'apoptose. Les différentes
marques d’histones recrutent les protéines qui interviennent dans la réparation des CDB appartenant aux
voies distinctes du C-NHEJ ou de la HR.



lll. Laréparation des CDB au locus IgH

Les CDB générées en partie au cours de la CSR menacent l'intégrité du
génome. En réponse a cette menace, la cellule active la voie DDR qui constitue un
réseau de facteurs assurant la détection, la signalisation et la réparation de ces
cassures. Dans le cas ou la réparation des CDB ne s’effectue pas, la cellule s’engage

en mort programmeée.

1. Détection et prise en charge des cassures

Dans un premier temps, le complexe MRN composé de MRE11 (Meiotic
Recombination 11 homolog), RAD50 et NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrome protein
1) détecte la CDB et prévient la dissociation des extrémités d’ADN lésées (Figure 16).
Ce complexe est requis pour l'activation de différentes kinases de la famille PIKKs
(Phosphatidylinositol 3-kinase-like serine/theronine kinases) dont ATM et la DNA-PKc
s (Lee and Paull, 2005).

ATM existe sous forme dimérique inactive qui se dissocie et s’autophosphoryle
une fois recrutée au site de cassure (Bakkenist and Kastan, 2003). Cette kinase
déclenche une cascade d’activation a travers la phosphorylation de plusieurs protéines
dont H2AX sur son résidu Ser139 pour former « y-H2AX » des deux c6tés de la CDB
(Rogakou et al., 1998), MDC1 (Mediator of DNA damage checkpoint 1) qui est recruté
au niveau de yH2AX participe a I'amplification du signal sur des milliers de Kb autour
de la cassure (Rogakou et al., 1998; Clouaire and Legube, 2015) active les facteurs
RNF8/RNF168 qui ubiquitinylent la lysine 13 et /ou lysine 15 de I'histone H2A/H2AX et
former 'H2AK13ub et 'H2AK15ub respectivement (Mattiroli et al., 2012). Ces
derniéres peuvent recruter des molécules antagonistes qui sont le facteur de
susceptibilité aux cancers du sein BRCA1 qui favorise la résection et la réparation par
la HR, et 53BP1 qui l'inhibe et oriente la réparation vers le systeme du C-NHEJ
(Rogakou et al., 1998; Goldberg et al., 2003; Stewart et al., 2003).

D’autres marques épigénétiques jouent un réle important dans le recrutement
de facteurs intervenant dans les différents systemes de réparation. L'H3K36me3 et
'H4K20me2/1 sont des marques eépigénétiques qui sont démasquées apres

I'apparition de CDB. La premiére recrute RAD51 et active la réparation par la HR, alors
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Figure 17 : Schéma de la réparation des CDB par le C-NHEJ. Le systeme C-NHEJ est une des voies
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Artemis qui clive les structures en épingle a cheveux. Cette étape est nécessaire pour que le complexe
XRCCA4/XLF/LIG IV intervienne dans I'étape de ligation.



gue I'H4K20me1/2 recrutent 53BP1 et les acteurs du C-NHEJ. Il est intéressant de
noter que I'H3K36me3 augmente la forme acétylée de 'H4K16 dans des cellules
humaines (Li and Wang, 2017).

ATM active également les points de contr6le du cycle cellulaire comprenant les
points G1/S, S/G2 et G2/M, ce qui met en pause le cycle afin de permettre a la cellule
d’effectuer les réparations nécessaires au maintien de son intégrité génomique. A ce
stade, soit la cellule parvient a réparer les Iésions, soit elle ne parvient pas a le faire et
déclenche le processus d'apoptose par lintermédiaire de P53 qui active la
transcription de facteurs pro-apoptotigues comme BAX et PUMA (Roos and Kaina,
2006).

2. Réparation des cassures

Différents systemes peuvent intervenir afin de réparer les CDB dont deux
principaux. D’'un c6té, il y a la HR, processus qui nécessite des séquences d’ADN
homologues, et connu pour sa fidélite. De l'autre, le NHEJ, qui ne requiert pas
d’homologie de séquence et induit de fréquentes délétions ou insertions de nucléotides
« indels » au site de jonction. Le NHEJ a son tour est divisé en deux voies : Le C-
NHEJ qui ne nécessite pas de résection des extrémités d’ADN et produit une jonction
directe dépourvue de microhomologie de séquence ou avec peu de microhomologie,
et 'A-EJ (Alternative end joining) qui génere des microhomologies plus longues et

nécessite une résection des extrémités lésées.

2.1. Le NHEJ classique (C-NHEJ)
2.1.1. Mécanisme

Dans un premier temps, les protéines Ku70 et Ku80 s’assemblent entre elles et
forment un anneau autour des extrémités d’ADNdb clivées (Figure 17). Il a été
suggéré gqu’un hétérodimere est recruté a chaque extrémité de la cassure et qu’il ne
se dissociera de I'ADN qu’une fois les extrémités jointes (Blier et al., 1993). Ku70/Ku80
recrute et active la sous unité catalytique de la protéine kinase dépendante de 'ADN
(ADN-PKcs) via la partie C-terminale de Ku80 (Singleton et al., 1999). La kinase

s’active en s’autophosphorylant et active Artemis, enzyme indispensable dans le
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clivage des structures en épingle a cheveux générées durant les réarrangements
V(D)J (Ma et al., 2002). En effet, les cellules déficientes pour Artemis présentent un
défaut au niveau des jonctions codantes sans affecter les jonctions signales (Moshous
et al., 2001; Rooney et al.,, 2002). Finalement, I'ADN-PKcs recrute le complexe
XRCCA4/XLF/LIG IV qui assure I'étape de ligation (Ahnesorg et al., 2006; Kanaar et al.,
1998).

2.1.2. Altérations dans les composants du C-NHEJ

De facon générale, les cellules déficientes en Ku70, Ku80, Xrcc4, XIf et Lig IV,
affichent des recombinaisons V(D)J altérées ainsi qu’'une sensibilité pour les agents
induisant les CDB (Nussenzweig et al., 1996; Frank et al., 1998; Li et al., 1995; IJspeert
et al., 2016). L’'absence de la DNA-PKcs ne semble pas engendrer d’effets aussi
séveres que ceux de la délétion d’'un composant cceur du C-NHEJ comme Ku70 ou
KuB80, ce qui laisse penser que ces derniers exercent leurs réles de facon
indépendante de la DNA-PKcs (Barnes et al., 1998; Gao et al., 1998; Yan et al., 2007).
Il a été montré que le déficit en Xrcc4 ou Lig IV dans les cellules B activées induit une
réduction de la CSR, ce qui souligne I'mportance du C-NHEJ dans ce processus
(Soulas-Sprauel et al., 2007; Yan et al., 2007; Han and Yu, 2008). D’un autre c6té, la
CSR résiduelle qui s’éléve a environ 50% du taux de CSR normal indique clairement
limplication d’'une voie alternative au C-NHEJ. Par ailleurs, il a été montré que la
délétion combinée de Ku70 ainsi que la LIG IV favorise les translocations IgH/c-Myc
(Boboila et al., 2010a). L’augmentation de la fréquence de ces translocations a été
observée également chez des souris déficientes pour Ku80 (Difilippantonio et al.,
2000). Ces études indiquent I'implication d’une voie de réparation alternative dans la
génération de translocations. En revanche, et de fagon inattendue chez 'Homme, c’est
le C-NHEJ qui semble favoriser la génération de translocations, car I'altération de la
LIG IV entraine une diminution de la fréequence d'apparition des translocations
(Ghezraoui et al., 2014).
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2.2. Le NHEJ alternatif (A-EJ)

2.2.1. Mécanisme

L’A-EJ connu également sous le nom de B-NHEJ (Back-up NHEJ) est un
systeme de réparation qui fonctionne quand le C-NHEJ est altéré, ou en concomitance
mais de fagcon mineure (Boboila et al., 2010a). La voie A-EJ se distingue du C-NHEJ
par le fait qu’elle est indépendante de Ku (McVey and Lee, 2008).

Il existerait plusieurs systemes impliqués dans I'A-EJ dont le MMEJ
(Microhomology Mediated End Joining) et le TMEJ (Tetha Mediated End Joining). La
voie alternative a 'opposé du C-NHEJ produit de fagon fréquente des séquences avec
des microhomologies au point de réparation. Comme cité précédemment, la réparation
par 'A-EJ est plus susceptible aux délétions et aux translocations chromosomiques
gue le C-NHEJ (Boboila et al., 2010a; Yan et al., 2007). Parmi les acteurs identifiés
dans le MMEJ, il y a PARP-1 (Poly ADP Ribose Polymerase 1), CtIP, le complexe
MRN, XRCC1 et la Ligase Il (LIG lll). PARP-1 reconnait les CDB et recrute le
complexe MRN, qui est pour rappel, un acteur clé de la voie DDR (Haince et al., 2008).
L'étape de résection des extrémités d’ADN est assurée par les protéines CtIP et le
complexe MRN permettant par la suite I'étape de ligation par le complexe XRCC1/LIG
Il (EI-Khamisy et al., 2003).

L’ADN polymérase theta (Pol 6 ou PolQ ) intervient de fagon spécifique dans
'A-EJ a travers la voie TMEJ, et semble agir de facon Ku-indépendante. En effet, le
KO de Pold n'a pas d'effets sur la réparation par le C-NHEJ (Mateos-Gomez et al.,
2015), et ne semble pas affecter la frequence de CSR dans la lignée CH12F3, ainsi
gue chez la souris (Martomo et al., 2008; Li et al., 2011). Cependant, la réparation par
Pol 6 semble occuper une place importante dans certains cancers ou la voie HR est
altérée, comme dans le cancer du sein. Dans ce cas, Pol6 est frequemment sur-
exprimée, et ce statut est généralement associé a un mauvais pronostic (Ceccaldi et
al., 2015; Higgins et al., 2010).

Pol 6 possede la capacité de bloquer la voie HR en interagissant avec RAD51
pour limiter 'assemblage du nucléofilament, et peut aussi réduire l'efficacité de la
formation de la « D-loop », favorisant de cette facon la réparation en faveur de I'A-EJ
(Ceccaldi et al., 2015).
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La réparation des CDB médiée par la Pol 6 passe par plusieurs étapes (Figure
18). Dans un premier temps, les CDB sont détectées par PARP-1, qui recrute MRE11,
acteur clé de la voie DDR (Haince et al., 2008; Robert et al., 2009), qui assure avec
CtIP I'étape initiale de résection des extrémités 5’ Iésées. Cette résection permet
I'exposition de courtes régions homologues entre les deux molécules d’ADNsb. La
protéine PARP-1 recrute également Pol 6 au site de la cassure (Wang et al., 2006). La
polymérase se sert des extrémités 3’ débordantes générées au cours de la résection
comme amorce de synthése. Apres hybridation des séquences homologues, elle
assure l'incorporation de nucléotides dans le sens 5’ vers 3, puis I'élongation qui induit
le déplacement du brin d’ADN (Yousefzadeh et al., 2014; Kent et al., 2015). Les
gueues 3’ qui ne sont pas complémentaires sont alors enlevées par le complexe
endonucléasique ERCC1/XPF, puis intervient I'étape finale de ligation par le complexe
XRCCI1/LIG Ill et ou la LIG | (EI-Khamisy et al., 2003).

La réparation par Pol0 laisse une signature spécifique, avec utilisation de
microhomologies et d’insertions au point de réparation (Chan et al., 2010; Koole et al.,
2014). Comme il a été décrit dans la littérature, I'A-EJ semble occuper une fonction
primordiale quand les mécanismes « standards » de réparation sont défectueux.
Cependant, elle peut intervenir méme quand la HR est opérationnelle (Truong et al.,
2013).

2.2.2. Altérations des composants de I'A-EJ

Les ligases | et lll possédent des fonctions redondantes, car en absence de la
Lig VI, la Lig I ou la Lig Ill peut intervenir seule dans la réparation meédiée par I'A-EJ
au cours de la CSR (Masani et al., 2016). En I’ absence d’un autre composant ,XRCC1,
les jonctions CSR présentent des séquences de microhomologie plus courtes,
suggérant son implication dans I'A-EJ (Saribasak et al., 2011). Cependant, dans les
CH12F3 avec double délétion de Xrccl et de la Lig IV, le processus de CSR est réalisé
de maniére comparable aux cellules déficientes uniquement pour la Lig IV. Ces
résultats indiquent que XRCCL1 intervient dans la réparation, mais ne semble pas
indispensable (Han et al., 2012). La réduction dans l'usage de microhomologie de
séquence a été observée également en absence de Parp-1, ce qui montre que cette
protéine est également impliquée sans étre essentielle dans I’'AEJ au cours de la CSR
(Robert et al., 2009).
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2.3. Le systéme de la HR
2.3.1. Mécanisme

Parmi les mécanismes déployés lors de la réparation des CDB, la HR est celui
qui permet une réparation fidéle. Cette voie requiert la présence d’un brin d’ADN qui
possede une séquence homologue d’environ 100 pb pour diriger la réparation (Dudas
and Chovanec, 2004), et s’effectue durant les phases S et G2 du cycle cellulaire, aprés
la réplication de 'ADN.

La HR se déroule en trois grandes étapes (Figure 19). La premiere appelée
phase « pré-synaptique » est initiée par la résection des extrémités d’ADN dans le
sens 5’ vers 3’, engendrant des extrémités 3’ simple brin débordantes (Truong et al.,
2013). Cette opération est réalisée par BRCAL, CtIP, MRE11 et EXO1 (Lavin, 2004;
Sartori et al., 2007; Prakash et al., 2015). Pendant cette étape, 'ADNsb est recouvert
et protégé par la RPA qui empéche la formation de structures secondaires. La
recherche d'une séquence d’ADN homologue nécessite le recrutement de la
recombinase RAD51, puis la cellule fait appel a RAD52 et BRCA2 pour favoriser la
formation d’un filament de RAD51 sur ’'ADNsb préalablement couvert par RPA.

Durant la phase « synaptique », le filament de RAD51 rejoint ’TADNdb de la
chromatide sceur issue de la réplication. Il envahit la séquence homologue trouvée
créant ainsi une boucle de déplacement « D-loop » (Displacement loop). Durant ce
processus, la protéine RAD54 est requise a la fois pour la stabilisation du filament, la
formation de la « D-loop », ainsi que la transition de I'étape d’invasion de I'ADN
bicaténaire par le nucléofilament vers I'étape de synthese de I'ADN et donc la
dissociation de RAD51 de I'hétéroduplex d’ADN (Heyer et al., 2006).

Finalement, une fois le brin endommagé associé a son brin complémentaire
intact, intervient la phase « post-synaptique ». A ce stade, la synthése du nouveau brin
d’ADN s’effectue de fagon principale par la polymérase delta (Pol ) et RAD54 stimule
'extension de maniere ATP dépendante, puis intervient I'étape de ligation (Solinger
and Heyer, 2001).
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épigénétiques particuliéres. Adapté d’apres (Pieterman et al., 2014)



2.3.2. Altérations des composants de la HR

Comme nous I'avons précédemment mentionné, les protéines RAD51, RAD52
et RAD54 occupent des fonctions importantes au cours du processus de HR.
L’altération du gene Rad51 chez la souris induit une létalité au stade embryonnaire
(Lim and Hasty, 1996; Tsuzuki et al., 1996), alors que celle de Rad52 réduit le
processus de HR sans générer de sensibilité accrue aux dommages de I'ADN (Rijkers
et al.,, 1998). D’autres études ont montré que le déficit en Rad52 induit une
augmentation de la CSR, avec une diminution de I'usage de jonctions comprenant des
séquences de microhomologie (Zan et al., 2017).

3. L’orientation entre les différentes voies de réparation des CDB

La question qui peut se poser est comment s’oriente la réparation des CDB vers
la voie HR ou celles du NHEJ (C-NHEJ et A-EJ). Afin de répondre a cette interrogation,
des études menées in vivo ont montré que la délétion de Ku induit une augmentation
de la réparation par le systeme HR, suggérant une compétition entre les deux grand
systemes (Adachi et al., 2001; Pierce et al.,, 2001). De plus, chez I'Homme, la
coopération de Ku avec DNA-PKcs régule le choix entre le C-NHEJ et 'A-EJ tout en
inhibant la voie HR (Fattah et al., 2010).

3.1. Le rble de la structure chromatinienne

La chromatine est composée d’une unité fondamentale qui est le nucléosome,
constitué d’'un filament d’ADN enroulé régulierement autour de complexes protéiques
formés chacun par deux copies d’histones (H) H2A, H2B, H3 et H4. Les nucléosomes
s’enroulent sur eux-mémes de fagon plus ou moins « serrée », formant des fibres de
chromatine plus ou moins denses. Le niveau de condensation le plus éleveé correspond
a I'’nétérochromatine, définie comme fermée et inaccessible aux protéines se liant de

facon directe sur 'ADN (Figure 20).

Il s’est avéré que cette structure chromatinienne joue un réle important dans le
choix de recrutement des facteurs de réparation de '’ADN. Tout d’abord, les CDB qui

se produisent dans une région contenant de I'hétérochromatine en phase G2 du cycle
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de la HR. D’apres (Pfister et al., 2014)



cellulaire sont résolues préférentiellement par la HR (Beucher et al., 2009). Il a été
montré que Ku70 est présent au niveau des CDB situées dans I'euchromatine ainsi
gue dans I'hétérochromatine, ce qui indique une réparation possible par le C-NHEJ
dans les deux configurations (Lorat et al., 2012).

Il est intéressant de noter que l'efficacité et la vitesse de réparation est régulée
par I'état de condensation de la chromatine (Lorat et al., 2012). La chromatine
condensée rend difficile I'acces et donc le recrutement des différents acteurs de
réparation au niveau de I'ADN l|ésé. Pour y remédier, les histones subissent des
modifications dont la phosphorylation de I'histone H2AX sur son résidu Serine 139
situé du c6té C-terminal. Cette phosphorylation est réalisée par les kinases ATM, ATR
et la DNA-PKcs appartenant a la famille des PIKK (Stucki and Jackson, 2006).

Les CDB qui se produisent au niveau de genes en état de transcription active
sont réparées de facon générale par la HR. En effet, la tri-méthylation de I'histone H3
lysine 36 (H3K36me3) qui est une marque épigénétique associée a la transcription,
permet le recrutement de RAD51 et des autres acteurs de la HR (Aymard et al., 2014).

Des études ont montré que [laltération de SETD2, la principale tri-
méthyltransférase de 'H3K36, induit une réduction importante de la résection et du
recrutement d’'acteurs de la HR, ce qui semble profiter a la voie A-EJ (Figure 21)
(Pfister et al., 2014; Clouaire and Legube, 2015). De fagon étonnante, chez la levure,
Set2, qui semble aussi jouer un réle déterminant dans le choix de la voie de réparation
a tendance a favoriser 'emploi du NHEJ par rapport & la HR (Jha and Strahl, 2014).

Il a été montré que la forme di-méthylée de 'H3K36 (H3K36me2) localisée au
niveau de la Iésion recrute NBS1 et Ku70, ce qui favorise la prise en charge des
cassures par la voie du C-NHEJ (Fnu et al., 2011).

Apres l'apparition de CDB, 'H4K20mel et I'H4K20me2 recrutent 53BP1 a
travers son domaine Tudor (Botuyan et al., 2006). Comme cité préecedemment, 53BP1
empéche la résection des extrémités d’ADN lésées nécessaire a la réparation par la
HR, et favorise de cette fagon l'intervention du C-NHEJ (Yu and Chen, 2004; Bothmer
et al., 2010).

L'H4K16ac est une autre marque épigénétique située généralement au niveau
de genes actifs (Taylor et al., 2013). En cas d’absence de lésions de 'ADN, I'H4K16ac
empéche l'interaction entre H4K20me2/1 et 53BP1, inhibant l'activation de la voie C-
NHEJ. L’apparition de CDB induit une désacétylation transitoire et localisée de 'H4K16
levant I'inhibition de 53BP1 (Hsiao and Mizzen, 2013).
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Figure 23 : Schéma de la régulation du cycle cellulaire par les kinases ATM et ATR (ici point de
contr6le G2/M). Les lésions de 'ADN sont détectées par les senseurs, ATR ou ATM sont activées et activent
a leur tour des effecteurs dont les protéines ChK1 et Chk2 respectivement. Ces dernieres sont responsables
du contréle du cycle cellulaire. En effet, Chkl et Chk2 activées inhibent l'activité des phosphatases de la
famille CDC25 ce qui empéche la déphosphorylation des CDK. Les CDK ne peuvent plus former de
complexes avec les cyclines. Les complexes CDK-cyclines sont nécessaires pour la transition entre les
phases du cycle cellulaire, et leur absence induit I'arrét du cycle cellulaire au point de controle (G2/M dans
cet exemple).



En plus de la structure chromatinienne, des équipes se sont intéressées aux
différents compartiments du noyau. Il s’est avéré que cette compartimentalisation
possede un impact sur le choix de la voie de réparation des CDB. En effet, la
chromatine située a lintérieur de la lamina nucléaire a tendance a inhiber la HR
(Lemaitre et al., 2014). Ceci est en accord avec des études qui montrent que la HR
est activeée au niveau de Iésions localisées dans les genes actifs de I'euchromatine
(Aymard et al., 2014, Pfister et al., 2014).

3.2. Lerdle du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire comprend des points de contréle « checkpoints » qui sont
G1/S, intra-S et G2/M (Figure 22). Ces derniers sont finement régulés par la cellule
en prolifération afin d’empécher sa progression vers la phase suivante en cas de
présence de Iésions importantes de '’ADN (Langerak and Russell, 2011).

La voie DDR est impliquée dans l'arrét du cycle cellulaire a travers 'activation
de deux voies de signalisation majeures (Figure 23). La premiere voie est assurée par
la kinase Chk1 qui est activée par ATR et répond majoritairement a la présence de
CSB (Latif et al., 2004). La deuxieme médiée par ATM qui active la kinase Chk2 est
déployée en cas de CDB (Zannini et al., 2014). De facon générale, ces deux voies
inhibent l'activité des phosphatases de la famille Cdc25 (Cell division cycle 25),
empéchant ainsi I'activation des kinases régulatrices du cycle cellulaire dont les CDK
(cyclin-dependent kinases). Ces CDK ont pour role principal I'activation de I'entrée de
la cellule en phase de mitose (phase M).

Le C-NHEJ intervient majoritairement lors de CDB générées au cours des
recombinaisons V(D)J et de la CSR (Rooney et al., 2004). Ce systéme est opérationnel
durant I'ensemble du cycle cellulaire. En revanche, la HR est quasiment inactive lors
de la phase G1, son activité est augmentée a partir de la phase S jusqu’a la fin de la
phase G2. Ce qui coincide avec la disponibilité de chromatides sceur, et le pic de
protéines CtIP activées (Yu and Baer, 2000). Récemment, il a été montré que pendant
ces deux phases d'activité de la HR, l'usage du C-NHEJ est réduit par I'effet de
CYREN (Cell cycle regulator of NHEJ) qui s’associe a I'hétérodimere Ku70/Ku80
(Arnoult et al., 2017).

L’A-EJ quant a lui semble opérer comme systéme de sauvegarde lorsque le C-
NHEJ est indisponible, et particulierement en phase G1 avec une HR inactive. En effet,
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des cellules déficientes en C-NHEJ et irradiées en phase G1 présentent une fréquence
augmentée de translocations indiquant I'intervention potentielle de I'A-EJ (EI-Khamisy
et al., 2003). L’A-EJ intervient également au cours de la phase G2, lorsque la résection

prolongée inhibe le recrutement des facteurs du C-NHEJ (Frit et al., 2014).

3.3. Le rble de la résection des extrémités

Le C-NHEJ ne nécessite pas de résection de '’ADN et produit des jonctions de
réparation directes ou avec de petites microhomologies (Lieber, 2008). En revanche,
I'A-EJ utilise des séquences de microhomologie et nécessite donc une résection des
extrémités lésées (Haber, 2008)

Il semble exister une compétition entre le recrutement des systemes du NHEJ
(classique et alternatif) et celui de la HR pour réparer les CDB. Cette compétition
concerne plus particulierement la machinerie de résection des extrémités lésées, dont
le complexe MRN, BRCA-1 et CtIP d’'une part, et 53BP1 et I'hétérodimere Ku70/Ku80
qgui au contraire préservent ces extrémités. Les cellules B déficientes pour 53BP1
affichent une augmentation ATM dépendante de la résection générant des extrémités
d’ADN qui seront prises en charge par I'A-EJ et/ou la HR (Bothmer et al., 2010; Tang
et al., 2013). De la méme fagon, le déficit de BRCA1 altére la résection bloquant la HR
et facilitant I'intervention du C-NHEJ (Bunting et al., 2010).

Ainsi, I'étape de résection des extrémités 5’ est indispensable pour que la HR
fonctionne. Une fois cette opération réalisée, un retour en arriere est inexécutable, a
ce stade, une réparation par le C-NHEJ est quasiment impossible. Cependant, lorsque
la résection est lancée, alors que la HR n’est pas opérationnelle, I'A-EJ peut prendre
le relais. En effet, I'inhibition de I'A-EJ (inhibition de PARP-1 et ou la LIG llI), en
absence de HR, engendre une diminution importante des translocations (Soni et al.,
2014).

Il est & noter qu'une dérégulation des systemes de réparation des lésions de
’ADN peut générer un cancer, et dans le cas de cellules B & des lymphomes B.
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llIl. Les lymphomes B

Le lymphome est par définition un cancer qui touche le systeme lymphatique.
Je présenterai de maniéere succincte deux lymphomes B pour lesquels jai initié le

travail d’analyse de la LSR durant ma thése, le HL et la CLL.
1. Lymphome de Hodgkin (HL)

Le HL est caractérisé par la présence de cellules atypiques nommeées « cellules
de Reed-Sternberg ». Ces dernieres sont de grande taille et présentent un noyau
particuliéerement volumineux a contours irréguliers. Ce type de cellules permet de
distinguer le HL des autres lymphomes dits "non hodgkiniens".

Ce lymphome est divisé principalement en deux grandes classes: le HL
classique (cHL pour classical HL), qui est le plus fréequent avec environ 95% des cas
de HL, et le lymphome & prédominance lymphocytaire (NLPHL pour Nodular
Lymphocyte Predominant HL) qui représente les 5% restants (Smith, 2010).
Cependant, des différences subsistent au niveau de la composition cellulaire de ces
lymphomes. En effet, le cHL est subdivisé en plusieurs types : lymphome de forme
scléro-nodulaire, comprenant un mélange de cellules de Reed-Sternberg et de
globules blancs (environ 70% des HL), le lymphome a cellularité mixte, avec beaucoup
plus de cellules de Reed-Sternberg (environ 15% des HL), le lymphome riche en
lymphocytes (environ 10% des cas de HL) qui ne présente pas de cellules de Reed-
Sternberg, mais d’autres cellules anormales sont retrouveées, raison pour laquelle il est
classé dans les lymphomes hodgkiniens, et pour finir, il y a le lymphome a déplétion
lymphocytaire (moins de 5% des cas) qui se caractérise par un nombre extrémement
important de cellules de Reed-Sternberg dans les ganglions lymphatiques cancéreux.

Le HL est d’origine cellulaire B monoclonale et se caractérise par I'absence
d’expression de BCR sur les cellules tumorales (Marafioti et al., 1997). La perte
d’expression des Ig dans les cellules de Reed-Sternberg est le résultat de mutations
non-sens dans les genes codant pour la partie variable de I'lgH(Marafioti et al., 1997).
Les cellules de Reed-Sternberg sont généralement des LB transformés. En effet, elles
perdent I'expression de la majorité des marqueurs de la lignée B a un degré qui les
rend unigues parmi les lymphomes B (Kanzler et al., 1996; Marafioti et al., 1997,
Schwering et al., 2003).
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L'échappement cellulaire a l'apoptose joue un rdle primordial dans la
pathogénicité de la cellule tumorale, et ceci s’applique spécialement aux cellules de
Reed-Sternberg. Plusieurs des voies de signalisation sont activées de fagon aberrante
et contribuent a la survie de ces cellules. Un autre facteur qui empéche les cellules de
mourir est lI'infection de ces dernieres par le virus d’Epstein-Barr (EBV pour Epstein-
Barr Virus). Effectivement, dans environ 40% des cas de HL, les cellules de Reed-
Sternberg sont infectées par I'EBV et expriment la protéine LMP2A qui se comporte
comme un substitut du BCR et/ou la protéine LMP1, substitut de CD40, ces protéines
virales sont responsables d’une signalisation constitutive oncogénique (Glaser et al.,
1997).

2. Leucémie lymphoide chronique (CLL)

La leucémie est un cancer qui touche les leucocytes dans la moelle osseuse. Il
peut étre divisé en leucémies aigues et chroniques. Elles peuvent également étre
classées en quatre grand types qui sont la leucémie myéloide aigue (AML pour Acute
myeloid leukemia), leucémie lymphoide aigue (ALL), leucémie myéloide chronique
(CML) et la CLL (Rodriguez-Abreu et al., 2007).

La CLL est une forme de leucémie dans laquelle il existe un nombre excessif
de LB matures, mais peu fonctionnels dans le sang et la moelle osseuse. En effet, une
partie des cellules B matures présentent un défaut d’apoptose qui induit leur
accumulation dans le sang, les ganglions, la rate et la moelle osseuse. Cette
accumulation engendre une hyperplasie, autrement dit, une augmentation du volume
des ganglions et de la rate.

D’un point de vue moléculaire, le statut mutationnel de 'lGHV permet de diviser
la CLL en deux catégories : les CLL avec taux de mutations élevé des génes IGHV, et
celles sans (ou avec peu de) mutations. Cette deuxieme catégorie est la forme la plus
agressive de la leucémie, car les patients atteints de ce type de CLL affichent un taux

de survie plus faible (Hamblin et al., 1999).

Dans ces deux types de lymphomes B, J'ai initié le travail de caractérisation de

la frequence et de la structure des jonctions LSR.

42



MATERIEL ET METHODES

43



Stimulation de lymphocytes B murins

Des souris C57BL/6J WT ont été maintenues dans une animalerie exempte
d’organismes pathogenes spécifiques (EOPS), puis sacrifiées a 6 ou 8 semaines. Les
splénocytes ont été extraits et stimulés in vitro pendant 48 heures a 72 heures avec
du LPS B4 (Invivogen, Hrl-3pelps) (1ug/ml) et de I'lL-4 (Peprotech, 214-14) (20ng/ml)
pour induire la CSR vers I'lgyl (CSRy1) et la LSR. Les expériences ont été réalisées
en accord avec le comité d’éthique de I'Université de Limoges et le CHU de Limoges
(Comité Reégional d’Ethique sur I'Expérimentation Animale du Limousin, CHU
Dupuytren Limoges, France).

Vérification de la stimulation par cytométrie en flux

48 heures apreés la stimulation des splénocytes, les cellules ont été marquées
avec 5l des anticorps anti-B220 BV510 (Biolegend, 103247) et anti-lgG1 APC (BD,
553440) pendant 20 minutes dans l'obscurité et a 4°C. Sur les cellules vivantes
sélectionnées par les caractéristiques FSC/SSC, le pourcentage de la population
cellulaire IgG1+ a été analysé a partir des cellules B220+ en utilisant le logiciel BD

Diva version 6.1.3.

Amplification des jonctions CSR et LSR chez la souris

Les jonctions CSRy1 ont été amplifiées a partir de 100ng d’ADN génomique
extrait de splénocytes de souris par PCR nichée comme décrit dans notre article
précedent (Boyer et al., 2017). Les jonctions LSR ont également été amplifiées a partir
de 100ng d’ADN génomique de splénocytes par PCR nichée avec la polymérase
Phusion High Fidelity (New England Biolabs, M0530S). Les premiéres amorces
employées sont : Smuml (CAG TTG AGG CCA GCA GGT) et LS43R (CTATAG CCA
TGT GGG GCT GT) selon le programme suivant : 94°C/5min, 35 cycles de 94°C/1min,
60°C/1min, 72°C/1 min30, et une étape finale a 72°C/7min. La seconde paire
d’amorces est la suivante : Smum2 (CAG GTC GGC TGG ACT AAC TC) et LS42R
(TTC AAC AAT CTC CCC CAC TG) selon les conditions suivantes : 94°C/5min, 35
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cycles de 94°C/1min, 62°C/1min, 72°C/1min et une derniere étape a 72°C/7min. La

PCR a été réalisée en triplicate pour chaque échantillon.

Immunoprécipitation de la chromatine

Les expériences de ChIP ont été réalisées selon le protocole décrit dans l'article
(lacovoni et al., 2010). Les cellules ont été traitées avec 1% de formaldéhyde 15
minutes a température ambiante. Aprés une série de lavages, les culots ont été repris
dans du tampon de lyse et incubés pendant 10 minutes a 4°C, et les noyaux sépareés
et lysés. La chromatine a été soniquée pour générer des fragments d’environ 200 pb
a 1000 pb et incubée avec des billes d’agarose. Environ 150ng de chromatine a été
utilisée pour chaque immunoprécipitation avec les anticorps suivants : anti-H3K36me3
(Abcam ab9050), anti-H3K36me2 (Merck Millipore 07-274), anti-H4K20mel (Abcam
ab9051), anti-H4K16ac (Merck Millipore 07-329), anti-RAD51 (Santa Cruz
Biotechnology 398587), anti-XRCC4 (Santa Cruz Biotechnology 8285), anti-
pol6 (Abcam 80906) et anti-PARP1 (Cell Signaling 9542S). La chromatine a été
incubée avec environ 2 pug de chaque anticorps toute une nuit a 4°C, puis des billes
ont été ajoutées et incubées pendant 2 heures a 4°C. La chromatine et les inputs ont
été resuspendus dans du TE10.1. L’ADN a été incubé avec de la RNAse (0,05mg/mL)
pendant 20 minutes a 37°C, puis du SDS 10% et incubation toute une nuit a 70°C. De
la protéinase K a été rajoutée et 'ADN extrait par la méthode classique au
phénol/chloroforme/isoamino-alcool. Les ADN purifiés a l'issue des expériences de
ChIP ont été soumis a la PCR en temp réel en utilisant le kit TB Green Premix Ex Taq
Il (Takara) et Il'appareil StepOnePlus (ThermoFisher), afin danalyser leur
enrichissement au niveau de séquences d’ADN d’intérét. Plusieurs couples d’amorces
spécifiqgues ont été utilisées : Sy F (GCTAAACTGAGGTGATTACTCTGAGGTAAG),
Sp R(GTTTAGCTTAGCGGCCCAGCTCATTCCAGT), Syl F
(ATAAGTAGTAGTTGGGGATTC), Syl R (CTCAGCCTGGTACCTTATACA), Sy3 F
(AATCTACAGAGAGCCAGGTGG), Sy3 R (TGGTTTTCCATGTTCCCACTT) (Zan et
al., 2017), ainsi que les couples d’amorces : HS1/2 F
(ATCAGTACCAGAAACAAGGC), HS1/2 R (TTGGGGTGAACCTGCAGC), HS4 F
(TTTAGTCTCAGCAAGACCC), HS4 R (AATGGGGCTTTCCACGCC) (Péron et al.,
2012).
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Amplification des jonctions CSR et LSR a partir d’échantillons humains

L’ADNg a été extrait selon la  méthode  classique au
phénol/chloroforme/isoamino-alcool a partir d’échantillons humains obtenus par le
Centre de Ressources Biologiques de Limoges (CRBioLim, CHU de Limoges). A partir
de 'ADNg d’échantillons humains (amygdales pédiatrigues saines, amygdales de
patients atteints de lymphome hodgkinien, cellules mononucléées du sang
périphérique (PBMC) de patients atteints de CLL. Les jonctions CSRa ont été
amplifiées par PCR a partir de 200ng comme cité précédemment (Pan et al., 2001),
ainsi que les jonctions LSR en utilisant la polymérase Herculase Il Fusion (Agilent
600677). Une premiere PCR a été realisée avec les amorces : Ephl (AGG CTG ACC
GAA ACT GAA AA) et 3'FarHS4 Rev (CAA GCG TCA AGG TGT GGA C) et les
conditions suivantes: 98°C/30sec, 2 cycles de 98°C/10sec, 64°C/30sec, 68°C/4min, 3
cycles de 98°C/10sec, 62°C/30sec, 68°C/4min, 25 cycles de 98°C/10sec, 60°C/30sec,
68°C/4min er 68°C/ 5min. la PCR nichée utilise le deuxiéme couple d’amorces Sulb
(CAG GGA ACT GGG GTA TCA AG) et Probe 3'Far HS4 Rev (GGA CGC GGT TTG
CTT TTA T) selon le programme suivant: 98°C/30sec, 30 cycles de 98°C/10sec,
58°C/30sec, 68°C/4 min et 68°C/ 5min. Les PCR ont été réalisées en triplicate pour
chaque échantillon. L'étude a été approuvée par le comité éthique (N° : CPP12-
012/2012-A00630-43, Comité de Protection des Personnes du Sud-Ouest et Outre-
Mer V).

Préparation des librairies de séquencage haut débit (lon Proton)

Des librairies de séquencage haut débit de fragments d’environ 200 pb ont été
préparées a partir de 100ng de produits de trois PCR de jonctions de LSR ou de CSR
préparées a partir de 'ADN des échantillons murins et humains mentionnés
précédemment. Les librairies ont été préparées en utilisant le kit « lon Xpress Library
Kit » (Life Technologies, 4471269). La concentration de chaque librairie a été
déterminée par dosage au Qubit & I'aide du kit DSDNA high sensitivity (Thermofisher
Scientific, Q32854), et un mélange équimolaire des librairies a été déposé et séquencé
sur des puces lon Pl v3 du séquenceur haut débit lon Proton (Life Technologies). Le

nombre de puces dépend du nombre de librairies a charger (60 librairies
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maximum/puce). Les données de séquencage ont été analysées avec le programme
CSReport.
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Sequence Sp ATGTT|T GGACG ~ _ _ Insertion
(RN - (1bp)
Jonction Sp-Sa ATGTTJAIATGGC
(RRN
Séquence Sa. TCCAG T|ATGGC
B
Séquence Sp ATGTIICTGACG Blunt
I (Obp)
Jonction Sp-Sa ATGTTTATGGC
RN
Séq uence Sa CCAGT|TATGGC
C
Séquence Spu ATGTTTEAGCC
RERNN
Jonction Sp-Sat ATGT"ETIGI?IC Micrc’(hc;)mrlogie
2bp
Séquence Sa TCCATTATGGC

Figure 24 : Schémas des différents types de structure des jonctions de recombinaison du locus IgH
(ici jonctions CSRa). A. Alignement de la séquence de la jonction avec les séquences donneuse et
acceptrice révélant une jonction de recombinaison avec insertion (1 pb). B. Alignement donnant lieu a une
jonction franche ou blunt (0 pb). C. Alignement présentant l'identification d’une jonction avec une séquence
de microhomologie (2 pb).



Au cours de ma thése j'ai eu pour objectif de participer a définir le mécanisme
moléculaire de la recombinaison LSR dans les LB, et plus exactement, la
caractérisation des systemes de réparation des CDB intervenant dans ce processus.
La LSR est un événement fugace comparé a la CSR, puisqu’il induit la mort de la
cellule B qui I'exécute. Pour cette raison, son étude est difficile, pour y remédier mon
travail de doctorat a consisté dans un premier temps a adapter le séquencage haut
débit pour 'analyse des jonctions de recombinaison du locus IgH. Ceci a nécessité
I'élaboration d’'un logiciel informatique automatisant I'analyse. Nous nous sommes
aussi interrogés sur la potentielle implication de la LSR dans des cas de lymphomes
B humains, et plus particulierement, dans le HL, car les cellules tumorales ne
présentent pas de BCR a leur surface. Nous avons également travaillé a partir

d’échantillons de CLL, lymphome non hodgkinien comme contrdle.
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Partiel: Développement d’un protocole d’étude et d’un outil d’analyse

des recombinaisons du locus IgH

Face aux difficultés rencontrées lors du séquencage des jonctions LSR par la
meéthode classiquement employée (clonage et séquencage Sanger), nous avons
choisi d’utiliser un séquenceur haut débit lon Proton (Life technologies), afin de
séquencer des librairies issues de PCR nichées amplifiant les jonctions LSR et CSR
pour chaque échantillon. Le séquencage haut débit possede une haute profondeur de
lecture qui permet de séquencer de fagon massive de nombreuses jonctions de
recombinaison. Cependant, la quantité de séquences (plusieurs millions de séquences
par librairie) est telle que I'analyse des jonctions ne peut étre effectuée manuellement
et doit étre automatisee.

Dans un premier temps, I'analyse des résultats de séquencage des jonctions
de recombinaison LSR et CSR a été réalisée avec la version en ligne de Blast. Cette
derniére a permis I'analyse d’'un petit nombre de jonctions, car I'étape de vérification
visuelle prend beaucoup de temps pour chaque résultat d’alignement. Nous avons
donc développé « CSReport », un programme adapté a I'analyse de jonctions de
recombinaison qui fonctionne avec une série d’algorithmes et prend en charge le
traitement des données brutes dés leur sortie du séquenceur haut débit. Les résultats
d’analyse des jonctions de recombinaison par CSReport peuvent étre représentés de
facon synthétique dans un tableau Excel et sous forme de graphe. Cet outil nous
permet de détecter, quantifier et de révéler la structure des recombinaisons du locus
IgH (CSR et LSR), a partir des données issues du séquenceur haut débit. Cependant,
son utilisation peut étre élargie au traitement de fichiers obtenus par d’autres
séquenceurs haut débit. Il peut également rendre possible I'analyse de diverses
recombinaisons génétiques, comme les translocations IgH/c-Myc, et ce chez plusieurs
espeéeces, a condition que les séquences de référence soient disponibles.

Les différentes étapes de traitement de CSReport ont été mises au point selon
la logique d’analyse manuelle des jonctions de recombinaison, avec une attention
particuliere portée sur la détermination de la structure de ces jonctions. En effet, la
structure d’une jonction apporte des informations précieuses sur le systeme impliqué

dans la réparation de ’ADN.
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Séquence Sp ATGTT|TGGACG  _ _ Insertion
(RN == (1bp)
Jonction Sp-Sa ATGTT|AIATGGC
(NERN
Séquence Sa TCCAG T|ATGGC
B
Séquence Sp ATGTNICTGACG Blunt
1l (Obp)
Jonction Sp-Sa ATGTT|TATGGC
1l
Séquence Sa CCAGT|TATGGC
C
Séquence Sp ATGTTTEAGCC
(NERRN
ATGTTTATGGC Microhomologie

Jonction Sp-Sa TTI111]

2b
TCCATTATGGC (20p)

Séquence Sa

Figure 24 : Schémas des différents types de structure pour les jonctions de recombinaison
du locus IgH (ici jonctions CSRa). A. Alignement révélant une jonction de recombinaison avec
insertion (1 pb). B. Alignement donnant lieu a une jonction franche (0 pb). C. Alignement

aboutissant a l'identification d’une jonction avec micronomologie (2 pb).



Dans un premier temps, CSReport assure la détection des recombinaisons a
travers l'alignement des séquences contre le locus IgH, en faisant appel a
Blastn.

Un minimum d’alignement de 30 pb est requis pour chacune des deux
séquences donneuse et acceptrice de la recombinaison.

Une premiere évaluation de la structure est obtenue par la segmentation de
Blastn :

La structure d’une jonction de recombinaison est déterminée par le nombre de
bases nucléotidiques qui chevauchent I'extrémité 3’ du premier segment et
'extrémité 5’ du second, comme le montre la figure 14. Si ce nombre est positif,
la jonction est dite « avec micronomologie », c’est-a-dire, une séquence d’ADN
identique aux deux segments. En cas d’absence de chevauchement, la jonction
est appelée « blunt », autrement dit, avec des extrémités franches, ou alors, il
peut y avoir des nucléotides non identifies par l'alignement entre les deux
séquences, la jonction est alors nommeée « avec insertion » (Figure 24).
Lorsqu’une longue insertion est trouvée (>=10 pb), un deuxieme alignement est
réalisé par Blast-short, ce qui évite une perte de séquences pouvant provenir
de multiples cassures au niveau des régions S, créant des jonctions complexes,
observées dans des études précédentes (Pan-Hammarstrom et al., 2006;
Reina-San-Matrtin et al., 2007).

Les jonctions avec des microhomologies (>2 pb) sont alignées une nouvelle fois
en utilisant le module de Biopython (pairwise2), pour s’assurer de I'absence de
décalage dans I'alignement pouvant survenir avec Blastn.

La derniére mission de CSReport est le regroupement des résultats de chaque
librairie de fagon individuelle dans des fichiers sous format Excel.

La mise au point de notre programme a été effectuée a partir de librairies issues

de produits d’amplification de jonctions CSR. Les caractéristiques de structure de ces

jonctions ont largement été décrites dans la littérature. De plus, cette analyse

structurale est réalisée de facon routiniere au sein de notre laboratoire, permettant la

confrontation des résultats déja obtenus de fagon manuelle a ceux générés de maniere

automatisée par CSReport.

Nous avons donc effectué cette comparaison pour une vingtaine de jonctions

CSR sélectionnées de facon aléatoire, et les deux types d’analyse ont abouti a des
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résultats similaires. Ensuite, nous avons procédé a I'analyse de 5000 jonctions créées
de facon informatique, par concaténation de segments Sy et Sa simulant des jonctions
CSRo. CSReport a identifié 3278 jonctions sur les 5000 analysées. L’analyse
manuelle détaillée des jonctions non identifiées a révélé la présence d’homologie de
séquence entre Su et Sa. Cette homologie est responsable de la perte de sensibilité
dans I'étape initiale d’alignement avec Blastn. En effet, ce dernier n’arrive pas a statuer
sur l'identité d’'un segment donné, s’il provient de la région Su ou alors s'’il appartient
a Sa. La perte de certaines jonctions de recombinaison en raison de I'homologie
existante entre les segments donneur et accepteur est un point faible de CSReport.
Toutefois, une analyse manuelle utilisant blast aboutira a ce méme manque de
résultat. De plus, des mutations au point de jonction peuvent induire un biais d’analyse
des jonctions vers celles contenant des insertions, mais cet effet est aussi retrouvé
dans d’autres méthodes d’analyse.

Finalement, CSReport donne le nombre de séquences lues pour chaque
jonction identifiée et le nombre de jonctions uniques. Les jonctions uniques sont
définies comme affichant des points de cassure identiques ou tres proches d’'un a deux
nucléotides, et sont regroupées en « clusters », afin de permettre leur quantification.

Une augmentation de la tolérance dans la localisation des points de cassure
altére la diversité des échantillons évaluée par l'inverse de diversité de Simpson. Cet
indice nous donne une estimation de la diversité des jonctions dans un échantillon
donné. Plus il est augmenté, plus il y a de jonctions de structures différentes dans la
librairie de séquencage analysée, et inversement. Nous avons défini un seuil de
tolérance maximum de cette localisation des cassures de 10 pb. CSReport est
eégalement capable de résumer les motifs dans lesquels les cassures sont retrouves
de facon fréquente. Par exemple, les motifs « AGCT » et « GGG » sont souvent
séquenceées au site de jonction dans les recombinaisons Sp/Sa de la lignée CH12F3
(Boyer et al., 2017).

CSReport apporte une solution sans précédent concernant I'analyse d’une
quantité importante de jonctions de recombinaison a partir de librairies de séquencage
haut débit. Cet outil libre d’acces est a la portée de chaque utilisateur en possession
d’'un ordinateur classique. Notre programme facilite et accélere I'étude des

recombinaisons du locus IgH et harmonise I'analyse et I'interprétation des résultats.
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Nous avons utilisé CSReport pour I'analyse des jonctions de CSRa et CSRy1 chez la souris

ainsi que des jonctions CSRa chez I'Homme et publié les résultats (Boyer et al., 2017)

54



I @
Free I K
Magnet Offer

< ) 8 & . ®
Magnetic Gell Scparation System . § | BloLegend

oo meJournal of CSReport: A New Computational Tool
' Immunol ogy Designed for Automatic Analysisof Class
Switch Recombination Junctions Sequenced
by High-Throughput Sequencing

Thisinformation is current as

of April 10, 2018. Francois Boyer, Hend Boutouil, Iman Dalloul, Zeinab
Dalloul, Jeanne Cook-Moreau, Jean-Claude Aldigier, Claire
Carrion, Bastien Herve, Erwan Scaon, Michel Cogné and
Sophie Péron

J Immunol 2017; 198:4148-4155; Prepublished online 17
April 2017,

doi: 10.4049/jimmunol.1601924

http://www.jimmunol .org/content/198/10/4148

Supplementary  http://www.jimmunol.or g/content/suppl/2017/04/16/jimmunol .160192
Material 4.DCSupplemental

References  Thisarticle cites 16 articles, 6 of which you can access for free at:
http://www.jimmunol .org/content/198/10/4148.ful l#ref-list-1

Why The JI? Submit online.
* Rapid Reviews! 30 days* from submission to initial decision
* No Triage! Every submission reviewed by practicing scientists

» Fast Publication! 4 weeks from acceptance to publication

*average

Subscription  Information about subscribing to The Journal of Immunology is online at:
http://jimmunol.org/subscription

Permissions  Submit copyright permission requests at:
http://www.aai .org/About/Publications/Jl/copyright.html

Email Alerts Receive free email-alerts when new articles cite this article. Sign up at:
http://jimmunol.org/alerts

The Journal of Immunology is published twice each month by
The American Association of Immunologists, Inc.,

1451 Rockville Pike, Suite 650, Rockville, MD 20852
Copyright © 2017 by The American Association of
Immunologists, Inc. All rights reserved.

Print ISSN: 0022-1767 Online | SSN: 1550-6606.

8T0Z ‘0T |Mdy uo 1senb Aq /610" jounwuwui - mmmy/:dny wouy pepeojumod


http://www.jimmunol.org/cgi/adclick/?ad=51948&adclick=true&url=https%3A%2F%2Fwww.biolegend.com%2Fmojosort%3Futm_source%3DJofImmunology%26utm_medium%3Dbanner1872x240%26utm_campaign%3Dmojosort
http://www.jimmunol.org/content/198/10/4148
http://www.jimmunol.org/content/suppl/2017/04/16/jimmunol.1601924.DCSupplemental
http://www.jimmunol.org/content/suppl/2017/04/16/jimmunol.1601924.DCSupplemental
http://www.jimmunol.org/content/198/10/4148.full#ref-list-1
https://ji.msubmit.net
http://jimmunol.org/subscription
http://www.aai.org/About/Publications/JI/copyright.html
http://jimmunol.org/alerts
http://www.jimmunol.org/
http://www.jimmunol.org/
http://www.jimmunol.org/

The Journal of Immunology

CSReport: A New Computational Tool Designed for
Automatic Analysis of Class Switch Recombination Junctions
Sequenced by High-Throughput Sequencing

Francois Boyer,""*’1 Hend Boutouil,*’T’1 Iman Dalloul,*’* Zeinab Dalloul,*’*
Jeanne Cook-Moreau,*’ Jean-Claude Aldigier,*ff Claire Carrion,*" Bastien Herve,
Erwan Scaon,’ Michel Cogné,* "% and Sophie Péron*

%

B cells ensure humoral immune responses due to the production of Ag-specific memory B cells and Ab-secreting plasma cells. In
secondary lymphoid organs, Ag-driven B cell activation induces terminal maturation and Ig isotype class switch (class switch re-
combination [CSR]). CSR creates a virtually unique IgH locus in every B cell clone by intrachromosomal recombination between
two switch (S) regions upstream of each C region gene. Amount and structural features of CSR junctions reveal valuable
information about the CSR mechanism, and analysis of CSR junctions is useful in basic and clinical research studies of B cell
functions. To provide an automated tool able to analyze large data sets of CSR junction sequences produced by high-throughput
sequencing (HTS), we designed CSReport, a software program dedicated to support analysis of CSR recombination junctions
sequenced with a HTS-based protocol (Ion Torrent technology). CSReport was assessed using simulated data sets of CSR junctions
and then used for analysis of Sp-Sa and Sp-Sy1 junctions from CH12F3 cells and primary murine B cells, respectively. CSReport
identifies junction segment breakpoints on reference sequences and junction structure (blunt-ended junctions or junctions with
insertions or microhomology). Besides the ability to analyze unprecedentedly large libraries of junction sequences, CSReport will
provide a unified framework for CSR junction studies. Our results show that CSReport is an accurate tool for analysis of
sequences from our HTS-based protocol for CSR junctions, thereby facilitating and accelerating their study. The Journal of

Immunology, 2017, 198: 4148-4155.

cells ensure humoral immune responses due to their ca-
pacity to recognize a wide variety of Ags via their BCR
for Ag. BCR is the association of an Ig, composed of two
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identical IgH chains covalently bound to two identical IgL chains,
which are associated with an Iga/Igf3 heterodimer at the B cell
membrane. In mature B cells, in secondary lymphoid organs, Ag
binding by the BCR with T cell-dependent coactivation signaling
induces Ag-driven activation of B cells, which then undergo ter-
minal maturation, ensuring production of Ag-specific memory
B cells and Ab-secreting plasma cells. Two molecular events ab-
solutely necessary for efficient humoral responses against Ag
occur, as follows: Ig isotype class switch (class switch recombi-
nation [CSR]) and somatic hypermutation (SHM) (1, 2). CSR is an
intrachromosomal recombination that occurs in the IgH locus
between two switch (S) regions located upstream of each C seg-
ment encoding the C region of the Ig. SHM consists in the in-
troduction of mutations in the V regions of IgH (VyxDyly) and
IgL (V1) loci, which recognize the Ag. CSR enables synthesis of
different Ig isotypes, each characterized by distinct effector
functions, without affecting the antigenic specificity of Ig. SHM
permits the selection of B cell clones with high affinity for Ag.
CSR is divided into three steps, as follows: 1) germline tran-
scription of targeted S regions; 2) DNA lesions induced by the
enzyme activation-induced cytidine deaminase (1, 3) leading to
double-strand breaks (DSB) in DNA; and finally 3) DNA repair
mainly by the nonhomologous end joining (NHEJ) pathway.
Analysis of CSR junctions has been used in basic and clinical
research (for review, see Ref. 4) because it provides insight into the
amount of class-switched B cells in samples and documents the
predominant CSR molecular pathway. In response to Ag, B cells
expand and CSR creates a virtually unique /gH locus in every B cell
clone, and CSR junctions can be amplified by PCR in a given
sample. This is especially needed to evaluate the potential alter-
ations of CSR in various immune defects. Structure of the repair
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junction between donor and acceptor segments indeed reflects the
DNA DSB repair pathway used during CSR: it has been shown that
a recombination junction between two S regions may be repaired by
alternative end joining DNA (5, 6) in the case of defective NHEIJ.
CSR recombination junction analysis protocols (6, 7) until now relied
on cloning and subsequent sequencing by Sanger’s method of indi-
vidual products obtained by a single PCR or a nested PCR designed
to amplify DNA fragments from switch junctions. Alignment of se-
quences with germline reference sequences assigns breakpoints
on the IgH locus for each donor and acceptor segments involved,
characterizes individual junction structure, and identifies mutations
around the CSR recombination sites.

To overcome the laborious currently used manual processes and
increase in-depth switch junction analysis, we applied a protocol
using high-throughput sequencing (HTS). As a proof of concept, this
was done with data generated in our laboratory using the Ion Torrent
technology (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) based on
simple library preparation utilizing DNA segments from amplifica-
tion of switch junctions by nested PCR. For processing of large data
sets from HTS, available Blastn and BWA algorithms for sequences
analysis are inappropriate, because they are unable to automatically
summarize results and structural patterns of junctions. The massive
amount of HTS data thus requires a specifically designed tool to
process sequencing data into insightful information. A big challenge
was to develop a new computational tool that automatically analyzes
HTS data, which identifies CSR junctions between two regions of the
IgH locus and summarizes breakpoints and structure (blunt junc-
tions, junctions with microhomology, or insertions inserted into the
junction). During this study, we developed CSReport, a program
processing HTS data for automatic analysis of CSR recombination
junctions. CSReport is a Python code using Blast™ and Biopython
module. It runs in ~10 min on a laptop computer for a typical
1 million read library. Our results validate CSReport as a successful
and accurate computational tool for supporting analysis of ex-
tremely large numbers of sequences (as from our HTS-based
protocol for CSR junctions), gaining in-depth assessment, and
facilitating manipulation and extraction of valuable information.

Materials and Methods
CHI2F3 cell culture and CSR induction in vitro

CHI12F3 cells were maintained in RPMI 1640 supplemented with Ultra
Glutamine, 10% FCS (Lonza), sodium pyruvate (Lonza), penicillin/
streptomycin (Lonza), nonessential amino acids (Lonza), and 2-ME.
Cells were stimulated to undergo CSR toward IgA with murine IL-4 (5 ng/ml;
PeproTech), human TGF-B1 (1 ng/ml; R&D Systems), and murine anti-
CD40 Ab (200 ng/ml; eBioscience) (8). After 72-h activation, cells were
labeled with anti-mouse IgA (IgA-FITC; BD Biosciences-Pharmingen) and
anti-mouse IgM-PE-cyanine7 (eBioscience) Abs. IgA-bearing cells, repre-
senting the population that had undergone CSR, were sorted by a BD FACS
Aria IIT cell sorter for DNA extraction.

Mice and CSR induction in vitro

C57BL/6]J wild-type mice (6-8 wk old) were maintained in a specific
opportunistic pathogen-free facility and immunized i.p. with 100 g nu-
clear protein—keyhole limpet hemocyanin (Biosearch Technologies) or
50 g nuclear protein~AECM-Ficoll (Biosearch Technologies) supplemented
with CFA (Sigma-Aldrich). A boost was performed 3 wk later. After 7 d, animals
were sacrificed and splenocytes were recovered. Splenocytes were stimulated
in vitro to undergo CSR toward Igyl with LPS B4 (1 pg/ml; InvivoGen) and
murine IL-4 (20 ng/ml; PeproTech) for 72 h. Experimental procedures were
performed in accordance with the ethics committee review board of Limoges
University (Limoges, France) and Hospital (Comité Régional d’Ethique sur
I’Expérimentation Animale du Limousin, Centre Hospitalier Universitaire
Dupuytren, Limoges, France).

Amplification of Su/Sa junctions from CHI2F3 cells

Genomic DNA from sorted CH12F3 cells was extracted by the phenol/
chloroform/isoamyl alcohol method. Sp/Sa junctions were amplified by
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nested PCR using Phusion HF polymerase from BioLabs. The first PCR used
the following primers: Smum! (5'-CAG TTG AGG CCA GCA GGT-3") and
mCaCHI reverse 2 (5'-TTC TTG GAC GGC GTT AGA GT-3'), and the
following protocol: 94°C for 5 min; 35 cycles of 94°C for 1 min, 60°C for
1 min, and 72°C for 1:30 min; and 72°C for 7 min. The second PCR was
performed with Smum?2 (5'-CAG GTC GGC TGG ACT AAC TC-3') and
mCaCHI reverse 1 (5'-ATG TTG CAC GGA ACATTT CA-3’) under these
conditions: 94°C for 5 min; 35 cycles of 94°C for 1 min, 62°C for 1 min, and
72°C for 1 min; and 72°C for 7 min. PCRs were done in triplicate.

Amplification of Su/Syl junctions from mouse splenocytes

CSR junctions were amplified from murine splenocyte genomic DNA by
nested PCR. First PCR primer pairs were as follows: Sunestl forward
(5'-AGA GAC CTG CAG TTG AGG CC-3') and sglID reverse (5'-AGG
ATG TCC ACC CTC ACC CAG GC-3'), and touchdown conditions as
follows: 98°C for 30 s; 2 cycles of 98°C for 10 s, 69°C for 30 s, and 72°C
for 90 s; 2 cycles of 98°C for 10 s, 67°C for 30 s, and 72°C for 90 s; 2
cycles of 98°C for 10 s, 65°C for 30 s, and 72°C for 90 s; and 25 cycles of
98°C for 10 s, 60°C for 30 s, 72°C for 90 s, and a final step at 72°C for
7 min. Primers for the second PCR were as follows: SpNest forward 2
(5'-CCA GCC ACA GTA ATG ACC CAG-3') and DownSgl reverse
(5'-TTG TTATCC CCC ATC CTG TCA CCT-3’), according to the following
protocol: 98°C for 30 s, and 35 cycles of 98°C for 10 s, 65°C for 30 s, 72°C for
90 s, and 72°C for 7 min. PCRs were done in triplicate for each sample.

Amplification of Su/Sa junctions from human PBMCs

CSR junctions were amplified as previously (9). Amplified CSR junctions
from DNA of PBMCs from four healthy individuals were equally mixed to
prepare sequencing library. Study was approved by the ethics committee
(N°: CPP12-012/2012-A00630-43, Comité de Protection des Personnes du
Sud-Ouest et Outre-Mer 1V).

Library preparation for ion proton sequencing

Libraries of 200-bp read length were prepared from 100 ng equally mixed
triplicate PCR products as a starting material. A first enzymatic frag-
mentation was performed with Ion Xpress Plus Fragment Library kit (Life
Technologies). Fragmented products were then linked to barcodes to
identify each library. Ligated DNA fragments were migrated on E-Gel
SizeSelect 2% agarose gels, and fragments of desired length were col-
lected and amplified with cycler parameters, as follows: 95°C for 5 min,
and 5 cycles of 95°C for 15 s, 58°C for 15 s, and 70°C for 1 min. Library
concentrations were determined by Qubit DsDNA high sensitivity (Invi-
trogen), and an equimolar mixture was prepared. Libraries were run on an
Ion PI v3 chip on the Ion Proton sequencer (Life Technologies).
Sequences are available on European Molecular Biology Laboratory—
European Bioinformatics Institute European Nucleotide Archive (http:/
www.ebi.ac.uk/ena; study accession number: ERP019632).

Pipeline HTS data analysis

Raw sequencing data consisted of fastq files containing adapter-trimmed
reads and were obtained from the sequencer’s processing pipeline. The
algorithm of CSReport aims at interpreting each read as an assembly of a
segment from the donor S region Sy and segment from an acceptor S
region. First, these reads were used as query sequences in a Blast search
(Blastn) (10) with ad hoc options (-dust no-, parameter adapted for re-
peated regions, and -culling_limit-1- restricting the junction mapping to
segments with highest score). Reference sequences were slices from the
murine C57BL/6 chromosome 12 sequence (gi|372099098 GRCm38.p3)
and from the IgH locus sequence from Homo sapiens chromosome 14
reference (NC_000014.9). Only reads that map both regions, that is, a first
hit in donor S region S and a second hit in the target S region (user
defined), with a minimum of 30 bp for each mapping, were kept for further
analysis. A first junction structure evaluation was performed based on
segmentation given by Blastn algorithm. The junction structure evaluation
consists in determining the number of bases in the overlap between the 3’
end of the first segment and the 5" end of the second segment. If this count
is strictly positive, the junction is identified as microhomology. If no
overlap is found, the junction is identified as either blunt or insertion if
some bases are not mapped between the segments’ ends. When a long
(>10-bp) segment in the middle of a read was not mapped, a second Blast
search was performed for the inserted segment (Blastn-short). This rescued
some reads that may have originated from multiple breaks in S regions
(complex junctions), as already reported (11, 12). When a microhomology
(>2 bp) was found, realignment was performed to ensure that reported
microhomologies did not contain any mismatches (as the first Blastn
algorithm may have introduced mismatches to extend alignment): this
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alignment against each germline segment was performed using pairwise 2
from Biopython module (Python implementation of Needleman—Wunsch
algorithm). Results of segmentation and junction structure for each filtered
read were then reported in a tabular text file. In a subsequent step, these
results were processed by statistical summarization procedures that may be
selected by user at time of execution as they depend on the validated defi-
nition of an individual unique junction: by default, a junction is uniquely
defined by one structure/size and two breakpoint positions, and all reads
sharing these features are clustered into a single junction’s identification.
Clustering based on breakpoint proximity can also be used to cluster junc-
tions with very close breakpoints. These steps resulted in a consolidated set
of identified junctions described by structure and breakpoint positions. This
set was then used to report the structural profile and breakpoint distributions.
CSReport workflow is described on the diagram in Supplemental Fig. 1.
CSReport as well as other postprocessing scripts are available upon request
as a Python code. To use CSReport on other species, one just has to provide
an IgH reference sequence and an annotation file for S region definition.

Results
Assessment of CSReport using a simulated data set of switch
junctions

Use of simulated data sets is a common method to test sensitivity and
resolution of computational tools (13) as they compare resulting outputs
with expected outcomes. First, CSReport was used to analyze a
computer-generated sequence file (Fasta) of 5000 randomly chosen
concatenations of germline segments of Sy and Sa (each 50-100 bp in
length). By generation principle, all sequences are thus blunt junctions

A B

CSR JUNCTION ANALYSIS USING CSReport

and each of their breakpoints is known. Fig. 1A shows structural pro-
files of such junctions in terms of either junctions with insertions (more
simply insertions), blunt junctions, or junctions with microhomologies
(more simply microhomologies). As expected, blunt junctions are the
most frequent reported structure (~50% of sequences). Micro-
homologies are also found at significant frequencies. As already
emphasized by previous studies (4), junction analysis is inherently
biased to microhomologies as such structures can arise by chance,
and this statistical effect (which can be analytically characterized
for random sequences) is further increased when recombined re-
gions share extensive homology. If breakpoints are located in short
homologous regions, each alignment will extend further than the
actual breaks and a microhomology will be found independently of
a microhomology-mediated repair mechanism. Finally, it has to be
stressed that about only two thirds of junctions (3278 of 5000) were
reported by CSReport: a manual curation of some unidentified
junctions showed that the homology between Sy and Sa was again
responsible for this loss of sensitivity as the initial Blastn search
failed to properly address each segment to its correct S region.
Accuracy of junction analysis can also be evaluated using a
simulated data set of Sp-Sa sequences. As shown in Fig. 1B and
1C, segment assignment using CSReport was highly accurate as
90 and 97% of break positions were correctly identified within
10 bp in S and Sa, respectively. Insets showed a slight dispersion
of break positions toward longer alignments for the same reasons
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FIGURE 1.

CSReport accurately identifies switch junctions in simulated Sp-Sa sequences. Structural profiles and reported breakpoint positions are

obtained from simulated Sp-Sa blunt junctions, randomly generated from concatenation of Sy and Sa segments: (A—C) without mutations, (D-F) with 1%

random mutations, and (G-I) with 5% random mutations.
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as the observed levels of statistical microhomologies. Therefore,
the accuracy of junction assignment by CSReport has to be
evaluated with some tolerance in break positions (in this study,
10 bp) as this bias is only related to the extent of homology be-
tween both S regions and will be inherent to any alignment-based

method.

As mutations frequently occur close to breakpoints of switch
junctions, CSReport had to be tested in mutated sequences. Simulated
mutated data sets were generated with a uniform substitution rate of
1 and 5% and analyzed with CSReport. Fig. 1 shows sensitivity and
accuracy results for mutated junctions. As expected, the strongest
effect is obtained with 5% mutations. Compared with unmutated
sequences, fewer junctions were identified (2109 versus 3278). The
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structural profile (Fig. 1G) not only displays the previously discussed
bias to microhomologies but also shows insertions at low frequencies.
Breakpoint assignment accuracy was also slightly reduced but
remained at high levels so that segments were correctly identified for
most junctions (Fig. 1H, 1I). Nevertheless, 1% mutation does not
seem to modify results compared with no mutations (Fig. 1D-F).

Statistics of Spu-Sa CSR junctions in CHI2F3 cells

CSReport was used to analyze switch junctions from in vitro CSR-
induced CH12F3 cells. Results from three independent samples are
reported in Fig. 2. To document bottlenecks in the pipeline and
influence of filter parameters, counts of reads/junctions are shown
in Fig. 2A. For each sample, filtration of reads that map to a valid
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FIGURE 2. Quantitative assessment of switch junctions in CSR-induced CH12F3 cells. (A) Overview of junction counts for three independent samples of
CHI12F3 cells. Reads: sequences in raw fastq file (Ion Proton output). Junction reads: sequences that can be segmented in a strand-aware consistent switch
junction. Junctions*: uniquely defined by two breakpoint positions and one structure. Junctions: same as before, and >10-bp insertions are excluded. dist <
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CSR junction was highly selective as only 3-5% of input se-
quences were kept at this step. CSR quantification in a sample
relied on determining the number of independent switch recom-
bination events and therefore depended on the definition of a
unique junction. A logical choice was to define a junction by its
structure (insertion, blunt, or microhomology/size) and the posi-
tions of both breakpoints. When counting junctions, 2-5% of
junction reads were found to be independent, indicating that most
junctions were sequenced multiple times. A reasonable choice was
to exclude junctions with large inserts (>10 bp) as they are only
partially assembled and represent a small fraction of identified
junctions. A further step of summarization was done by clustering
identified junctions with very close breakpoints on both S regions.
This was parameterized by the maximal distance in base pairs
between break positions for two junctions to be clustered. From
Fig. 2B, counts of independent junctions after clustering were seen
to significantly depend on the distance parameter, whereas the
structural profile did not depend on this parameter for non-null
values. It thus indicates that distance clustering is efficient in
identifying junctions that differ by only a few base pairs in
breakpoint positions. A manual curation of these examples sug-
gests this arises when an insertion is present right at the junction
site. It is likely that this insertion is an unfortunate sequencing
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error (indels are by far the most frequent errors in the Ion Proton
system), and these reads should not be considered as single
junctions. Increasing the distance clustering parameter further
than 2 bp would only reduce the number of independent junctions
and seems an overcorrection of this effect as the structure profiles
remain unchanged. Detailed investigation of clustering effects is
shown in Fig. 2C and 2D in terms of junction counts and diversity.
For all three samples, counts were indeed reduced after clustering,
but it has to be noted from the Venn diagrams that only nonre-
dundant junctions were significantly removed. Also, sample di-
versity was slightly reduced after clustering. All these results on
three independent samples clearly demonstrated homogeneity (as
shown on rank—frequency graphs) so that the pooled data set
provided a deeper insight into CSR junctions under these conditions,
with greater statistical power.

Summarization of 3763 independent junctions provided de-
scriptions of Sp-Sa CSR sequences at an unprecedented level. The
distribution of breakpoints along S regions thus gave indications
of motif targeting during the generation of DSB. Fig. 3 indicates
colocalization of breakpoints, both in Sp-Sa, with motifs AGCT
or GGG. The density of breakpoints shares local maxima with the
density of one of these two typically abundant switch motifs. The
clear correlation observed in this study indicates that breaks will
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FIGURE 3. CSReport provides valuable DNA break/repair information on large data sets. Structural and positional results obtained from analysis of Sy.-
Sa junctions in CSR-induced CH12F3 cells (pool of three independent samples). (A) Positions of junction breakpoint expressed in terms of distance from S
region ends. Each point in the graph is a unique junction defined by 2 bp positions (in S and in Sa). Positions of palindromic AGCT motifs (green) and
GGG motifs (red) are reported on right (Sp) and top sides (Sa). (B and C) Estimation of local density of AGCT motifs (green), GGG motifs (red), and
breakpoint along Sp. (B) and Sa (C) regions. (D) Structural profile of Sp-Sa junctions. (E and F) Most frequent 8-nt motifs at breakpoint in Sy (E) and Sa
(F). Excised DNA at junctions is shown in lowercase; AGCT motifs are emphasized in bold.
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be preferentially generated at local maxima in motif density, re-
gardless of the average motif density of the subregion. As
CSReport ensures 1-bp resolution, a more precise characterization
of the break mechanism specificity can be obtained by looking at
the most frequent nucleotide motif at breakpoints from both re-
gions. Again, both AGCT and GGG were found to account for a
large proportion of junction motifs, in accordance with the com-
monly accepted activation induced-cytidine deaminase—induced
break mechanism. Finally, statistics about junction structures
(Fig. 3D) can be obtained on a large number of independent
junctions. Despite previously discussed bias toward insertions
(due to mutations) and microhomologies (by chance, due to region
homology), blunt junctions were found to be the most frequent
structures. Microhomologies of 1-3 bp were also found at sig-
nificant levels as the results of shared motifs between S and Sa.
This profile is therefore characteristic of NHEJ-resolved DSB. As
already emphasized in a thorough review of CSR junction studies
(4), detailed structural information is critical to infer DNA repair
pathways. Sp-Sa switch junctions are known to be noticeably
biased to statistical microhomologies, but studies have been
limited to a few manually curated junction sequences. In this
work, our experimental HTS-based protocol and our computa-
tional analysis with CSReport give valuable detailed and accurate
information on a large set of switch junctions for better elucidation
of recombination mechanisms.

A Spu-Sy1 junctions in resting mouse splenocytes

Su-5y1 junctions in stimulated mouse splenocytes

4153

Statistics of CSR Su-Svyl junctions in resting versus stimulated
mouse splenocytes

The comparative analysis of CSR Sp.-S+y1 junctions in resting versus
stimulated mouse splenocytes was performed using CSReport, and
results are shown in Fig. 4. As expected, in vitro LPS plus IL-4
stimulation of splenocytes efficiently induced CSR as a greater
number of independent S-Syl junctions was found (n = 9428)
compared with those before stimulation (n = 674). Interestingly, the
structural profile was also modified as blunt junctions were reported
in a higher proportion of stimulated B cells (27.5%) than in resting
B cells (15.9%). Whereas microhomology frequencies exhibited a
smooth decrease as a function of microhomology size in stimulated
cells, microhomologies of 1-4 bp were found approximately at the
same amounts as blunt junctions in resting cells.

Quantitative and qualitative differences can also be documented
in terms of breakpoint positions and distinctive motifs at junctions.
Fig. 4B shows how possible breakpoint positions were used upon
stimulation: breaks resulting in valid junctions span over 3 kb in
Sv1 in stimulated cells, whereas they appear more localized to the
3" end of this region in resting splenocytes. In contrast, distribution
of break positions in Sy was similar in both conditions (spanning
over the first 1.6 kb). Again, local density maxima of breakpoints in
the S regions colocalized with local density maxima of palindromic
AGCT and GGG motifs, as highlighted by the prevalence of such
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AGCTgagc 27 ctggGCTG 35

ACTGacct 17 tgggCTGG 26

GAGCtgag 43 tgcaGAGA 38 GCTGagct 275 gagcAGCT 109
CTGAgctg 32 gagcAGCT 38 AGCTgagc 194 tagcTGGT 72
AGCTgage 32 gtatGAAG 36 GGTGagct 186 cagcCAGG 68

GGGCaaaa 16 tggcCTGG 18

GCTGagct 23 gagcTGGA 32 CTGAgctg 171

cagcTTAG 65 ACTGggct 15 ctgaGCTG 12

GTGAgctg 20 accaGGCT 18 GGGTgage 153

gcttAGCT 53 AGCTgacc 14 ggaTGGG 12

FIGURE 4. CSReport identifies switch junctions in mouse splenocytes and human PBMCs. (A) Structural profiles, (B) distribution of breakpoints, and
(€) most frequent 8-nt motifs at breakpoint. Left and middle figures are obtained from S-Syl junctions, respectively, in resting and stimulated mouse
splenocytes. Right figures are obtained from S-S« junctions in human PBMCs.
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patterns in the distinctive break sequences (Fig. 4C). Again, Sy
breaks exhibited more similarity in motif usage when stimulated
cells were compared with resting cells.

Discussion

Sequence analysis of switch junctions from B cells reveals valuable
information on the mechanism and effectiveness of CSR, and this is
done almost routinely during studies of B cell functions in a variety
of mouse models and clinical research. We aimed to study CSR
junctions using a protocol based on HTS (Ion Torrent technology
and Ion Proton sequencer). This technique challenges currently
used methods already used due to the extremely large amount of
collected data. To address the lack of automated tools for the
analysis of large data sets of switch junction sequences, we
designed CSReport, a software that ensures assessment of switch
recombination junctions from Fastq or Fasta files. Typically,
CSReport analyzes millions of reads that represent a few thousand
single CSR junctions (Fig. 2A). In commonly used methods for
CSR junction study, bias in junction mapping and junction
structural characterization can arise from the chosen alignment
algorithm as well as from the author interpretation. Blastn remains
the more appropriate mapping software in regard to the BWA
aligner, mostly used for HTS data analysis that we excluded be-
cause results obtained with BWA were very far from manual
analysis. Blastn parameters were set up, but can be modified by
the user, and we used the -no dust- option appropriate to the
analysis of repeated sequences as S regions and the -culling limit-
1- returning the highest quality mapping result. This implies that
the correct reference sequence is used, which is particularly im-
portant for different murine genetic backgrounds. To evaluate
errors in junction analysis induced by CSReport, we subjected it to
analysis of artificially designed blunt-ended Sp.-Sa junctions with
known breakpoints (Fig. 1). Obtained results showed that CSRe-
port interpretation induced a shift of blunt-ended junctions toward
junctions using microhomologies (Fig. 1A) in the same way as a
manual analysis, whatever the used aligner. In addition, mutations
in proximity to the junction site induced false detection of junc-
tions with insertions (Fig. 1D-G). These effects are most likely to
be present in previous methods of junction analysis as well. As
HTS data are more prone to sequencing errors, it appeared that
clustering of unique junctions can lower the rate of abnormal
detection of junctions with insertions (Fig. 2A, 2B). Clustering is
controlled by the breakpoint-distance parameter (maximal dis-
tance of breakpoint of two individual junctions for them to be
clustered). Based on our results, we recommend using CSReport
with a breakpoint distance =2 bp. Increasing further this param-
eter will only result in fewer reported junctions. It is of note that
this 2-bp clustering does not significantly affect diversity of the
samples (Fig. 2C, 2D), as evaluated by Inverse Simpson Index,
which can be only determined with large amounts of data. More
detailed evaluation of sample clonality is provided by rank—
frequency curves that also require substantial depth. After accu-
racy assessment of CSR junction identification by CSReport, we
submitted results from HTS of five libraries made using amplified
CSR junctions from DNA of CSR-stimulated CHI2F3 cells
(Fig. 3) and normal mouse splenocytes before and after 3 d of IL-4
plus LPS in vitro stimulation (Fig. 4). CSReport permits the au-
tomatic determination of breakpoint positions along the reference
sequences, structural features of CSR junctions, and the most
frequent DNA motifs at the junction breakpoints. As expected,
S-Syl junction count was greatly increased after splenocyte
stimulation, and CSReport revealed structural features for all
tested samples with 25-50% of blunt-end junctions, whereas

CSR JUNCTION ANALYSIS USING CSReport

junctions with microhomologies longer than 4 bp were quite rare,
according to results in the literature (4).

Finally, we propose CSReport as an automated computational
tool able to support analysis of large data sets from CSR junction
HTS. Widespread use of CSReport will normalize studies ana-
lyzing switch junctions as it provides a single pipeline providing
breakpoint positions and junction structure (blunt-end junctions or
junctions with insertion or microhomology). CSReport conforms to
the definition of microhomology as perfectly matched nucleotides
shared by donor and acceptor junction segments without any
imperfect homology or mismatch, as previously described (14).
CSReport also includes specific identification of complex se-
quential CSR (Sp-Sx-Sy junctions) by realigning long insertions
(>10 bp) that may not have been mapped during the first align-
ment step. In addition, the use of CSReport will reduce the bias in
the delineation of CSR junction characteristics due to operator
interpretation. CSReport is able to support Fastq and Fasta files
and is meant to process data sets regardless of the sequencing
technology used to produce them. It is of note that read size is not
a limitation criterion, as in Ig or TCR repertoire analyses (15, 16),
which need ~500-bp length sequencing, because CSReport only
keeps for analysis those reads that map on donor and acceptor
regions for >30 bp. Nevertheless, large fragments could certainly
improve capture of junctions containing reads.

Another interesting point is that CSReport permits CSR junction
study regardless of the species, as demonstrated by Sp-Sal junction
analysis done on human PBMCs (Fig. 4). Finally, in addition to the
count and characterization of CSR junctions, CSReport presents
results in the form of clear and easily manipulated tabular files of
valuable information. CSReport facilitates and accelerates the study
of CSR junctions. It also harmonizes analysis and interpretation.
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Figure S1. CSReport identifies swicth junctions from raw sequencing reads and provides graphical results for

direct interpretation.

(A) Workflow diagram of CSReport. Input files are sequencing reads in fasta or fastq

format. The first command (CSReport_run) calls Blastn and assembles junctions from realignment of

segments’ends (individual structure and BP).

The second command (CSReport_summary) identifies single

junctions from the junction reads, accordingly to the user-defined parameter of distance clustering. Other
CSReport functions produces graphical output to represent structural profile, BP distribution, junctional diversity
or involved nucleotidic motifs. (B) Definition of blunt junction (left), junction with micro-homology (middle), or
junction with insertion (right). CSReport conforms to those definitions
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Partie Il . Signhature de réparation des CDB au cours de la LSR et de la
CSR : ces deux recombinaisons du locus IgH impliquent des voies de

réparation différentes !

Depuis la découverte de la recombinaison LSR par notre laboratoire (Péron et
al., 2012), il n’y a pas eu d’autres travaux publiés sur ce processus. En effet, cet
évenement furtif qui induit la mort de la cellule B concernée rend I'étude complexe.
Toutefois, la mise en place de notre protocole d’étude des jonctions CSR et LSR par
séquencage haut débit, puis leur analyse par CSReport rend I'étude moins complexe.

Comme mentionné précédemment, la LSR est une recombinaison
intrachromosomique du locus IgH qui s'opére dans les LB activés et qui est
dépendante de l'activité de AID. La LSR a lieu entre une région Su et la 3'RR, et
empreinte le méme schéma d’étapes que la recombinaison CSR : 1) transcription des
régions cibles, 2) lIésion de 'ADN par AID générant des CDB, 3) réparation de ’ADN.
La derniere étape de réparation de I’ADN au cours de la CSR est bien documentée
dans la littérature. Il a été montré que le C-NHEJ est la voie de réparation impliquée
de facon majoritaire pendant la CSR, et que I'A-EJ peut intervenir de facon moins
importante particulierement lorsque le C-NHEJ est défaillant (Soulas-Sprauel et al.,
2007; Yan et al., 2007; Han and Yu, 2008)

Pour savoir si la réparation des CDB de la LSR est similaire a celle de la CSR,
nous avons analysé la structure des jonctions LSR et CSR. Effectivement, I'analyse
de la signature de réparation d’'une recombinaison est indicative du systeme de
réparation employé, et pour ce faire nous avons analysé ces jonctions par CSReport.

1. Analyse de la structure de réparation au cours de la LSR

Nous nous sommes intéressés a la réparation des CDB pendant la LSR chez
la souris et chez ’'Homme, afin de savoir si les deux ont recours aux mémes voies ou
si les cassures sont réparées differemment. Nous avons donc procedeé a l'analyse de
jonctions LSR en gris et CSRa en noir en fonction de leur structure (Figure 25).

Nous observons un profil de structure qui differe entre les jonctions LSR et
CSRa humaines. Concernant la LSR, le pourcentage de jonctions franches et avec de

courtes microhomologies (0 & 2 pb) est réduit de moitié par rapport ala CSR (de 46,3%
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a 19,3%). Une diminution importante est également notée pour les recombinaisons
LSR avec des microhomologies supérieures ou égales a 7 pb de 8,3% a 3,4%. A
l'inverse, I'usage des insertions supérieures ou égales a 4 pb semble trés augmenté
dans la LSR de 12,3% a 35%. Les résultats chez 'Homme montrent que la signature
de réparation de la LSR differe de celle de la CSR. L'usage de microhomologie de
taille modérée dans les jonctions LSR est inchangée par rapport a la CSR, et ce type
de jonctions avec les jonctions comportant des insertions supérieures ou égales a 4
pb sont les jonctions les plus fréquentes dans la LSR. En revanche, ce sont les
jonctions franches et avec de courtes microhomologies qui ressortent dans la CSR.

Nous avons également réalisé I'analyse par CSReport des jonctions CSRy1 et
LSR issues de LB de souris. Les résultats sont représentés dans la figure 26.

Dans un premier temps, nous retrouvons une répartition des recombinaisons
CSRyl en accord avec la littérature, c’est-a-dire, une utilisation importante des
jonctions franches et avec de courtes microhomologies (0 a 2 pb) qui atteint 59,84%,
et qui indique une réparation majoritaire par la voie du C-NHEJ. Concernant la LSR, il
y a un pourcentage moins important (39,29%) des jonctions franches et avec de
courtes microhomologies de 0 a 2 pb. En revanche, il y a une augmentation de l'usage
de longues microhomologies supérieures ou égales a 7 pb, de 1,57% a 4,59% dans le
cas des jonctions LSR, ainsi que les insertions supérieures ou égales a 4 pb, de 8,18%
a 21,94%. Ces résultats montrent des profils de structure différents entre les jonctions
LSR et CSRy1 murines. Cette variation de structure chez la souris est trés similaire a
celle observée précédemment chez 'Homme, et nous renseigne sur le fait que
’'Homme et la souris semblent faire appel aux mémes voies de réparation des CDB au
cours des événements de LSR.

Il est bien documenté que La CSR fait intervenir la voie du C-NHEJ de fagon
majoritaire, I'A-EJ participe également a un degré moindre, et surtout en cas de
défaillance du C-NHEJ (Soulas-Sprauel et al., 2007; Yan et al., 2007; Han and Yu,
2008). L’A-EJ géneére des jonctions contenant des microhomologies de séquence ce
qui est évocatif des résultats de séquencage haut débit des jonctions LSR.

Pour déterminer si la différence de signature de réparation de la LSR par rapport
a celle de la CSR est da a un recrutement différent des voies de réparation de ’ADN,

nous avons cherché a analyser le recrutement de XRCC4 (C-NHEJ), PARP1 et Pol 6
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au niveau des réegions Sy, Syl, Sy3, HS1/2 et HS4. Les histogrammes représentent la moyenne des
expériences +/- SEM. Les taux d'enrichissement sont comparés a celui du contrble négatif Sy3, et
comparés entre les différentes régions analysées. XRCC4 et PARP1 sont recrutés au niveau de Sp.
PARP-1 est également recruté au niveau de HS1/2 et HS4. Nous ne détectons aucun enrichissement de
RAD51 ou Pol6 sur le locus IgH. Test statistique unpaired T test, ns : non significatif, * : P<0.05, **:
P<0.01.



(A-EJ), RAD51 (HR) sur les segments du locus IgH ciblés par la CSR et la LSR. Etant
donné que les résultats de structure sont similaires entre I'Homme et la souris, les

expériences de ChIP ont été réalisées uniqguement chez la souris.

2. Recrutement des molécules de réparation aux sites de CSR et LSR

Nous nous sommes intéressés au recrutement des protéines impliquées dans
les différentes voies de réparation des CDB. Des expériences de ChIP des protéines
citées préecédemment ont été realisées a partir de la chromatine de LB murins issus
de 3 souris WT poolés et stimulés in vitro pendant 48 heures par du LPS et de I'lL-4
orientant la CSR vers l'isotype Igyl. L'efficacité de la stimulation des LB a 48 heures
de culture a été verifiée par le marquage des cellules B IgG1* (Figure 27).

Nous observons une augmentation du pourcentage de cellules B exprimant

I'lgG1 d’environ 3% au repos a 6% aprés stimulation.

L’analyse par ChIP a été réalisée au niveau de régions ciblées par la CSRy1
qui sont Sp et Syl, et les régions concernées par la LSR, HS1/2 et HS4 (Figure 28).
La région Sy3 qui n’est pas concernée par les recombinaisons CSR et LSR est utilisée
comme contrble négatif.

Les valeurs d’enrichissement sont rapportées aux valeurs d’'input obtenues
sans anticorps (Mock), et comparées au contréle Sy3, qui n’est pas ciblé par des CDB
dans les conditions utilisées.

De facon attendue, aucune protéine ne semble enrichie au niveau du segment
Sy3. En revanche, nous observons un taux d’enrichissement augmenté des protéines
XRCC4 et PARP-1 au niveau de la région Su par rapport a la région Sy3. De facon
étonnante nous n’avons pas noté d’enrichissement de XRCC4 au niveau de Syl.
PARP-1 est retrouvée aussi associée a HS1/2 et HS4. Le recrutement de Polf au
niveau de HS4 par rapport a Sy3 n'est pas statistiguement significatif, mais nous
observons que son association aux segments HS1/2 et HS4 est augmentée comparé
a Syl.

Finalement, les résultats indiquent que dans les LB activés 48 heures (LPS+
IL-4), les protéines XRCC4 et PARP-1 sont recrutées au niveau de la région Su qui
est le segment donneur des recombinaisons LSR et CSR, et que PARP-1, et peut-étre
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SY, Syl, Sy3, HS1/2 et HSA4. Les histogrammes représentent la moyenne des expériences +/- SEM. Les
taux d’enrichissement sont comparés a celui du controle négatif Sy3. Les marques épigénétiques sont
enrichies au niveau de Sp et Syl, et le ratio H3K26me3/me2 est augmenté au niveau des régions HS1/2

et HS4. Test statistique unpaired T test, ns : non significatif.



Pol6, sont recrutées au niveau de la 3'RR acceptrice de la LSR. Ces résultats sont en
accord avec lalittérature selon laquelle XRCC4 est impliquée dans le C-NHEJ au cours
de la CSR (Soulas-Sprauel et al., 2007). L'absence de XRCC4 et la présence de
PARP-1, et peut-étre de Polf, au niveau de la 3'RR suggére que la réparation des
CDB dans cette région peut étre prise en charge par I'A-EJ plutét que par le C-NHEJ.
Ceci expligue les résultats de séquencage haut débit que nous avons obtenu au sujet

de la structure de réparation des jonctions LSR.

Afin de mieux comprendre nos résultats, nous nous sommes interrogés sur
I'étude du contexte chromatinien qui est connu pour influencer la réparation des CDB,

au niveau des segments concernés par les recombinaisons CSR et LSR.

3. Analyse du contexte chromatinien des segments mis en jeu lors des
recombinaisons CSR et LSR

Les modifications des histones participent a I'orientation du recrutement des
acteurs de la réparation de 'ADN. En effet, les marques épigénétiques influencent le
recrutement d’'un systeme de réparation de 'ADN en particulier plutét qu’'un autre
(Clouaire and Legube, 2015). Pour déterminer si la difféerence de signature de
réparation observée entre la LSR et la CSR peut étre associée a des différences de
chromatine au niveau des régions concernées par ces recombinaisons, nous avons
choisi d’analyser par ChlIP des marques d’histones qui ont été impliquées dans
I'orientation de la réparation des CDB.

Nous avons analysé le taux d’enrichissement de marques épigénétiques
particulieres qui sont I'H4K20mel et 'H4K16ac, 'H3K36me3, 'H3K36me2, ainsi que
le ratio H3K36me3/H3K36me2, dans des régions concernées par la LSR Sy, HS1/2 et
HS4, et celles ciblées par la CSR Sp et Syl (Figure 29).

La région Sy3 n’étant pas concernée par la recombinaison est utilisée comme
contrble négatif. Les résultats présentés ci-dessous sont préliminaires et doivent étre
renforcés par des expériences indépendantes supplémentaires. Cependant, nous
pensons gue certaines tendances qui se dégagent de ses résultats sont d’'intérét dans
le questionnement de l'orientation vers des voies de réparation des CDB différentes
au cours de la CSR et de la LSR.
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Les résultats de ChIP montrent un enrichissement important de I'H4K20mel
(Figure 29.A) et de 'H4K16ac (Figure 29.B) au niveau des régions Sy et Syl dans
les LB activés. Comme cité précédemment, H4K20mel est une marque qui participe
au recrutement de 53BP1 au niveau des CDB, et peut ainsi favoriser le C-NHEJ dans
la réparation de la jonction Su/Sy1, ce qui est en accord avec la littérature (Han and
Yu, 2008; Soulas-Sprauel et al., 2007; Yan et al., 2007). L’'H4K16ac est associée aux
segments d’ADN transcriptionnellement actifs et est décrite comme inhibitrice de la
voie du C-NHEJ. Les associations de 'H4K20mel et de I'H4K16ac au niveau des
régions HS1/2 et HS4 de la 3'RR sont bien inférieures a celles observées au niveau
des régions Sp et Syl. L'immunoprécipitation des marques tri-méthylées et di-
meéthylées de I'H3K36 sont elles aussi particulierement détectées au niveau de Su et
Syl par rapport a HS1/2 et HS4 (Figure 29.C et D). De facon intéressante, le ratio
H3K36me3/H3K36me2 est plus augmenté dans les régions acceptrices de la LSR
(Figure 29.E), ce qui indiqgue une dominance de la forme H3K36me3 qui est connue
pour favoriser le recrutement de la voie HR, par rapport a la forme H3K36me2, qui
favorise le C-NHEJ.

Les résultats préliminaires de ChIP des marques d’histone étudiées suggérent
que le contexte chromatinien differe entre les régions du locus IgH impliquées dans la
CSR etla LSR.

Partie lll : LaLSR dans le lymphome de Hodgkin

Nous avons focalisé nos efforts sur le HL, afin de savoir si la LSR est associée
a la perte d’expression du BCR a la surface des cellules de Reed Sternberg. Il a été
montré que ces cellules tumorales ont perdu I'expression des Ig suite a des mutations
non-sens dans les genes qui codent pour la partie variable de I'lgH (Marafioti et al.,
1997). Cependant, nous avons souhaité savoir si la LSR peut aussi y participer. Nous
avons donc choisi des échantillons d’'amygdales saines (absence de lymphome) et de
CLL (lymphome non hodgkinien) comme contrdles. Ce travail a été réalisé en

collaboration avec le Pr. Jean Feuillard et son équipe.
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1.1.  Quantification des jonctions LSR par séquencage haut débit

Nous avons obtenu a l'aide du Centre de Ressources Biologiques du CHU de
Limoges (CRBioLim) des coupes de tissus congelés de témoins sains (amygdales,
N= 16), et de ganglions de patients atteints de HL (N=19), ainsi que de 'ADNg de
PBMC de patients atteints de CLL (N=19). Nous avons extrait 'TADNg des tissus et
pour chaque échantillon, nous avons amplifié les jonctions LSR, pour ensuite procéder
a la préparation des librairies de séquencage haut débit. Les librairies ont été
séquencées sur plusieurs puces afin de ne pas les surcharger, et les séquences ont
été analysées par CSReport. Le tableau 1 résume pour chaque librairie, le nombre de
séquences totales lues par le séquenceur, le nombre de séquences identifiant une
jonction LSR, le nombre de jonctions LSR, et l'indice inverse de diversité de Simpson
guand son calcul est possible. Comme cité précédemment, cet indice est positivement

corrélé a la diversité des jonctions.
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N N N
N séquences | N jonctions | Indice N séquences | N jonctions | Indice N Séquences N Indice
Amygdales | séquences identifiant LSR inverse CLL Séquences | identifiant LSR inverse HL séguences identifiant Jonctions | inverse
saines au total une de au total une de au total une jonction LSR de
jonction Simpson jonction Simpson LSR Simpson
LSR LSR

Amg 89 | 1291383 356 14 1,16 | CLL 39 | 1310306 204 46 ND | HL 2338720 0 0 ND
17

Amg 90 851 551 972 61 3,21 | CLL 40 | 9910975 1 1 ND | HL 1868 135 0 0 ND
18

Amg 91 856 566 15 565 104 1,29 | CLL 49 | 8842705 744 117 5,35 | HL 1878718 55 1 ND
19

Amg 92 | 1066 800 93 23 3,99 | CLL50 | 1103324 29 11 3,32 | HL 2535788 35 1 ND
20

Amg 93 | 1422363 34 469 143 1,06 | CLL51 | 1619561 15 7 ND | HL 2 321 055 82 2 ND
21

Amg 94 914 714 105 21 2,59 | CLL52 | 1064 705 89 9 ND | HL 1313772 536 11 1,64
55

Amg 55 | 1437581 146 11 1,17 | CLL53 | 1190872 47 10 ND | HL 1530 167 0 0 ND
56

Amg 56 | 1555 364 1001 56 299 | CLL54 | 1813061 637 102 ND | HL 1034 302 13 7 3,76
57

Amg 57 | 1529 032 370 26 1,3 CLL 3153014 42 25| 12,08 | HL 1093 980 55 10 5,19
49b 58

Amg 58 | 1851620 295 30 1,57 CLL 1771 320 0 0 ND | HL 929 006 0 0 ND
50b 59
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Amg : Amygdales ; CLL : Chronic Lymphocytic Leukemia ; HL : Hodgkin’s Lymphoma ; HEK : Human Embryonic Kidney ; ND : Non déterminé

Amg 59 | 1068 325 84 17 1,76 CLL 3060515 54 22 7,4 | HL 897 373 55 2 1,04
51b 60
Amg 60 | 1943209 20213 79 1,96 CLL 2744078 36 6 1,43 | HL 1 063 986 0 0 ND
52b 61
Amg 61 | 2129842 443 95 ND CLL 2 015 854 206 74 32,2 | HL 874 090 13 2 1,17
53b 62
Amg 62 | 1645180 38 12 ND CLL 2672939 32 3 1,81 | HL 1252 928 24 1 ND
54b 63
Amg 63 | 2031500 168 25 ND | CLL55 | 2848050 0 0 ND | HL 994 123 3 1 ND
64
Amg 64 | 1887932 76 819 129 ND | CLL 56 | 2504 767 2 2 2 | HL 855 581 429 a7 5,22
65
CLL 57 | 3304 148 9 9 9 | HL 664 726 13 6 2,96
66
CLL 58 | 3446821 6 4 3,6 | HL 806 398 175 8 1,08
67
CLL 59 | 3309678 82 25 4,93 | HL 1311291 5423 118 2,55
68
Moyenne | 1467 685 | 9 446 53 2 Moyenn | 3036 142 118 25 8 [ Moye | 1345481 364 11 3
e nne
HEK 2321673 | 2 0 1,8
293T

Tableau 1 : Résultats de I’analyse par CSReport des jonctions LSR issues de librairies d’amygdales saines, de HL et de CLL. Ce tableau

comparatif resume les résultats obtenus avec le nombre de séquences correspondant a des jonctions de recombinaison LSR, le nombre de

jonctions LSR et I'inverse de I'indice de diversité de Simpson, pour les échantillons d’amygdales saines, les CLL et HL.
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Nous observons en moyenne 1 467 685 et 1 345 481 séquences lues par le
séquenceur concernant les librairies LSR issues d’échantillons d’amygdales saines et
de PBMC de CLL respectivement. Ce nombre double dans le cas des librairies de HL,
avec en moyenne 3 036 142 séquences obtenues. Parmi la totalité de ces séquences,
CSReport a identifié 9 446 séquences correspondant a des recombinaisons LSR dans
les échantillons sains, 118 et 364 dans les librairies de CLL et HL respectivement. Ces
dernieres comprennent des séquences de jonctions amplifiees par PCR, ainsi que
celles qui ont été lues a plusieurs reprises, par la machine lors du séquencage. Afin
d’avoir une estimation du nombre de séquences qui correspondent a des jonctions
LSR non redondantes (jonctions différentes ou uniques), nous avons défini certains
critéres de sélection sur notre programme. En effet, CSReport regroupe les séquences
de recombinaison LSR qui affichent une structure de réparation (blunt, insertion ou
microhomologie/taille en pb) et des points de cassures trés proches (< ou = 2 pb) au
niveau des deux régions donneuse et acceptrice de la recombinaison. Apres
application de ces réglages, nous obtenons en moyenne 53 jonctions LSR différentes
par librairie d’'amygdales, 25 et 11 par échantillon de CLL et HL respectivement. Il est
a noter que l'indice inverse de diversité de Simpson est calculé de fagcon automatique
par le programme, et va de 2 en moyenne pour les amygdales, 3 dans le cas du HL
jusqu’a 8 pour les CLL. Ceci indiguerait que la diversité de jonctions LSR semble moins
importante dans les échantillons d’'amygdales par rapport aux échantillons de HL et de
CLL. Nous avons également préparé une librairie a partir d’ADNg de cellules rénales
humaines embryonnaires (HEK 293T) comme contrdle négatif, et comme attendu
CSReport n'a pas identifié de jonction LSR parmi les 3 669 440 séquences lues par le

séquenceur haut débit.

Nous avons réussi a identifier des jonctions LSR a partir des librairies
d’amygdales, de LLC et de HL. Toutefois, il faut rester vigilant quant a l'interprétation.
Une guantification de ces jonctions n’est pas faisable actuellement, car le nombre de
cellules B par échantillon n’a pas encore été déterminé.

1.2.  Analyse structurale des jonctions LSR dans le HL et la CLL

L’analyse par CSReport des séquences de LSR pour chaque échantillon permet

d’obtenir des informations sur la structure du point de jonction et d’obtenir une
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Figure 30 : Signature de réparation des CDB au cours de la LSR dans des échantillons de
lymphomes B humains. A. Comparaison du pourcentage de jonctions LSR en fonction de leur structure
(jonctions avec insertions, jonctions franches (0 a 2pb), et jonctions avec microhomologies) entre les
échantillons de lymphome de Hodgkin et les amygdales saines (contréles). B. Comparaison du
pourcentage de jonctions LSR en fonction de leur structure (jonctions avec insertions, jonctions franches
(0 a 2pb), et jonctions avec microhomologies) entre les échantillons de leucémie lymphoide chronique et
les amygdales saines (contrbles). La signature de réparation est différente entre les prélevements de
lymphomes B (ici lymphome de Hodgkin et leucémie lymphoide chronique) et les prélevements sains
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information sur le systtme de réparation de I'ADN impligué au cours de la
recombinaison. Nous avons choisi d’analyser cette structure dans des échantillons de
HL en comparaison avec des amygdales et des échantillons de CLL comme contrdles

(absence de lymphome et lymphome non hodgkinien), comme le montre la figure 30.

Les histogrammes représentent le pourcentage de jonctions LSR en fonction
de leur structure, dans le cas du HL (Figure 30.A) et de la CLL (Figure 30.B). Nous
observons une augmentation des jonctions de recombinaisons contenant des
microhomologies de 3 a 6 pb dans les échantillons de HL (43,32% versus 31,09% pour
les controles) et dans le cas des CLL (57,8%). Nous observons également une
réduction dans l'usage des jonctions avec insertions supérieures ou €gales a 4 pb, de
34,99% pour les amygdales contrles a 21,66% et 9,2% dans le HL et la CLL
respectivement. Dans les échantillons de CLL, I'usage de jonctions franches et avec
de courtes microhomologies (0 & 2 pb) est diminué a 2,6%. Les résultats obtenus
indiquent que la réparation de 'ADN au cours de la LSR semble différente dans les
échantillons pathologiques (HL et CLL), par comparaison aux échantillons sains
(amygdales, absence de lymphome). Cette différence peut s’expliquer par des
systemes de réparation des CDB dérégulés dans les cellules tumorales, ou par un
contexte chromatinien altéré. Un ciblage modifié des CDB dans la 3'RR2 des
échantillons pathologiques pourrait aussi induire un biais de structure, lorsque ces
cassures sont générées au niveau de segments affichant une forte homologie avec la
région donneuse Sp. Nous avons donc déterminé par CSReport la localisation des
cassures au niveau de Sy et de la 3'RR2 dans les trois types d’échantillons étudiés
(amygdales, HL et CLL) (Figure 30.A.B et C).

Les points de cassures des jonctions LSR provenant des amygdales saines
(Figure 31.A) sont localisés principalement au niveau de deux régions, dans un
segment d’ADN situé 500 pb en amont de I'extrémité 3’ de la 3'RR2, et a environ 1500
pb. La majorité des points de rupture sont localisés dans les 500 pb en 3’ de la 3'RR2.
Ceci est certainement d( a un biais d’amplification des jonctions de LSR puisque cette
région est a proximité des amorces que nous utilisons. Cependant, la région localisée
a 1500 bp semble étre un point de ciblage préférentiel. Nous détectons moins de
jonctions avec un point de rupture aux environs de 1500 bp qu’aux environs de 500
bp, mais ceci doit étre d0 a I'amplification préférentielle des plus courtes jonctions de
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LSR pendant la PCR. De facon générale, les CDB sont distribuées de fagon similaire

entre les échantillons pathologiques de lymphome B (HL et CLL) et les amygdales

saines.
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Figure 31 : Représentation de la localisation des points de cassure au niveau
des régions donneuse S et acceptrice 3’'RR2 de larecombinaison LSR dans des
librairies d’échantillons humains. A. Jonctions LSR issues d’amygdales saines.B.
Jonctions LSR issues de HL.C. Jonctions LSR issues de CLL.
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DISCUSSION
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Notre laboratoire s'intéresse aux mécanismes moléculaires régissant les
recombinaisons génétiques du locus IgH des LB, et a permis la mise en évidence de
la recombinaison LSR chez la souris (Péron et al., 2012). La LSR entre la région Sp
et la 3'RR délete le locus IgH de tous les genes constants, et empéche de cette fagon
'expression d’'une Ig et du BCR a la surface du LB. Cette absence de récepteur prive
la cellule des signaux nécessaires a sa survie. Ainsi, la recombinaison LSR, en
induisant la mort du LB qui la subit pourrait occuper une fonction importante dans la
physiologie de la cellule B. Cette hypothese est renforcée par la conservation des
séquences LS de la 3'RR ciblées par la LSR, entre les especes pour lesquelles les
séquences completes des loci IgH sont disponibles (Homme, souris, chien et lapin)
(Péron et al., 2012). La LSR semble étre la contrepartie délétere de la CSR. En effet,
la CSR permet au LB d’exprimer I'lg la plus adaptée pour la réponse immune contre
un Ag, tandis que la LSR induit la mort de la cellule B concernée.

Les mécanismes moléculaires des recombinaisons LSR et CSR semblent
similaires. Les deux types de recombinaison passent par trois étapes principales : une
étape essentielle de transcription des segments d’ADN donneur et accepteur de la
recombinaison, la génération de Iésions au niveau de leur ADN par AID aboutissant a
des CDB, et enfin, la réparation des cassures, majoritairement par le C-NHEJ dans la
CSR (Soulas-Sprauel et al., 2007; Yan et al., 2007; Han and Yu, 2008). La premiére
description de la LSR chez la souris avait mis en évidence le recrutement de I'ARN
Pol Il au niveau de la 3'RR et sa transcription, I'insertion de mutations induites par AID
dans 'ADN de cette région, et la dépendance de la recombinaison LSR a I'enzyme
AID (Péron et al., 2012). La réparation des CDB au cours de la LSR a été déduite de
la structure des jonctions de réparation qui semblent comparables a la structure des
jonctions CSR. Cependant, le manque de preuve directe de l'activité d’'une voie
particuliere de réparation des CDB au cours de la LSR nous a poussé a approfondir la
compréhension de ce point.
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de séquences lues par la machine, le nombre de jonctions, ainsi que la structure de
chaque jonction individuellement, ce qui renseigne sur le systeme de réparation de

’ADN impliqué.

Il. Signature de réparation des CDB différente entre LSR et CSR

L'utilisation de CSReport qui a été mise au point a partir de jonctions CSR a été
étendue a I'analyse de jonctions LSR chez la souris et chez 'Homme. L’'analyse par
CSReport des données de séquencage haut débit des jonctions de recombinaisons
LSR et CSR nous a permis d'aller plus en avant dans I'étude de la réparation de 'ADN
au cours de la LSR. Les résultats que nous avons obtenus montrent clairement que la
structure au point de réparation est différente entre les processus de LSR et de CSR
de maniére similaire chez 'lHomme et chez la souris. La CSR fait intervenir de fagon
majoritaire la voie du C-NHEJ, et les résultats obtenus sur la structure de réparation
est en accord avec ce qui est attendu (Han and Yu, 2008; Soulas-Sprauel et al., 2007;
Yan et al., 2007). Cependant, la signature de réparation de la LSR est plus proche de
celle observée dans la CSR lors du défaut de C-NHEJ (Boboila et al., 2010b). Dans
ce dernier cas, la réparation des CDB au niveau des régions S fait appel a 'A-EJ. Ainsi
la structure des jonctions LSR semble résulter de l'implication d’'un systeme de
réparation autre que le C-NHEJ. Toutefois, certaines particularités de la 3'RR
pourraient aussi étre a l'origine de la présence de microhomologies de séquence au
niveau de la jonction de réparation :

- la structure des extrémités de la CDB peut favoriser la microhomologie au
point de jonction lorsque I'extrémité est cohésive avec un simple brin sortant de taille
importante (Schrader et al., 2007). L’hybridation directe de brins débordants entre les
séquences donneuse et acceptrice de la recombinaison présentant une homologie de
séquence est susceptible également de générer 'augmentation de la microhomologie
a la jonction de réparation.

- au niveau des extrémités lésées de I'ADN, la structure cohésive a long
segment d’ADNsb sortant peut-étre le produit de la résection d’'un brin d’ADN a
'extrémité de la CDB dans la région 3'RR. Il serait donc intéressant d’évaluer si CtIP,

MRE11 ou EXOL1, acteurs principaux de la résection de 'ADN aux CDB, sont recrutés
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a la 3'RR des LB activés. Si la résection est augmentée a la 3'RR, la réparation sera
spécifique de ce type de CDB et différente de celle employée dans la CSR.

- la structure cohésive des extrémités de CDB dans la région 3'RR peut
également étre générée par une réduction de l'activité de AID au niveau de cette
région. En effet, au cours du processus de CSR, les CDB sont issues de la conversion
de CSB sur les deux brins d’ADN générées lors de la prise en charge de
meésappariements U/G induits par AID. Il est facilement imaginable que la diminution
de l'activité de AID sur la 3'RR, a travers la création de CSB plus éloignées que dans
les régions S, favoriserait la formation de CDB avec de long segments d’ADN sortants.
Cette hypothése est probable, et des données de ChlP-seq qui ont montré dans la
3'RR le recrutement de AID mais I'absence de RPA vont dans ce sens (Yamane et al.,
2011). Cependant, les mutations dépendantes de AID au niveau de la 3'RR et leur
taux, bien qu'inférieur a celui observé dans la région Su (0.28% dans les séquences
LS versus 0.42% dans Su), démontrent une activité soutenue de AID dans cette région
(Péron et al 2012).

- une autre explication a 'augmentation de la microhomologie au niveau du site
de réparation de la LSR par rapport a la CSR peut étre une homologie de séquence
entre les régions Sy et la 3'RR. En effet, il est connu que le taux d’homologie entre les
séquences donneuse et acceptrice de la CSR influence la structure de réparation et
'usage de la microhomologie. Effectivement, les régions S sont caractérisées par une
répétition de séquences cceur. Les régions Su (4 Kb) (Nikaido et al., 1981), Se (1 Kb)
(Nikaido et al., 1982) et Sa (4,2 Kb) (Arakawa et al., 1993) sont homologues entre elles
et sont particulierement riches en motifs « GGGGT » et « GAGCT ». Les régions cceur
de Sy3 (2,5 Kb), Syl (8 Kb), Sy2b (5 Kb), et Sy2a (2,5 Kb) contiennent une séquence
de répétition de 49 pb qui présente plusieurs fois le motif « AGCT » trouvé également
dans les séquences Sy, Sg et Sa (Zarrin et al., 2005). Il a été montré que les segment
Sa et Sy possedent une forte homologie de séquence supérieure a celle constatée
entre Su et Sy. Ainsi les jonctions de recombinaison Sp/Sa affichent de plus longues
séquences de microhomologie comparé aux jonctions SW/Sy, (Pan-Hammarstrém et
al., 2007; Stavnezer et al., 2010, 2010). Cependant, les régions LS ont été identifiées
par la recherche de segments similaires aux régions S, et les régions LS contiennent
de longs segments d’ADN (0,5 a 1 Kb) contenant la répétition d’'un motif de 49 pb avec

une homologie de 60% chez la souris et 80% chez 'Homme aux régions Sy (Péron et
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al., 2012). De ce fait, la structure de réparation de la LSR au site de jonction Sp/LS
attendue se rapprocherait de celle des jonctions Spy/Sy1.

Finalement, ni la structure cohésive des extrémités de la CDB ni une forte
homologie entre les séquences donneuse et acceptrice de la recombinaison
n’expliquent 'augmentation des insertions observées au niveau des jonctions LSR. En
revanche, ceci est une des caractéristiques, avec la microhomologie de petite taille, &
la jonction de réparation impliquant la voie A-EJ et particulierement Pol6 (Chan et al.,
2010; Mateos-Gomez et al., 2015).

[I.L1. Recrutement des protéines de réparatation selon le segment de recombinaison
concerné

Les arguments cités précédemment nous ont poussé a explorer la possibilité
gue la LSR fasse appel a un systéme de réparation autre que celui du C-NHEJ. Nous
avons donc analysé le recrutement de protéines impliquées dans les différentes voies
de réparation des CDB dont XRCC4 (C-NHEJ), RAD51 (HR), PARP-1 et Pol 6 (A-EJ)
au niveau des régions ciblées par la LSR et la CSR, afin de déterminer si ce
recrutement différe en fonction des régions du locus IgH. Ceci a été réalisé par ChIP
et bien que les taux d’enrichissement soient faibles en valeur, nous observons des
différences statistiquement significatives. L’association de XRCC4 et PARP-1 au
niveau de la région Sp donneuse de la CSR est en accord avec I'implication du C-
NHEJ et éventuellement de I’A-EJ (Soulas-Sprauel et al., 2007; Yan et al., 2007; Han
and Yu, 2008). L'absence de détection de XRCC4 au niveau de HS1/2 et HS4 et le
recrutement de PARP-1 (et Pol6) est en accord avec une orientation de la réparation
des CDB de I'ADN vers le systeme A-EJ au niveau de la 3'RR. L'absence du
recrutement de la protéine XRCC4 au niveau de Syl est étonnante mais la
conformation en boucle du locus IgH dans les LB, et la synapse des régions S lors de
I'activation des LB (Wuerffel et al., 2007) peut permettre la réparation des CDB par les
molécules présentes au niveau de Spu. L'absence de recrutement préférentiel de
RAD51 sur les segments étudiés du locus IgH est en accord avec son absence
d’'implication dans le CSR et est en défaveur d’un recours a la HR dans la LSR. La
mise en évidence, pour la premiére fois, du recrutement de PARP-1 et potentiellement
de Pol6 sur la 3'RR est en faveur de I'implication de la 'A-EJ au cours de la réparation
des CDB dans la 3'RR pendant la LSR.
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[I.2. Contexte chromatinien difféerent entre les segments accepteurs de
recombinaison CSR et LSR

Il est déja connu que les marques épigénétiques orientent l'intervention d’'un
systeme de réparation particulier (Clouaire and Legube, 2015). Notre choix s’est porté
sur I'analyse de I'enrichissement en H4K20mel, H4K16ac, H3K36me3 et H3K36me2
dans les régions citées préecédemment (Su, Syl, HS1/2, HS4 et Sy3). Nos résultats,
bien que préliminaires, permettent d’avoir une idée sur les marques de chromatine
associées au locus IgH dans les LB activés. Nous avons observé que H4K20mel est
associée aux régions Sy et Syl dans les LB activés. H4K20mel est impliquée dans le
recrutement et la stabilisation de 53BP1 au niveau d’une CDB, et peut ainsi favoriser
le C-NHEJ (Yu and Chen, 2004; Bothmer et al., 2010).

Ces résultats sont donc en accord avec I'implication du C-NHEJ au cours de la
CSR. Nous n’avons pas détecté d’association de la forme monométhylée de I'histone
H4K20 (H4K20mel) au sein de la 3'RR. Ceci est cohérent avec nos résultats de ChiP
gui ne mettent pas en évidence de recrutement de XRCC4 au niveau de la 3'RR dans
les LB activés. La forme acétylée H4K16ac est rerouvée elle aussi associée aux
régions Su et Syl. Cette marque décrite pour son enrichissement au niveau de la
chromatine transcriptionnellement active (Taylor et al., 2013) a été montrée comme
bloquant le recrutement de 53BP1 au niveau des CDB, empéchant ainsi une
réparation par le C-NHEJ et favorisant la résection et I'intervention de I'A-EJ et/ou la
HR (Hsiao and Mizzen, 2013).

Dans la recombinaison CSR, il semblerait donc que les marques épigénétiques
étudiées orientant la réparation des CDB vers les voies du C-NHEJ et de I'AEJ et/ ou
HR coexistent au niveau des segments donneur et accepteur. Il est probable que la
marque H4K20mel permet le recrutement de 53BP1 et du C-NHEJ a Sp et Syl au
cours du CSR. L’enrichissement de 'H4K16ac au niveau des régions Su et Syl dans
des LB activés par LPS et IL-4 n’est pas étonnante. En effet, dans cette condition, les
deux régions sont activement transcrites. En revanche, elle est absente dans la 3'RR
de LB activés. Cette absence est inattendue puisque que selon la littérature, 'lH4K16ac
est retrouvée dans des régions transcriptionnellement actives (Taylor et al., 2013), et
gu’il a été montré que la région 3'RR est transcrite dans les LB activés (Péron et al.,
2012; Saintamand et al., 2015). Selon nos résultats, Sy3 n’est pas une région du locus

IgH enrichie pour les marques H4K20mel et H4K16ac. Ceci est cohérent avec la
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Figure 32 : Influence du contexte chromatinien sur le recrutement de protéines de réparation lors

desrecombinaisons du locus IgH. Des marques d’histones différentes au niveau du segmentaccepteur

de la CSR (ici Sy1) et du segment accepteur de la LSR (3'RR) recrutent des protéines qui sont impliquées
dans des voies distinctes de réparation des CDB de ’ADN comme le C-NHEJ et 'A-EJ pour Sy1 et 'A-EJ

et éventuellement la HR pour la région 3'RR.



condition d’activation des LB (LPS et IL-4) qui n’entraine ni la transcription ni la lIésion
de 'ADN au niveau de cette région.

Finalement, I'étude des marques d’histones H4K20mel et H4K16ac au locus
IgH des LB activés est informative pour les régions concernées par la CSR. Nous
avons détecté I'H3K36me3 et 'H3K36me2 au niveau de toutes les régions du locus
IgH analysées. Cependant, nous avons constaté que le ratio H3K36me3/H3K36me2
est augmenté au niveau des segments HS1/2 et HS4, par rapport aux régions S et
Syl. L’enrichissement de la forme H3K36me3 a été impliqué dans l'orientation de la
réparation des CDB vers la voie HR (Aymard et al., 2014), alors que H3K36me2
semble plutbt associée a la réparation des CDB par le C-NHEJ (Fnu et al., 2011). Le
ratio H3K36me3/H3K36me2 augmenté dans la 3'RR serait en faveur d’une réparation

des CDB par la voie HR a ce niveau.

De fagon générale, nos données de ChIP concernant les molécules de la
réparation de I'’ADN, et les marques épigénétiques étudiées semblent en faveur d'une
absence de recrutement de la voie C-NHEJ au niveau de la 3'RR dans les LB activés.
Ainsi, des CDB générées au niveau de cette région sont susceptibles de ne pas étre
prises en charge par la voie du C-NHEJ mais plutét par I'A-EJ et/ou la HR (Figure 32).

L'implication de l'un de ces deux systemes expliquerait la signature de
réparation que nous avons démontré dans la LSR. En revanche, le fait que nous
n‘ayons pas détecté RAD51 au locus IgH de LB actives, et les microhomologies de
séquence de taille modérée retrouvées au point de jonction suggérent que I'A-EJ serait
la meilleure candidate pour la réparation majeure des CDB au cours de la LSR.

Il serait intéressant d’approfondir I'étude de la LSR, car elle pourrait jouer un
réle primordial dans le maintien de I’homéostasie cellulaire B. Les LB pourraient « se
sacrifier » afin de protéger notre organisme, lors de stimulations non adéquates du
BCR, dans le cas de cellules B auto-immunes ou cellules tumorales. Quels sont les
facteurs qui prennent part dans le choix délicat entre CSR et survie ou LSR et
apoptose ? Comment ce phénomene est-il régulé ? Des investigations méritent d’étre

menées pour mieux cerner cette recombinaison fatale.
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[ll.  Réparation des CDB altérée lors de la LSR dans le lymphome de
Hodgkin

Le travail initié dans les lymphomes B, et en particulier le HL ne permet pas
encore de répondre a la question initialement posée, c'est-a-dire, la possibilité que la
LSR puisse étre a l'origine de la perte de BCR a la surface des cellules de Reed-
Sternerg. En effet, dans ce lymphome, les cellules tumorales ne présentent pas de
BCR a leur surface. Il a été montré que I'absence de ce récepteur peut étre attribuée
a des mutations non-sens dans les génes qui codent pour les Ig (Kanzler et al., 1996;
Schwering et al., 2003). Nous avons donc émis I'hypothése que cette absence de
récepteur pourrait également étre le résultat du mécanisme de LSR. De plus, les
cellules tumorales possedent un cycle cellulaire et des processus pro-apoptotiques
dérégulés (Bai et al., 2005; Pettigrew and Cotter, 2009), ce qui pousserait les cellules
a persister au lieu de succomber a la recombinaison fatale.

Nous avons réussi a détecter des jonctions LSR dans les échantillons sains
(amygdales) et pathologiques (HL et CLL), et nous avons constaté que le nombre
moyen de jonctions LSR est diminué dans les échantillons de lymphomes. La détection
de LSR dans les échantillons de ganglions de lymphome de HL et d’amygdales saines
(contréles) s’explique par la réaction LSR en cours. Effectivement, au sein de ces
organes lymphoides secondaires, des LB matures sont activés, proliférent et réalisent
les événements de maturation terminale (CSR et SHM) et LSR.

Dans le HL, les prélevements ayant été choisis sur la base d’'une richesse
d’infiltration de cellules anormales, qui reste néanmoins faible en pourcentage, les
jonctions LSR pourraient étre attribuées aux cellules de Reed-Sternberg selon notre
hypothése de travail. Dans ce cas, la diminution du nombre de jonctions LSR pourrait
étre la conséquence de [I'enrichissement des cellules tumorales dans les
prélevements. Cependant, ces résultats ne peuvent étre comparés que Si nous
connaissons pour chaque prélevement I'enrichissement en LB normaux et cancéreux.
Ce travail, en cours, consiste & mettre au point I'analyse des réarrangements V(D)J
par séquencage haut débit & partir de produits d’amplification. Ainsi, la clonalité des
LB présents dans I'échantillon pourra étre analysée et utilisée pour comparer la
« clonalité » des jonctions LSR. Toutefois, pour conclure définitivement, I'idéal serait
de travailler sur de I'ADNg obtenu a partir de cellules de Reed-Sternberg

microdisséquées, afin d’avoir un matériel non contaminé.
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Dans notre étude, les prélevements de CLL ont été utilisés comme contrbles
dans lesquels aucune anomalie du nombre de jonctions LSR n’est attendue. Nos
résultats préliminaires montrent une diminution du nombre moyen de jonctions LSR
dans ce type de prélevement, par rapport aux échantillons d’amygdales saines
controles. L’ADNg des cas de CLL est issu des cellules mononucléées du sang, et les
jonctions LSR détectées doivent étre portées par l'allele IgH non productif de LB
normaux et tumoraux circulants exprimant un BCR. Il serait nécessaire de monitorer
la LSR dans les cellules mononucléées de sang de témoins sains, et de quantifier la
clonalité dans ces échantillons afin de conclure si les échantillons de CLL présentent

des jonctions LSR de fagon similaire aux témoins.

De fagon étonnante, 'ensemble des résultats a permis de mettre en évidence
une altération de la signature de réparation de la LSR, dans les prélévements issus de
HL et de CLL. Puisque les points de cassure situés sur le segment 3'RR2 des jonctions
LSR semblent étre distribués de facon similaire quel que soit le type d’échantillon, la
différence de signature de réparation observée ne peut pas étre attribuée a l'utilisation
de différents segments donneurs et accepteurs de la recombinaison. Nous stipulons
donc I'hypothése que des altérations intrinséques aux systémes de réparation de
’ADN dans les LB des échantillons tumoraux peuvent étre en cause. Pour en savoir
plus, il serait intéressant de quantifier la transcription et la traduction des acteurs de la
réparation des CDB de 'ADN comme XRCC4, PARP-1 et Pol6, a partir des ARN et

extraits protéiques de cellules issues des échantillons analysés ci-dessus.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Finalement, les travaux de mon doctorat ont permis de mettre au point un
programme libre de droits permettant de faciliter et d’harmoniser l'analyse des
jonctions de réparation issues des recombinaisons du locus IgH (CSR et LSR).
L’élaboration et la mise au point de cet outil a fait I'objet d’'une publication dans Journal
of Immunology, dans laguelle je suis co-premier auteur (Boyer et al., 2017).

Le développement de CSReport a rendu I'analyse de la LSR plus aisée, que ce
soit dans des LB purifiés ou non, cultivés in vitro, ou a partir de tissus humains et
murins. Ainsi, nous avons montré pour la premiére fois une différence de signature de
réparation de I'’ADN entre la LSR et la CSR, et ce chez ’'Homme et chez la souris. Le
travail, principalement mené chez la souris, semble indiquer que le recrutement des
systemes de réparation differe entre les régions Sy, Syl et la 3'RR dans les LB activés.
Les faibles valeurs du taux d’enrichissement pour les immunoprécipitations peuvent
étre liées a la fugacité de la liaison des molécules de réparation, ou bien au fait que
48 heures apres le début de la stimulation n’est pas la bonne fenétre temporelle, et il
faudrait que nous réitérions ces expériences au cours d'une cinétique apres
stimulation jusqu’a 72 heures ou I'on détecte classiquement le pourcentage maximum
de cellules vivantes ayant réalisé la CSR. Il serait aussi intéressant de mener ce travail
dans des LB humains activés in vivo et/ou in vitro. De plus, nous avons observé que
les régions Sy, Syl et la 3'RR présentent un contexte chromatinien différent les unes
des autres, en accord avec les résultats de recrutement des molécules de réparation.

Globalement I'ensemble de nos résultats tendent a montrer que la LSR et la
CSR impliquent différents systémes de réparation des CDB, le C-NHEJ pour la CSR,
et selon nos données I'A-EJ pour la LSR. Ceci se traduit par des signatures de
réparation différentes aux points de jonction, et le contexte chromatinien de chaque
segment d’ADN impliqué pourrait influencer I'orientation de la réparation des CDB vers
une voie donnée.

Pour finaliser cette étude, il faudrait réaliser une analyse de la LSR, dans des
LB déficients pour les molécules de réparation présumées impliqguées au cours de la
LSR, comme PARP-1 et Pol6 qui font partie de la voie A-EJ. Il existe peu de données
concernant I'orientation de la réparation des CDB vers I'A-EJ. En effet, ce systeme est
souvent percu comme utilisé par défaut, alors qu’il pourrait étre la voie majoritaire de

certains processus comme potentiellement la recombinaison LSR. Il est possible que
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les résultats que nous avons obtenus puissent participer a densifier ce champ de

recherche.

Mon travail de thése a ouvert plusieurs perspectives de travail a court et a
moyen terme. Parmi ces pistes, il y a la quantification relative des jonctions LSR par
rapport a la clonalité des LB dans les échantillons humains, la compréhension de
laltération de la signature de réparation au cours de la LSR, mais aussi la
détermination de la facon dont le segment accepteur de recombinaison (au locus IgH
ou en dehors) influence le recrutement du systeme de réparation. Ce dernier point

pourrait apporter des éléments de compréhension des translocations du locus IgH.
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ANNEXES

Mes résultats de thése ont été présentés lors de congrés internationaux.
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Anomalie de la Recombinaison suicide du locus IgH dans la maladie de Hodgkin

H. Boutouil (1) ; J. Moreau (1) ; J. Feuillard (2) ; M. Cogné (1) ; S. Peron (1)
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Le BCR (pour récepteur des lymphocytes B) et son précurseur, le pré-BCR, sont cruciaux pour le développement des lymphocytes B (LB) des premiers stades jusqu'a leur
maturation terminale et pour la fonction efficace des LB dans les réponses immunitaires. La recombinaison suicide du locus IgH (LSR) est une recombinaison entre la
région de commutation (S) et la région répétitive like-switch (LS) dans la région régulatrice en 3’) du locus IgH (Peron et al., Science 2012) qui induit la perte
d’expression du BCR par le LB qui la subit. La LSR apparait comme la contrepartie nuisible de la commutation isotypique des Ig (CSR) dans les LB activés. La LSR semble

étre un élément de la régulation de I'noméostasie des LB.
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Figure 2. LSR et CSR. La CSR est une recombinaison génétique entre deux
regions S et permet I'expression d’un isotype d’Ig autre que I'IgM. La LSR est un
rearrangement de I’ADN entre les régions S et LS, localisée au sein de la 3'RR, qui

résulte en 'excision de tous les génes qui codent pour la partie constante de I'lg.

Régions e rsées Régions répétées es

Figure 1. Locus IgH de la souris (A) et de I'humain (B). Représentation
schématique des régions variable (segments V,D et J) et constante (génes m, d, g,
e et a). Les éléments régulateurs sont représentés par les disques noirs et rayés.
(Figure adaptée a partir de Pinaud et al., Adv. In Immunol. 2011).

Mort cellulaire

Le lymphome de Hodgkin est d'origine cellulaire B monoclonale et se caractérise par I'absence d'expression de BCR sur les cellules tumorales (Marafioti et al.,
Blood, 2000). La perte d'expression des Ig dans les cellules de Reed-Sternberg est le résultat de mutations non sens dans les génes codant pour la partie variable de
I'lgH. Des anomalies régulatrices de la transcription dans le géne IgH ont également été incriminées. Nous étudions la possibilité que le LSR entraine une perte

d'expression de I'lgH et I'absence d'expression de la BCR par les cellules de lymphome de Hodgkin.

Matériel et méthodes Résultats ooy e - hCSR (N=374)
Des échantillons de ganglions lymphatiques congelés de la maladie de Hodgkin, g :: r e
avec une grande infiltration de cellules, ont été utilisés pour préparer I'ADN a E“’ -
partir duquel nous amplifions et quantifions les jonctions LSR en utilisant notre 'E ) e e e
méthode de séquengage a haut débit et I'outil CSReport (Boyer et al., Journal of 'AT:semons it M‘thomcmgi;:p i

Immunology 2017).

Figure 3. Structure de réparation des jonctions de CSR et de LSR chez I’lhumain. Pour la CSR (en noir) et la
LSR (en gris) sont représentés les % de jonctions de réparation caractérisées par la présence d’insertions ou
de microhomologies. Ces résultats ont été obtenus par amplification des jonctions de LSR et CSR a partir de
PBMC stimulés in vitro, leur séquengage sur lon Proton (Life) et I'analyse des données par le logiciel

CSReport. Test statistique c2, *** : P<0.005, **** : P<0.001.
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Figure 5. Structure de réparation des jonctions de LSR dans des ganglions sains et de patients atteints de
Lymphome de Hodgkin. Les pourcentages de jonctions de réparation LSR sont représentées en fonction de
leur structure avec insertions ou microhomologies. Ces résultats ont été obtenus par amplifications des
jonctions de LSR et CSR a partir d’ADN de coupes de ganglions de témoins sains (blanc) ou de patients
malades de lymphome de Hodgkin. Les jonctions ont été séquencées sur lon Proton (Life) et les données
ont été analysées avec le logiciel CSReport. Test statistique c2, *: P<0.05, **** : P<0.001.
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L'analyse quantitative des résultats déterminera si la perte d'expression de BCR dans le lymphome de Hodgkin peut étre attribuée a la recombinaison de LSR. Par
ailleurs, 'anomalie de la réparation de la LSR observée dans les échantillons de ganglions de la maladie de Hodgkin sera mieux documentée afin de déterminer si
elle est spécifique des cellules de Reed-Sternberg et si elle reflete des dérégulations de la réparation de ’ADN associées a la transformation tumorale.
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Recombination both target the IgH locus but
DSB repair pathways

B-cells, immunoglobulin heavy chain (IgH) locus DNA remodeling can occur during

several genetic rearrangements:
-Class switch recombination (CSR) intends for B-cells to ensure their functions in immune

cide recombination (LSR) eliminates B-cells due to death induced by loss of IgH
(Péron et al., Science 2012).

CSR and LSR operate by the same molecular mechanisms: 1) non-coding transcription of target

DNA lesions by Activation-Induced Cytidine Deaminase (AID) leading to DNA double-

strand breaks (DSB), and 3) DNA repair.

“Like Switch” repeats within the mouse 3’RR.

"
o oo AN

The mouse IgH locus 3’ regulatory region (3’RR) contains four enhancers
(hs3a, 1-2, 3b and 4) with strong B-lineage specificity and contains Switch

Abeilé il :b like sequences targeted by AID.
ITETT — ITEMT — IITLTIT - 4
“ADouble strand breaks |, Like Sy, where 5bp repeats are arranged within higher order 49bp
DNA REPAIR tz; repeats, dot plot analysis of the mouse 3'RR revealed eleven 0.5-1kb long
_ S Cn IRR Lss “like Sy” stretches (LS regions) where 49bp repeats appeared with a
5' P ; tgz ) threshold set above 60% identity.
tgg -})NAanemré;{ We performed similar analysis on the 3'RR from human, rabbit and dog : in
I:I é"%l Codingiregi all four species, LS regions flank both sides of the 3’RR and are
95"”3‘_*3@ interspersed with enhancers.
"Analysis was done with the program Nucleic Acid Dot plot
vl g SwiSE Ce (http://www.vivo.colostate.edu/molkit/dnadot/index.html).
—A——f==—14 (Péron et al., Science 2012)
IgE expression Deletion of IgH constant genes
BCR expression No BCR expression Results
Survival Cell death We analysed LSR and CSR junctions using high throughput sequencing method and the tool CSReport.

Imnune response Elimination of B-cells?

Material and methods

Using high throughput sequencing of LSR and CSR junctions and the computational tool CSReport we
developed to analyze data (Boyer et al., Journal of Immunol. 2017), we analysed structural features of LSR
junctions.

CSReport workflow

Alignment against ‘constant’ IgH locus BLAST (opt: culling_limit=1, no ‘dust” filter)

Sequences with long insertions (>10 bp)
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Figure 1. Statistics of SH-Syl junctions using CSReport. Murine splenocytes were
stimulated in vitro with LPS+ IL4. After 3 days, cells were recovered and lysed for DNA extraction and
then CSR junctions were amplified and sequenced by HTS. Sequences were analyzed using CSReport.
A. Structural profile of SU-Syl junctions. B. Distribution of breakpoints in Sp and Syl. C. Most
frequent 8nt-motifs at breakpoints in S and Syl. D. Identification of junction structure from two
pairwise alignments. Break points are determined with 1-bp resolution for accurate structure
assignment.

DNA from tonsils from healthy controls (N=6 and N=16), from lymph node samples from Hodgkin disease
patients(N=19) or from peripheral blood mononuclear cells from chronic lymphoid leukemia (CLL)
samples (N=8) was used to amplify LSR and CSR junctions. In vivo activated B-cells from wild type murine
spenocytes (N=4) were used to amplify LSR and CSR junctions. LSR and CSR amplifications were used to
prepare sequencing libraries (lon Torrent technology, lon proton sequencer, Life Technology).
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Figure 2. Structural features of LSR and CSR junctions.

We examined the structural features of LSR and CSR junctions in human and murine samples.
Surprisingly, we observed similar results in human (A.) and murine (B.) activated B-cells of different
junction structure features between LSR and CSR. C. In LSR blunt junctions and junctions with
microhomologies less than 3bp frequencies were decreased and junctions with insertions longer than
4bp were increased compared to CSR.
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Conclusion

LSR appears to be the detrimental counterpart of CSR in activated B-cells, so an important
question to address is the regulation of LSR. Our preliminary data suggest that DNA DSB
repair implicated during LSR is different from that for CSR.

We will determine which DSB repair pathway is channeled during LSR by studying its

occurrence in mouse models invalidated for DSB repair components (XRCC4, 53BP1,

Polymerase theta) and analysing their recruitment to LSR target sequences by ChIP

experiments. We will also document the chromatin marks known to orient the DSB DNA

repair pathway to the 3'RR in activated B-cells.

Péron S, Laffleur B, Denis-Lagache N, Cook-Moreau J, Tinguely A, Delpy L, Denizot Y, Pinaud E, Cogné M. AID-driven deletion causes

immunoglobulin heavy chain locus suicide recombination in B-cells. Science. 2012;

Boyer F, Boutouil H, Dalloul |, Dalloul Z, Cook-Moreau J, Aldigier JC, Carrion C, Herve B, Scaon E, Cogné M, Péron S. CSReport: A New
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Computational Tool Designed for Automatic Analysis of Class Switch Junctions by High-T
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