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RESUME

Lesvolsspatiauxsontsourcede nombreuxstressconduisanta un affaiblissementu systeme
immunitaire. L efficacitéde ce systemereposenotammentsurla diversitédesrépertoiresde
récepteursauxantigenegprésentsala surfacedeslymphocytesB (BCRgt T(TCRpermettant
de reconnaitreun grandnombred’antigenedifférents.

Aucoursde cette thése,j'ai étudié la diversitédesrécepteursa l'antigenedanstrois modeles
animauxdifférents: 'amphibien Pleurodeleswaltl, le modéle murin de suspensionantir
orthostatiqgue (micropesanteur simulée) et le modele murin CUMS (pour « Chronic
UnpredictableMild Socioenvironmentalstressors») qui fait appel a des stresssociauxet
environnementauwchroniquessimilairesa ceuxrencontréslors desvolsspatiaux.
L'étudedesrépertoiresde chainedourdesd’anticorpsigM et IgYde P.waltl a montré que
ceuxciprésententunediversitéimportante,faisantde cetanimalunbonmodélepour étudier
leseffetsd’un vol spatialsurle systemeimmunitaire humoral.

Nousavonsaussimontré que I'expositiona la suspensioranti orthostatique durant 21 jours
diminue la lymphopoiéseB mais n’affecte que modérémentla diversité du répertoire de
chainedourdesd’IgM. Cesrésultatsont été comparésa ceuxobtenusavecdessourisagées
afin de savoirsila suspensioranti orthostatiqueinduit un vieillissementccélérédu systeme
immunitaire.Méme si nousavonsnoté dessimilitudesintéressantesentre cesdeuxgroupes
de souris,nous avonsconstatéque I'effet du vieillissementsur le répertoire d’IgM est plus
important que celuide la suspensioranti prthostatique,suggérangue le tempsd’exposition
au modele anti brthostatique devrait étre augmenté pour accentuer ses effets sur le
répertoire d’anticorps.

QuantaumodeleCUMSpousavonsmontré quesonapplicationdurantlagestationn’impacte
pasla lymphopoiesel chezles souriceauxnouveaunés maisaffecte 25%de leur répertoire
de chainedourdes t dUCRCesrésultatssuggerentgue desstresssocioenvironnementaux
chroniqguesmémede faiblesintensités,pourraientmodifier les capaciésde reconnaissance

antigéniquede I'hote.
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INTRODUCTION

1 rLESYSTEMBMMUNITAIRE

1.1 Généralités

1.1.1rDéfinition

Le systemeimmunitaire (Sl)permet de protéger I'organismecontre les agressiongphysicor
chimigues(comme une brdlure, des substancegoxiques, etc...)et les agentspathogénes
présentsdansl’environnement(commelesvirus,lesbactériesJeschampignonslesparasites,
etc...)Demaniéreremarquable Je Slest capablede distinguerdescellulesou moléculesdu
« S0i», c'estadire qui sont propresa I'organisme descellulesou moléculesdu « non s0i »,
c’estadire qui n'appartiennentpasa 'organisme.Cette reconnaissancelu soi est permise
par la présencede protéinesmembranairesou antigenes(Ag)du soi, qui forment une sorte
de «carte d’identité » spécifiquea I'organisne. Tout agent différent du soi serareconnu
commeétrangeret déclencherd’activationdu Sl.Le Slestun systémetrés complexequi fait
intervenir différents organes,celluleset moléculesqui ne cessentd’interagir ensemble. Au
coursde I'évolution, deuxtypes de mécanismegle défensese sont développés/)immunité
innéeet I'immunité adaptative L’ immunitéinnée,ou non spécifique estla premierelignede
défense.Sonaction estimmédiate et se met en placedesl’entrée d’'un agentétranger.La
deuxiemdignede défensecorrespondal'immunité adaptativeou spécifique Sonactionn’est
pas immédiate et nécessiteun délai durant lequel les cellules immunitaires prennent

connaissanceescaractéristiquesle 'Aget sepréparentale détruire de maniérespécifique.

1.1.2rLesystemeimmunitaire inné et adaptatif

Lemécanismale défensenon spécifique,ou inné, est un mécanismecommuna l'ensemble
du regne animal alors que le mécanismede défensespécifique,ou adaptatif, est apparu
exclusivementhezlesgnathostomeglesvertébrésa machoire).Cesdeuxsystemesagissent
ensynergiepour neutraliserau mieuxle pathogéneentrant dansl’'organisme Ainsi,lorsde la
détectiond’'un agentpathogéne différentsacteursde la réponseimmunitairevont semettre
en place.Dansun premiertempsvont intervenirlesacteursdu Slinné et sil'immunité innée

n'a passuffi,ce serontlesacteursdu Sladaptatifqui interviendrontdansun secondtemps
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Tableaul: Principaledonctionsdescellulesappartenantau systémeimmunitaireinné.
(Topham andHewitt 2009; Geissmann eal. 2010)

Cellules Fonctions

r Reconnaissanage moléculesassociées
auxpathogenegPAMPS)

r Possédalesgranulescontenantdes
médiateurschimiquescommel’histamine
impliguédansla vasodilatationdes
vaisseausanguindacilitantl'arrivée
d’autrescellulesimmunitairessurle site
del'infection

Mastocyte

r Lemacrophageestlaformetissulairedu
monocyte

r Reconnaissanage moléculesassociées
auxpathogénegPAMPS)

r Phagocytdespathogenesu cellules
infectées

r Stimulelesautrescellulesdu systeme
immunitaireinné

Monocyte/Macrophage

r Reconnaissanamoléculesassociéesux

Polynucléaireneutrophile pathogéne{PAMPS)
r Phagocytdespathogenes

r Reconnaissanage moléculesassociées
auxpathogénegPAMPS)

r Phagocytdespathogenes

Celluledendritique r Présentedespeptidesantigéniquesa sa

surfaceet migreverslesorganes

lymphoidessecondairepour activerla

réponseimmunitaireadaptative

r Reconnaissanagescomplexesnajeurs
d’histocompatibilitéde type | (CMHI)
modifiésa la surfacedescellulesinfectées

Celluletueusenaturelle (« Natural ou cancéreuses

killer » ou NK) r Pouvoircytotoxiqueviala sécrétionde
protéines,commela perforine,
provoquantdesaltérationsde la
membranecellulaire
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r Leyste@immunitaire inné

LeSlinnéestlapremierelignede défensede I'organismecontrelesagentspathogenesll agit
de maniéreimmeédiate et non spécifiqueen réponseaux agressionsl| fait intervenir les
barrieresphysiquegdel'’organismeellesquelapeau,lesmuqueuse®u encoreleslarmesqui
contiennentdeslysozymesltérant la paroi de certainesbactéries(Turveyand Broide2010).
Silespathogenedranchissentesbarrieresphysiquesls serontreconnusparlescellulesdites
sentinelles(macrophagesmastocytescellule NK(NaturalKiller) et cellulesdendritiques(ou
DC))yui patrouillenten permanencelansl’'organismeafin de détecteret de répondre auplus
vite a I'entrée d’'un pathogene.Lescellulessentinellesvont recruter d’autres cellulesdu
systémeimmunitairessur le site de I'infection, telles que des granulocytesneutrophilesou
encoredesmonocytesyiala sécrétionde cytokines.Lesfonctionsde I'ensembledescellules
appartenant aux Sl inné sont résuméesdans le tableau 1 (Tophan and Hewitt 2009;
Geissmanret al. 2010).

Ainsi, au contact du pathogéne,les mastocytesvont libérer le contenu de leurs granules
comportant entre autres des médiateurschimiquesimpliquésdansl’inflammation, comme
I’histamine, qui vont permettre la vasodilatationdes vaisseauxsanguinset donc faciliter
I'arrivée d’autres cellulesimmunitairescomne les neutrophilessur le site de I'infection (da
Silva,Jamur,and Oliver 2014). Le pathogéneva étre pris en chargeet phagocytépar les
macrophage®t lesDC,et lescellulesinfectéesseronttuéespar lescellulesNK.Cescellules
immunitaires vont égalementsécréter des cytokinespro inflammatoirescomme le TNFr
(Tumor Necrosis Factor ), rl'interleukined (IL1) et I'IL6 ainsi que des cytokines
chimioattractantescomme/’'lL8 et CXCL1Gafin d’attirer versle site de l'infection d’autres
cellulesdu Sl inné présentesdans la circulation sanguine,telles que les granulocytes
neutrophiles,les monocytes,d’autres cellulesNK et les DC(ArangoDuqueand Descoteaux
2014)(Figue 1). LescellulesNKfont partie de la famille descellulesinnéeslymphoidegILC)
qui sont des cellulesdu systemeimmunitaire dépourvuesde récepteursspécifiquesaux
antigénes,dont les fonctions effectricessont similairesa cellesdescellulesT de la réponse
adaptativeet proviennentdesmémesprogéniteursqueleslymphocytesappelésprogéniteurs
lymphoidescommun(CLP)JCherrier2014;Daset al. 2018).

Lescellulesdu Slinné ne sontpascapablegie reconnaitrespécifiguementun pathogénemais

vont reconnaitre,via leursrécepteursappelésPRRPatternRecognitiorReceptors)soit des
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Figure 1: Schéma de I'activation de la réponse immunitair@lodifié¢ d’aprés http://slideplayer.fr)

Un pathogéene entrant dans I'organisme doit toutadord franchir les barriéres physiques telles

que la peau ou les muqueuse$)( Ensuite, il entre en contact avec des cellules « sentinelles »
appartenant au Sl inné, comme les mastocytes, les cellules NK (cytotoxiques envers les cellules
présentant un complexe majeur d’histocomphitité de type | (CMHI) modifié) ainsi que les
cellules dendritiques (DC) et les macrophages. La sécrétion de cytokinasnfieonmatoires et

de chimiokines par les cellules NK, DC et macrophages ainsi que la sécrétion d’histamine par les
mastocytes (permettant la vasodilatation des vaisseaux sang@y)sspnt permettre de faciliter
l'arrivée d'autres cellules immunitaires sur le site de linfectioB).(Dans le cas ou les
pathogénes résistent a l'action des cellules du Sl inné, l'activation du Sl| adaptatif sera
nécessaire. Pour cela, les cellules présentatrices d’'antigenes (ou CPA qui expriment des peptides
antigéniques liés a une molécule CMHII) comms BC, vont rejoindre laiculation sanguine

pour atteindre les organes lymphoides secondaires (OLS) afin de présenter des peptides
antigéniques présents a leur surface aux lymphocytes T helper (Th) pour les activeres LTh

vont ensuite activer les lymphocytes B (LB) et les lymphocytes T cytotoxiques (LTc), qui vont
rejoindre les tissus infectés. Au contact du pathogéne, les LB vont se différencier en plasmocytes
sécréteurs d'anticorps (Ach). Ces Ac vont reconnaitre le pathogéne et former un complexe
immun qui sera ensuite reconnu puis éliminé par les cellules phagocytaires. Les LTc, quant a eux,
vont exercer leur pouvoir cytotoxiques spécifiquement sur les cellules infectées présentant des
molécules du CMHI liées a un peptide du nsoi a leur surface.
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groupesou patterns<de moléculescommunémentretrouvés sur certains pathogéenes
appelés PAMPS(PathogenAssociatedMolecular Patterns), soit des motifs moléculaires
associesauxdégatscellulairesappelésDAMP(DangerAssociatedVolecularPattern)(Suresh
and Mosser 2013). Cette interaction va initier I'activation de voies de signalisation,
aboutissanta I'expressionde cytokinesou de chimiokinesqui vont protéger I'héte d'une
infection microbienne(Kawasakand Kawai2014).

Malgrél'actionprécocedu Slinné,certainspathogenegpeuventrésisterace Slouy échapper.
Pourpalliera ce probleme,lescellulesprésentatricesd’antigenes(CPArommelesDCet les
macrophagesyont aller activer les effecteurs du Sl adaptatif dont la réponse sera plus
spécifigueaupathogeneBrievement]JesCPA/ont présenteraleur surface dedéterminants
antigéniquegissusde pathogenegpréalablemeniphagocytésyui vont étre reconnuspar des
lymphocytesT (cellulesde l'immunité acquiseqjui serontainsistimulés(Trinchieriet al. 1993).
Cesderniersvont ensuite activer d’autres lymphocytes,les lymphocytesB. On passealors
d'uneréponseimmunitairenon spédfique (destructiond'un élémentquelconquedu non s0i)

auneréponseimmunitairespécifique(destructiond’un élémentprécisdu non soi) (Figurel).

r Leystemidimunitaire adaptatif

L'activation de lI'immunité adaptative se fait essentiellementau niveau des organes
lymphoidessecondairegOLS)LesOLSsontcomposésiesgangliondymphatiquesde larate
et destissuslymphoidesassociésaux muqueusesou MALT (mucosaassociatedymphoid
tissue),comprenantlesamygdalest lesplaquesde Peyer(Figure2) (Jonssori985).LesOLS
sontdessitesprivilégiésde rencontreentre lesAget lescellulesmmunitaires.C’estau niveau
de cesOLSyue s’effectuentlespremieresphasesde la réactionimmunitaire dite adaptative.
L'immunité adaptative ou acquise est un mécanismede défense qui fait appel a la
reconnaissancede la nature de I'Agpermettantle développement'une réponseadaptéevia
la production de celluleset de moléculesspécialiséesSamise en place est retardée par
rapport a 'immunité innée puisque qu’elle intervient quelques jours apres l'infection.
L'immunité adaptativefait intervenir les lymphocytesT (LT)et B (LB)qui possédenta leur
surfaceun récepteur,appelérespectivementTCR(T cell receptor) et BCR(B cell receptor),

capablede reconnaitreavecune grandespécificitéles Agpénétrantdansl’organisme.
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Figure2: Localisationdesorganeslymphoidesprimaireset secondaireglansl’organisme.

(Sourcewww.lymphoma.ca)

Répartition des différents organes lymphoidpamaires et secondaires dans I'organisme. La
moelle osseuse et le thymus sont des organes lymphoides primaires, ils sont le lieu de
maturation des LB et des LT respectivement. La rate, les ganglions lymphatiques et les
amygdales sont des organes lymphoides secondaires, ils sont le lieu de rencontre entre les
pathogénes et les lymphocytes résidents. Les ganglions sont répartis dans tout I'organisme et
joue le réle de filtre de la lymphe venant des \w&sieaux lymphatiques alors que la rate joue le

réle de filtre de la circulation sanguine (Jgnsson 1985).
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Ar Leymphocytesacteursdu systemeimmunitaire adaptatif

Leslymphocytessont des cellulessanguinedaisant partie de la famille des leucocytesou
globulesblancs.Lapopulationsanguindymphocytairecomprenden moyennelO 15%de LB,
65 75%de LTet 10 20%de cellulesNK(Mandaet al. 2003;J.Choiet al. 2014) LesLBet lesLT
sont semblablesd’'un point de vue morphologique mais divergent d’'un point de vue

moléculaireet fonctionnel.

A.1r LdgmphocytesT

LeslymphocytesT exprimentaleur surfaceun récepteurspécifiqueauxAgsappeléTCRpour
TcellReceptor)cequilesdifférenciedescellulesde 'immunitéinné.Deplus,lesLTexpriment
un certainnombre de protéinesmembranairegelles que desintégrines,desrécepteursde
cytokines ainsiqu’un certainnombrede clusterde différentiation. Il existedeuxgrandstypes
de LT,les LT auxiliaire ou helper (LTh)et les LT cytotoxiques(LTc),avec des fonctions
différentesdansla réponseimmunitaire. LesLTc,exprimenta leur surfacele clusterCD8.Ils
sont impliqués dans I'élimination des cellulesinfectéespar un pathogeneet des cellules
canceéreusesialasécrétionde cytokinescommel’interféron gamma(lFNr vt le TNFr r(pour
TumourNecrosig-actor).lls sont égalementcapabledde libérer le contenude leursgranules
(comportant la perforine et les granzymes)ans le but d’induire 'apoptose des cellules
dangereuses(Andersenet al. 2006). Les LTh expriment a leur surface le cluster de
différenciationCD4.lls vont avoir pour role principald’orchestrerla réponseimmunitaire. Il
existetrois typesprincipauxde LThlesThl,lesTh2etlesTh17 avecdesphénotypedlistincts
de sécrétion de cytokines,induisant des caractéristiquesfonctionnelles spécifiquespour
chacundestypes. LellulesThlsécreentdescytokinescommel’lFNr et le TNFr t,quileur
permettent d'étre particulierementefficacescontre les infectionsintracellulaires(viraleset
bactériennes)ou pour I'élimination des cellules cancéreusesia I'activation des cellules
cytotoxiqued.Tcet descellulesNK(Kaikcet al. 2008;Annunziato RomagnaniandRomagnani
2015).LescellulesTh2 sécréeent I'lL 4, I'IL B, I'IlLAO et I'ILA3. lls ciblent les organismes
parasitaires,régulent la production d'anticorps et activent les cellules B (Kaiko et al.
2008).Enfin, les cellulesTh17, dont la différentiation est sous l'influence du facteur de

transcriptionRORt (He et al. 2017), sécretentdescytokinespro inflammatoirestellesquel'lLr
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17, 'L 23 et I'IlL B, qui leur permettent de jouer un réle dansl'inflammation des tissuset
I'activation des neutrophiles pour combattre les bactéries extracellulaireset certains
champignons(Kaiko et al. 2008). Cestypes de LThet les cytokinesqu'ils liberent sont
antagonisteg'un de l'autre et sontdominantsen réponsea un agentpathogéneparticulier.
Parmi les cellules CD4+,il existe une autre population de cellules T qui difféere des LT
auxiliaires,appeléelymphocyte T régulateur (Treg). LescellulesTregsont en chargede la
suppressiondes activités potentiellement déléteresdes LThet permettent de prévenirles
maladiesauto immunesen maintenantl'auto tolérance. CebregsécretentdeI'lLA0,del'lL r
4 et du TGH t(pour TransformingGrowth Factor),qui modulentl'activité deslymphocytesT
auxiliaireset suppriment certainesde leurs fonctions, induisant une tolérance aux Ags
(Corthay2009).

Une des caractéristiguesdu systémeimmunitaire adaptatif est sa capaité a répondre de
maniéreplusrapideet plusefficacecontredespathogenesiéjarencontrés Cetteréponseest
appelée réponse mémoire ou secondaire.Aprés un premier contact antigénique, des
lymphocytesT CD8+et deslymphocytesCD4+mémoire seforment. Cescellulesont un taux
de renouvellementplus important et plus rapide en présencede d’Ag et égalementune
meilleure spécificité a I'antigene que les cellules T naives (Boymanet al. 2009). Les
lymphocytes T mémoire réactivés sécrétent également des quantités importantes de
cytokinespro mflammatoireset de chimiokinesqui favorisentl'activation et le recrutement
descellulesimmunitaires(Lauvauand Soudja2015).1l existe au moins deux grandessous r
populationsde cellulesT mémoires,d’une part, lescellulesT mémoireseffectrices(TEM)qui
possédentune activité cytolytique permettant de combattre rapidementles pathogénesa
leur sited’entrée (gracealasécrétiond’lFN ret de perforine)et d’autre part, lescellulesT de
mémoirecentrale (TCN) qui permettent de soutenirpluslongtempsla réponseimmunitaire
en activantla prolifération desTEMet en interagissantivecles CPAdansles OLS Sallusteet
al. 1999).Cesdeux populationsse distinguentpar I'expressiondu récepteurde chimiokine
CCRQui est présentsurles TCMmaisabsentsurles TEM(Sallustoet al. 1999).Cescellules
sont principalementretrouvéesdans la rate, le sanget les ganglionslymphatiquesmais
d’autrestypesde cellulesmémoirescommelescellulesT mémoiresrésidentesdu tissu(TRM),

sontretrouvéesau niveaude la peau,desintestinset despoumons(Muelleret al. 2013).
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A.2 r LdgmphocytesB

CommepourlesLT JeslymphocyteB (LB)possedentleur surfacedesrécepteursspécifiques
aux antigenesaussiappelésimmunoglobulineglg). Leslg peuventétre soit membranaires,
alors appeléesBCR(pour B cell receptor), soit sécrétées,appeléesalors anticorps. Les
anticorpssont sécrétéspar les plagnocytesqui sont issusde la différentiation de cellulesB

activéesapres liaison a un Ag. De plus, les LB expriment a leur surface de nombreuses
protéinesessentiellesa leur bon fonctionnement.Parmielles se trouve la molécule CD20,
présentesurl’ensembledesLBmatures.Ellejoueunrbdle dansla maturationet la prolifération

descellulesB (LeBierand Tedder2008).Cettemoléculeestd’ailleursla cibledu rituximab,un

immunosuppresseuntilisé pour traiter des lymphomesde type non hodgkinien(M. R.Smith

2003). D’autresmoléculesde surfacesont été observéestelles que CD19,CD21et CD22
impliquéesdansla régulationde la réponsedes LBapréscontactavecun Ag donné (Poe,
Hasegawaand Tedder2001).

Il existe deux grandstypes de LB matures, les lymphocytesBd et les lymphocytesB @

(Rothenberg2016).LeslymphocytesB 2, dits LBconventionnelssont desLBqui se situent

principalementdansla rate et les gangliondymphatiqueslls sesubdivisenten deuxtypesde

LBB 2, lesLBfolliculaires(LBFo)et lesLBde la zonemarginale(LBZM),qui portent le nomde

lazonequ’ilsoccupentau seindesorganedymphoidessecondaireslesL BFosedifférencient
en plasmocytessécgéteurs d’anticorps (Ac) de haute affinité qui vont essentiellement
reconnaitredes Ag dits thymo dépendants c’esta dire que la réponseimmunitaire induite

par cesantigénesnécessitel'aide des LTh(Y.Zhang,Garciatbanez,and Toellner2016).En

revanche,les LBZM se différencientrapidementen plasmocytessécréteursd’Ac de basse
affinité (principalementd’isotype IgM) et reconnaissentdes Ag thymo indépendants(et

égalementthymo dépendants)capablesde stimuler directementles LBsansl’intervention

desLTh(Pillai,Cariappaand Moran 2005).LeslymphocytesB de la ZM constituentainsila

premiéereligne de défensede I'organismecontre despathogenegprovenantdu flux sanguin
avantmémeque laréponseadaptativesoit assuée parleslymphocytesB FO(Oliver,Martin,

andKearneyl999).QuantauxcellulesB 4, ellesont essentiellemenété décrite chezla souris
et comprennentles cellulesBda (CD5+)et Bdb (CD5) (Martin, Oliver,and Kearney2001;

Hardy2006).Ellesrépondent égalementa desAgthymo indépendantset ont la capacitéde

sécréter spontanémentdes anticorps naturels IgM de faible affinité (Martin, Oliver, and
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Kearney2001).Ellesse localisentprincipalementdansles cavitéspéritonéaleet pleuraleet
jouent un réle crucialdansles étapesprécocesdesréponsesantiviraleset antibactériennes.
ChezZ'’homme, I'existencedes cellulesB1 reste controverséemaisil a été proposeque les
cellules CD20+CD27+CD43+CDtdirsang de cordon ou du sang périphérique adulte
correspondraientuxcdlulesB1murines(Griffin,Holodick,and Rothstein2011).

Dela mémemaniéreque pour lesLT,apresune premiererencontreavecun Ag,une partie
desLBactivésvasedifférencieren LBmémoire.Lorsd’un premiercontactavecun Ag,lesLB
vont former une structure au sein des OLS,appelée centre germinatif dont le but est
d’augmenterla spécificittdesBCRou immunoglobuline)is & visde I'Ag. Deuxmécanismes
ont lieu dansle centre germinatif. D’'une part, un mécanismepermettant d’'induire des
mutations aléatoires au sein des domaines variables des immunoglobulines appelé
hypermutation somatiqueet, d’autre part, un processusqui permet de changerla partie
constantedesimmunoglobuline®t ainside modifierl'isotype,appelécommutationde classe
(McHeyzerWilliamset al. 2012).Seuldes LBayantune haute affinité pour I'Ag en question
survivrontpour devenirdeslymphocytesB mémoire.Encasd’'une secondeinfection par le
mémeAg,une partie deslymphocytesB mémoiresedifférencieraen plasmocytesécréteurs
d’Aca haute affinité, I'autre partie constitueraun pool de LBmémaoire,capablede sediviser
et de se différencierrapidementen casd’une nouvelleinfection. Enplus d’étre hautement
spécifiguea un Agdonné,lesLBmémoire sontégalementpersistantsdansle temps.Eneffet,
il a été trouvé, chez’'homme, deslymphocytesB mémoire spécifiquesau virusde la variole
presde 50 ansapresune vaccinationanti varioligue (Hammarlundet al. 2003; Crotty et al.

2003).

Br Reconnaissanagtigéniqueet réponseimmunitaire

L’interacton avecl’Agpeut s’effectuerde deuxmanieresdifférentes,soit par reconnaissance
directe par les LB via leur BCR,soit via les cellules présentatricesd’Ag (CPA)qui vont
phagocyter’Ag et vont ensuite exposera leur surfacedes peptidesantigéniquesgui seront
présentésauxlymphocytesT (Berzofskyet al. 1988).Il existe deuxtypesde CPAD’unepart,
lesCP A« non professionnelles qui englobent’ensembledescellulesnucléesde I'organisme
(exceptéles cellulesgerminales)et qui vont présenteraux LT, des peptides antigéniques

endogénesvia les moléculesdu complexemajeur d’histocompatibilitéde classel (CMHI).
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Figure 3: Activation des LB et LT

La rencontre des différents lymphocytes avec un pathogéne donné s’effectue de différentes

maniéres. Les LTc sont activés par les fragments antigéniques présentés par les molécules du
CMH | présentes sur toutes les cellules nuclées de I'organisme alors que les LTh sont activés
par les fragments antigéniques présentés par les molécules du CMH Il présentent sur les CPA.
Les lymphocytes B sont activées aprés liaison du BCR avec l'antigene. De maniére

intéressante, les LB expriment les molécules du CMH de classe | et Il, ce qui en fait des cellules

présentatrices d'Ag capables d’activer les LTh.

L’activation des lymphocytes entraine leur pifération. Une partie des LT et des LB produits

vont se différencier en cellules mémoire qui seront capables de répondre plus efficacement a

ce méme antigene si une seconde infection devait avoir lieu.
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D’autre part, les CPA« professionnelles, qui comportent les macrophagesjes cellules
dendritiqueset lesLB.Cesdernieresvont présenterdespeptidesantigéniquesexogenesaux
LThvia lesmoléculesdu complexemajeurd’histocompatibilitéde classell (CMHII) (Neefjes
et al. 2011). La reconnaissanced’un déterminant antigénique par les récepteurs
membranairedymphocytairessaengendren’activation,la prolifération et la maturationdes
LBet desLTquivont veniren aideauxcellulesdu Slinnée (Figurel). Unefois’Agneutralisé,
semet en placeun répertoire de lymphocytesnémoire,correspondant deslymphocytesT
et B ayantune forte affinité pour I'’Ag ce qui permettra ainsi d’engendrerune réponseplus
rapide et plus efficaceen casd’'une nouvelleinfection par ce méme Ag(Sallustoet al. 1999;
Doganet al. 2009)(Figure3).

1.2 Lesystemeimmunitaire adaptatif : récepteursspécifiquesde I'antigene

La particularité de I'immunité adaptative réside dans le fait que la reconnaissanceles
antigenes présents dans I'organisme est spécifique & ces derniers. Cette spécificité de
reconnaissancest permisepar la présencede récepteursmembranairesa la surfacedesLT

etdesLB.

1.2.1rLesrécepteursal’antigenedeslymphocytes

Pourlesdeuxgrandstypeslymphocytaires|esrécepteursont pour particularité de posséder
une régionvariableet une région constante.Larégionvariableva présenterune séquence
différente d’'un lymphocytea 'autre et ainsi permettre de reconnaitreun large répertoire
d’Ag. Malgré ces similitudes, les récepteursdes LB et des LT présentent des structures

différenteset despartenairesdifférents.

1.2.1.1r Leécepteural’antigenedeslymphocytesT

Le récepteuraux Agsdes LTou TCR(T cell receptor) fournit aux cellulesT la capacitéde
reconnaitre spécifiquementles peptides antigéniquesprésentéspar les CPAet liés aux
moléculesdu CMHqu'il a apprisa reconnaitredurant samaturation dansle thymus.Chaque

LTexprimeun seultype de TCRyui ne peut reconnaitrequ’un type d’antigene. LeSCRsont
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Figure 4: Structure du récepteur aux antigénes des lymphocytes T (ou TCR) de tyipe

Le TCRr t est constitué de I'associatiowvjaun pont disulfure, d’'une chaine lourdé¢ avec une

chaine |égérer. Chaque chaine est composée d’'une partie constante (PC) et d’'une partie
variable (PV) qui permet la reconnaissance du fiée antigénique présenté par les molécules

du CMH. La partie variable de la chaineest constituée a partir de 2 types de segments
géniques : un segment V (pour variable) et un segment J (pour jonction). La partie variable de
la chainet est formée a partir de 3 types de segments: un segment V, un segment J et un
segment D (pour diversité). Le TCR est associé a un complexe CD3 formé de six chaines: une
chaine CD¥ une chaine CD® deux chaines CD3t deux chaines CD8 CD3 permet la
transduction du signal responsable de I'activation cellulaire aprés reconnaissance antigénique.
Les marqueurs CD4 et CD8 sont respectivement exprimés sur les LTh (CD4+) et les LTc (CD8+).
Ces marqueurs participent a la reconnaissance du peptide antigénique par leviedBur

liaison aux molécules du CMH de classe | (pour CD8) et Il (pour CD4) qui vont présenter ce
peptide. La région CDR3 est une région hypervariable qui va permettre la reconnaissance

spécifique du peptide antigénique présenté par les CPA (Wucherpfennig, 2010).
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desglycoprotéinesransmembranairesletype | de 80 0kDafaisantpartie de la superfamille
desimmunoglobulinesll s’agitd’'un hétérodimereconstituéde deuxchainegolypeptidiques
différentes,une chainelégere(rou et unechainelourde(tou Wiéesde faconcovalente
par un pont disulfureintracaténaire.ll existedeuxtypesde TCRJe TCR 1, qui représente
95%des TCRprésentsa la surfacedes LT, est majoritairementretrouvé dansles organes
lymphoidessecondaire§Morahan, Malcolm, and Miller 1987; Hunter, Teijeira,and Halin
2016)et le TCR v, gui représente5%desLT,plutbt associéa la muqueuseintestinaleet au
tractusrespiratoire(Vroometal. 1991). Le$CR v ne faisantpasl’objet de notre étude,nous
ne présenterongjuelesTCR r t(Figured). Leschainesdu TCRsontconstituéesd’un domaine
hydrophobetransmembranaire permettant leur ancragedansla membranecytoplasmique
et de deuxdomainesextracellulairesun domaineconstant(a I'extrémité Cterminal) et un
domainevariable(al’extrémité Nterminal).Lapartie variablede chacunedeschainesontient
trois régionshypervariablesaussiappeléeségionsdéterminantla complémentaritéou CDR
(pour « ComplementaryDetermining Region»), s’associantpour former le paratope qui
interagiraavecle complexeCMHpeptide. LesrégionsCDRIet CDR2Z/ont interagir avecles
moléculesdu CMHainsique la partie Cterminale du peptide antigéniquepour CDR1 et la
partie N terminale pour CDRX (Wucherpfenniget al. 2010; Stone,Harris,and Kranz2015)
(Figureb). Larégion CDR3est une région hypervariablequi va permettre la reconnaissance
spécifiqguedu peptide antigénique(Wucherpfenniget al. 2010).

Bienque le TCRoue un réle central dansla reconnaissancantigénique,l’intervention de
corécepteursest nécessairgour déclencherune réponseimmunitaire compléte. Ainsi,les
TCR r sontassociés un corécepteurCD4ou CD8et au complexeCD3.Lescorécepteus
CD4et CD8sont impliguésdansl’interaction desLThet desLTc,respectivementavecles
moléculesdu CMH.LaglycoprotéineCD4est composéede quatre domainesextracellulaire
(D1aD4)et d’'un courtdomaineintracellulairealorsque CD8estcomposéd’une chainealpha
et d’une chainebeta (Figure4). Lesco récepteursCD8et CD4interagissentrespectivement
avecle CIVH de classel et Il desCPA(Gao,Rao,and Bell 2002). Quantau complexeCD3,il
n’intervient en rien dans la reconnaissancedu peptide antigénique mais permet la
transductiondu signalapréscontactavecles CPA(Loveand Hayes2010).Le complexeCD3
est formé de six chaines une chaineCD3y une chaineCD3 wdeux chainesCD3zet deux
chainesCD3x Lachaine Machaire wtlesdeuxchaines x possedartacuneun domaine

immunoglobulinelike et une régionintra cytoplasmiqudongueprésentantdes motifs ITAM
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Figure 5: Représentation 3D de I'interaction entre le TCR et un peptide antigénique présenté

par une molécule du CMH

La partie variable de chacune des chaines du TCR renferme trois régions hypervariables ou
CDR (pour « Complementary Determining Region »). Les régions CDR1 (en bleu) et CDR2 (en
vert) vont interagir avec les molécules du CMH (en gris). CDR1 de la chiainéeragit
également avec la partie @erminale du peptide antigénique, alors que CDR1 de la chaine
interagit avec la partie N rterminale. Les régions CDR3 (en rouge) sont indispensables a la
reconnaissance spécifique du peptide antigénique puisqu’elles interagissent exclusivement

avec ce dernier.
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(Immunoreceptor Tyrosinebased Activation Motif) (Letourneurand Klausner1992). Ces
Motifs ITAM sont des motifs d’activation présentant des tyrosines pouvant étre
phosphoryléegpar deskinasedors de la transmissiondu signalafin d’activerle LT(Loveand
Hayes2010).Leschaines %'associentn hétérodimeresavecleschaines v etesdeux
chaines zntune trés grande partie intra cytoplasmique possédentchacunedeux motifs

ITAMet forment entre ellesun homodimere(Figureo).

r Leécépelita 'antigéne deslymphocytesB

Leslgsontdesprotéinespouvantexistersousforme membranaire(BCRpour B cellreceptor)
ou sous forme soluble (anticorps).Le BCRprésent a la surface des LB va directement
reconnaitreun Agde I'environnement.ToutcommelesLT,chaqueLBn’exprimequ’un seul
type de BCRen plusieursexemplairesll est a noter qu'il existe5 isotypesd’lg (IgA,IgD,IgE,
IgG,IgM).

Leslgsontdeshétéro tétrameresconstituésde deuxchainedégered. (pour Light)identiques
et deux chaineslourdes H (pour Heavy)identiques, ces derniéresétant différentes selon
I'isotype(Figure?).ll existedeuxtypesde chainedégeresjachaineKappaet lachaineLambda
et 5 typesde chainedourdes(epsilonpour leslgE,mu pour lesigM, delta pour lesigD,alpha
pour lesIgAet gammapour leslgG).ll est a noter que les IgAet les IgGsont subdivisésen
sousclassesgAlet IgA2et IgG1algG4.

Chaquechaineest constituéed’'un domainevariablea I'extrémité N terminale (VHou VL)qui
comprendle site de liaisona I'antigéne,d’'un domaine constantpour leschainedégeres(CL)
et de trois ou quatre domainesconstants(CH1a CH4)pour leschainedourdesa I'extrémité
Cterminale (3 CH pour IgG, IgD et IgA et 4 CH pour IgM et IgE). Des ponts disulfures
permettentde lier leschainedégeresauxchainedourdesainsique leschaineslourdesentre
elles. Les sites de liaison a I'antigéne sont constitués par I'associationdes 3 régions
hypervariablesiu VHaux 3 régionshypervariabledu VL,égalementappelésCDRséparées
par desrégionsdites « framework» qui permettent un maintiende la structure. Lastructure
de basedeslgpossedealeuxsitesde reconnaissancéde I'épitope ce qui lui conférela capacité
de lier deuxantigenesdentiques.Lesanticorpspeuventétre divisésen plusieursfragments,
le fragmentFcet lesfragmentsFab.LefragmentFc(pour fragmentcristallisable)correspond

aux domainesCH2et CH3ou aux domainesCH2a CH4des deux chaineslourdes qui
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Figure 6: Schéma de I'interaction entre une CPA etun LT

Aprés avoir phagocyté le pathogéne, les CPA vont exposer a leur surface des peptides
antigéniques qui seront présentésja le CMH, aux lymphocytes T. Selon le type de CPA, les
peptides antigéniques peuvent étre présemtésoit par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe | (CMH [) activant les LTc, soit par les molécules du CMH I
activant les LTh. L’intervention d’'un corécepteur CD4 ou CD8 ainsi que du complexe CD3 sont
nécessaires pour déclencher une réponse immunitaire compléte. Laséoepteurs CD4 et

CD8 sont impliqués dans l'interaction des LTh et des LTc, respectivement, avec les molécules
du CMH. Quant au complexe CD3, il permet la transduction du signal aprés contact avec les
CPA. Les chaines composant le complexe CD3 possédent une région intra rcytoplasmique
longue présentant des motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine rbased Activation Motif). Ces
motifs ITAM présentent des tyrosines pouvartr@ phosphorylées par des kinases comme Lck
(pour lymphocyte rspecific protein tyrosine kinpsdoutissant a une transmission de signal

activantle LT.
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interagissentaveclescelluleset lesmoléculeseffectrices.LesfragmentsFab(pour fragment
antigenbinding)correspondentauxdeuxbrasde la moléculed'lg et comprennentla chaine
légerecompléteassociéauxdomainesvVHet CH1de la chainelourde (Figure7). Toutcomme
le TCRle BCRhe peut a lui seultransmettrele signal.Ainsi,il esttoujoursassociéau dimére
Igrtgt (ou CD79% et b). Cesdeuxchainessont constituéesd’une partie extracellulaireavec
deux domaines immunoglobulinetike relies par un pont disulfure, d’'une partie
transmembranairet d’unepartie intra cytoplasmiquegui permettralatransmissiordu signal
en casd’activationdu BCRgraceaux motifs ITAM.Lareconnaissancele I'Ag par le BCRva
aboutir a la phosphorylationde tyrosinessituéesau niveaudesmotifs ITAM (L.D. Wangand
Clark2003).Toutcommepour le CD3du TCRle dimerelgr tgt intervient uniguementdans

la signalisatiorintra cellulaire et 'assemblagelu récepteur(Dylkeet al. 2007)(Figure?).

1.2.2rLarecombinaisonV(D)J processugde création du répertoire des

récepteursal’antigene

Commenous l'avonsvu, les TCRet les BCRprésententdes régionsvariablesqui ont pour
fonction de reconnaitre les Ag. L'existenced’'un grand nombre d’Ag différents dans
I’environnement(ou répertoire antigénique)a conduit 'organismea développerdes TCRet
desBCRres différents au niveaude leur régionvariable.On parle de répertoire de TCRou

répertoirede BCR.

r Aspet@éhétiques

Dansle but de reconnaitrespécifiqiement un grand nombre d’Ag différents, 'organismea
mis en place différents processuspour créer de la diversité au sein du répertoire des
récepteursal’Ag. Parmicesprocessuspn trouve la recombinaisorV(D)Qjui corresponda un
mécanismede réarrangementssomatiquesau sein des segmentsgéniquescodant pour les
chainesqui constituentlesrécepteursa I’Ag. Cemécanismeest communa la formation des
TCRet desBCRLessegmentgyéniquescodantles chainesdes TCRet deslg constituentdes
locus différents sur des chromosomesdifférents d’'une espécea l'autre (Tableau?2). Les
différents locus codant les chainesdes TCRet des Ig comportent a I'état non réarrangé

plusieurssegmentsgéniquesV (pour variable),D (pour diversité; retrouvé uniguementsur
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Figure 7: Structure d’un récepteur aux antigenes des lymphocytes B (ou BCR) de type IgM
membranaire

Le BCR est constitué de I'associatiog des ponts disulfures, d’'une chaine lourde H (pour
heavy) et d’'une chaine légere L (pour light). Chaque chaine est composée de 1 a 4 parties
constantes C et d’'une partie variable V qui permet la reconnaissance des antigenes. La partie
variable de la chaine Iégeére est fabriquée a partir d'un segment V et d’un segment J. La partie
variable de la chaine lourde résulte de I'assat@mn de trois segments géniques: V, D et J. Le
BCR est associé au complexe CD79a/CD79b permettant la transduction du signal responsable

de l'activation cellulaire aprés reconnaissance antigénique.
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leslocuscodantles chainedourdesdu TCRet deslg), J(pour jonction) et C(pour constant)
(Figure8). Lenombrede segmentsV, (D),Jet CchezZlHommeet la sourisestindiquédansle
tableau3 (Giudicell2004).Lespartiesvariablesdeschainedormantlesrécepteursal’Agsont
constituéesa partir d’'un segmentV, d’'un segmentD (uniquementpour les chainedourdes)
et d’un segment],tandis que la partie constanteestconstituéed’'un segmentC.Lessegments
géniquesV, D et Jsont classésn famille, d'apresleur homologiede séquence(Tableaws).
Unefamillepeut contenirdessegmentgéniquedonctionneket nonfonctionnels Lenombre
de segmentsfonctionnelsdans une famille est extrémementvariable. Par exemple chez
I’'Homme, la famille IGHV6contient un seulsegmentfonctionnelalorsque la famille IGHV3,
représentea elle seulela moitié du répertoire dessegmentggéniquesv deslg.
LarecombiraisonV(D)Xonsistea associerde maniereplusou moinsaléatoireun segmentV,
un segmentD (uniguementpour leschainedourdes)et un segment](CraigH. BassingSwat,
and Alt 2002) (Figure9A). Cette associationde segmentsva conduire a la formation de la
régionhypervariableCIR3,impliquéedansla reconnaissancepécifiquede I'Ag. Cetterégion
CDR2stconstituéede la partie 3' du segmentV, du segmentD (pour le chainelourde) et de
la partie 5’ du segmentJ (Figure9B).On estime que le processusie recombinaisoriv(D)Jet
lesprocessugiénérantla diversitéauxsitesde jonctionssontcapablegle produire 10! r10%®
Ig différentes(Schroede2006)et environ 10*° TCR r tifférents (Davisand Bjorkman1988).
Il esta noter que pour leslgil existeun autre processugjui permetd’augmenterla diversité
du répertoire d’lg, appelé hypermutation somatique. Comme dit précédemment,
I’'hnypermutation somatique est un processuspar lequel des mutations ponctuelles sont
introduites danslesrégionsvariablesdeschainedourdeset Iégéresdu BArRapresrencontre
avecun Ag(Z.Li2004).Ceprocessusntervient chezdesLBmatureset ne fera pasl’objet de

notre étude.

r Choidea2gmentsv,DetJ

Lapremiére étape qui permet de créer de la diversité au sein des répertoires TCRet BCR
résultede larecombinasonV(D)ui permetthéoriquementd’associede faconaléatoireles
différentssegmentgyéniquesEnréalité, cette associatiom’estpasaléatoire.Denombreuses
etudes ont montré I'existence de biais dans le choix des différents segments.Si les

associationsV(D)d étaient aléatoires, la fréquence d’apparition de I'ensemble des
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Chromosome

Homme Souris

TCRA 14 14
TCRB 6 7
IGH 14 12
IGK 2 6
IGL 22 16

Tableau2: Localisationchromosomiquedessegmentsgéniquescodantleschainedourdes
et [égéresqui constituent lesrécepteursa l'antigéne desLTet desLB.
Lalocalisationchromosomiquedesgénescodantleschainesdu TCRet du BCRrarieen
fonctiondesespéces.

TCRA chainealphadu TCR TCRB chainebetadu TCR IGH: chainelourde du BCR IGK:
chainelégérekappadu BCR |GL: chainelégérelambdadu TCR

D’apresGiudicelliet al 2005et http://www.imgt.org/.
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associationgossiblesseraientéquivalentes.Or, le séquencagale I'ensembledes ADNcde
TCR murins, issu de thymocytes CD4+CD8+riés, a permis de mettre en évidencedes
variationstresimportantesdansla fréquencedesdifférentescombinaisongossiblede Vt/J t
et D ¥Jt (H.Liet al. 2012).Eneffet, Liet sescollaborateursont constatéque lesfréquences
desdifférentes associationd/t gt et D t 3t fonctionnelles étaient tres disparates suggérant
ainsique lesassociationsle segmentgéniqueme seraientpasaléatoires .l a parailleursété
montré que le réarrangementdesVt dépendaitde I'associationau préalablede D tavecJt
apressélectionthymique (Cargenter et al. 2009).

De maniereintéressante desrésultats similairesont été observéspour les Ig. Eneffet, les
travaux de Raaphorstet sescollaborateursont montré que 60%des Ig retrouvéessur les
cellulesBmatureschez’HommeportaientdessegmentdDHappartenanta lafamille DXRqui
appartientala famille D3)et 14%a la famille DLR (qui appartienta lafamille D2) (Raaphorst
et al. 1997).llsont égalementconstatéque lessegmentsIH4étaient présentssur 57%desLB
alorsquelessegmentsIH5et JH6Etaient présentsa 12%.D’autresétudesont montré queles
répertoiresTCRet BCRvariaientégalementavecl’ageet le sexedesindividus(Murray et al.
2012;Rechavet al. 2015).L’ensemblale cestravauxmontrent quel'utilisation dessegments
géniqued’estpasaléatoire.Cescaracteéristiquesimilairesau seindesrépertoiresTCRet BCR
semblentavoir un intérét biologique important puisqu’il a été démontré que pour un Ag
donné, les récepteursprésententdansleur site de liaisona I'’Ag des groupesde séquences
similairesappelées«core sequences»qui sembleraientintervenir dansla reconnaissance
spécifiqguedesdifférentsagentspathogéneqTriicket al. 2015;Dashet al. 2017).
Lesmécansmesal'origine desbiaisau seindu répertoire desrécepteursal’Agsontal’heure
actuelle peu connus.Desétudesont montré que certainesassociationsv/(D)Jétaient plus
favorablement sélectionnéeslors des sélectionssubies par les lymphocytesdurant leur
développemen{Raaphorset al. 1997;Carpenteret al. 2009).D’autrestravauxont démontré
gue le remodelage chromatinien influencait le choix des segmentsgéniquesdurant la
recombinaisonV(D)J(C.R. Xu et al. 2008; Ndifon et al. 2012). Cesdifférents points seront
développédanslesparties1.2.2.4et 1.2.3.

r Mécdnistha8soléculairesde larecombinaisonV(D)J
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Figure 8: Représentation schématique des locus codant les chaines du TCR et du BCR chez

'’Homme

(figure modifiée d’apres https://basicmedicalkey.com)

A. Représentation de I'organisation des différents segments géniques des locus/ T¥eR
TCR.

B. Représentation de I'organisation des différents segments géniques des locus Ifét,Itg,

Le locus IgH comporte 9 génes constants représentant les différents isotypes d’'lg qui existent
dans I'organisme.

Les différents locus codant les chaines du TCR et des Ig comportent a I'état non réarrangé
plusieurs segments V (pour variable), D (pour diversité ; retrouvé uniquement dans les locus

codant les chaines lourdes du TCR et desJdpour jonction) et C (pour constant).
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LarecombinaisorVV(D).peut étre diviséeen 4 grandesttapesqui sontrésumeéesianslafigure
10.Ainsi,I'initiation de larecombinaisorestréaliséepar le rapprochemente deuxsegments
géniquessuividu clivagede I’ADN,d’ajoutséventuelsde nucléotidespuisde la réparationde
I’ADN. Cesdifférentes étapesde recombinaisonvont conduirea la constructiond’un locus
dont la transcription conduiraa I'expressiond’'une chaineBCRou TCRsusceptibled’étre

fonctionnelle.

Ar Initiatiorde la recombinaisonv(D)J

Leréarrangementgéniquedeschainedourdesdesrécepteursa I’Ag débute avantceluides
chainedégeres(CraigH. BassingSwat,and Alt 2002).LarecombinaisorV/(D)Jva étre dirigée
par des séquencessignalesde recombinaison(RSSyui sont situéesa I'extrémité 3’ des
segmentsV, de part et d’autre dessegmentsD et a I'extrémité 5’ dessegments] (Figurel0
étapel). CesRSSontconstituéesd’'un heptamere(deséquenceonsensu€ACAGT@) d’'un
nonamere (de séquenceconsensusACAAAAACCGEparéspar un espaceurde 23 ou 12
nucléotides(nomméesRS2B et RS A2 respectivement)Auseindu locusigH,lessegments
VHet JHposseédenthacunun RS2Balorsquelessegmentd possedenun RSSLR auniveau
de leur extrémité 5’ et 3'. Auseindu locusTCR, lessegmentsVt sontassociés un RSB,
les segmentsJt a un RSSLR et les segmentsD a un RSB a I'extrémité 3’ et un RSSIR a
I'extrémité 5’ (Craig H. Bassing,Swat, and Alt 2002). La recombinason débute par la
reconnaissancedes séquencesRSSpar des nucléasesappeléesRAGlet RAG2 (pour
Recombinatiomactivatinggene) qui vont tout d’abord rapprocherles segmentscibles.Les
protéinesRAGormentun complexestabiliséparlesprotéinesHMGB 1/2HighMobility Group
Protein) qui permettent une meilleurefixation desprotéinesRAGsur les RSSLafixation du
complexe RAGsur une RSSva aboutir a I'hybridation d’'un RSSayant un espaceurde 23
nucléotidesavec un RSSayant un espaceurde 12 nucléotides,c’est la regle du 12/23
(Tonegawd 983).Decette maniére,deuxsegmentgpossédante mémeespaceune peuvent
recombinerentre eux et larecombinaisoriV(D).Jne peut s’effectuerentre deuxsegmentsde
méme type (H. Lu et al. 2008). Lesprotéines RAGsont indispensablesa l'initiation de la
recombinaisonV(D)Jainsiqu’a la maturation deslymphocytes.Desétudesont montré que
leur mutation entraineun blocagede la différenciation deslymphocytegprovoquantainsiun

déficitimmunitairecombinésévere(DICSJMombaertset al. 1992;Shinkaket al. 1992).RAG1
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TRBV TRBD TRBJ TRBC
Total | Fonctionnel| Total | Fonctionne Total| Fonctionnel Total Fonctionnel
Homme | 64r67 4048 2 14 1213 2 2
Souris 35 2122 2 14 11 2 2
TRAV TRAJ TRAC
Total Fonctionnel Total Fonctionnel Total Fonctionnel
Homme 54 4547 61 50 1 1
Souris 98 7384 60 38 1 1
B.
IGH
IGHV IGHD IGHJ IGHC
Total Fonctionnel | Total | Fonctionnel Total Fonctionnel Total Fonctionn
Homme 1231129 3816 27 23 9 6 11 9
Souris 152 97 1720 14 4 89 89
IGL
IGLV IGLJ IGLC
Total Fonctionnel | Total| Fonctionnel Total Fonctionnel
Homme | 73r74 2933 1l 45 1l 45
Souris 8 8 3 4 23
IGK
IGKV IGKJ IGKC
Total | Fonctionnel | Total| Fonctionnel Total Fonctionnel
Homme | 76 3438 5 5 1 1
Souris 174 94 r96 4 1 1

Tableau3: Nombre de segmentsgéniquesdansleslocuscodantleschainedourdeset
légéresdu TCRt et du BCR.

A. Comparaisomlu nombrede segmentsV (variable),D (diversité),J(jonction)et C(constant)

dansleslocuscodantleschainedégeéres ret lourdes tdu TCRchezlHommeet la souris.

B. Comparaisomlu nombrede segmentsV, D, Jet Cdansleslocuscodantleschainedégéres

et lourdesdu BCRchezl'Hommeet la souris.

D’apresGiudicelliet al 2005et http://www.imgt.org/ .
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selie aux RSShybridésvia son domainede liaisonau nonaméreet sondomainecentral de
liaison a I'heptamére. Ensuite,RAG2se lie a RAG1pour former un complexequi va étre
capablede réaliserune coupure en simple brin de ’ADN entre la séquencecodante des
segmentsa réarrangeret lesRSSL activitécatalytiquede clivageest portée par RAG1RAG2
joue un réle important dansla stabilisationdu complexeet la reconnaissanceles sitesde
clivagegRoth2014).Leclivagede ’ADNengendrdaformation d’uneextrémité 3'OHlibre qui
va attaquer le brin d’ADN opposé par une réacton de transestérificationformant des
structuresen épinglea cheveuxauxextrémitésdessegmentgyeniqueset desboutsfrancsaux

extrémitésdesséquencesion codantesflanquéesparlesRSS.

B rRecrutementdu systémede réparation NHEJ

Lacassuredoublebrin de ’ADNcauséepar lesprotéinesRAGsya engendrere recrutement
du systémede réparationde TADNNHEJJpour NonHomologous€EndJoining)Brandsmaand
Gent2012)(Figurell).LesprotéinesKu70et Ku80vont sefixer au niveaudesextrémitésde
la cassurede 'ADN.Laprésene desdiméresKuvaengendrerle recrutementde deux DNAr
PKcgpour DNAdependentprotein kinase)a chaqueextrémitéde la cassurgourainsiformer
le complexe DNAPK (Singletonet al. 1999). Une fois activés, les DNAPKcsvont venir
phosphorylerXXRCCgermettantd’activerle complexede ligation XRCC4/Ligad$¥ (Critchlow,
Bowater,and Jacksor1997; Sharmaet al. 2016)qui s’associ& la protéine XLHpour XRCC4
like factor) (Ahnesorg Smith,and Jacksor2006)afin de permettre, dansun premiertemps,
de joindre les bouts francsde la séquencenon codante pour former une boucle d’excision
(Malu et al. 2012).Lesstructuresen épinglea cheveuxgéréréesau niveaudes extrémités
codantesvont étre prisesen chargepar le complexeArtemis/DNAPK(Figurel0 étape2) (Ma
et al. 2002; Goodarziet al. 2006).Artemisa une activité exonucléases’ A3’ et une activité
endonucléasdorsqu’ilest coupléau complexe DNAPK(Schlisse2002).Ellevaainsicliverles
structuresen épinglesa cheveuxcréantdesséquencegalindromiques(Ma et al. 2002) qui
vont conduire a I'ajout de nucléotidesau niveaudesjonctionsV D et D 8 pour les chaines
lourdeset de lajonctionV dpour leschainedégeresll a été montré qu’Artémisestun acteur
clépour cette étape.Eneffet, desétudesont montré quela mutation d’Artemisestretrouvée
chezdes patients souffrant du syndromeDICYdéficit immunitaire combinésévere)qui est

une maladie héréditaire rare caractériséepar un affaiblissementdu taux de LBet de LT
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A.

TRAV TRAJ TRBV TRBD TRBJ
Humain 41 61 30 2 2
(TRAVRVA41) | (TRAJRJ61) (TRBVERV30) | (TRADEtD2) | (TRAJEtJ2)
Souris 23 61 31 2 2
(TRAVEV23) | (TRAJRJ61)| (TRBVAV3L) | (TRADEtD2) | (TRAJELJ2)
B.
M (CHV____(GHD_____IGHJ |
Humain ! ! °
(IGHV1aV7) | (IGHD1aD7) | (IGHJ}J6)
Souris 16 ° 4
(IGHV1aV16) | (IGHD1aD6) | (IGHJ]J4)

. 7 5 11 7
H
umain’ ekvav?) | (1GKIBJ5) | (IGLVEAVIL)| (GLIRJT)
. 20 5 3 4
Souris R N N 8
(IGKVRV20) | (IGKJRJ5)| (IGLVRAV3) | (IGLIRJA)

Tableaud: Répartition enfamillesdessegmentsV, D et Jcodantleschainedourdeset
légéresdu TCR t et du BCR.

A.Nombrede famillesde segmentsV, D et Jcodantleschainedégéres ret lourdes tdu TCR

chezI’'Hommeet la souris

B.Nombrede famillesde segmentsV, D et Jcodantleschainedégéreset lourdesdu BCRehez

'’Hommeet la souris

Entreparenthesesstsignaléd’'appellationdonnéeauxdifférentesfamillesde segments.

D’apresGiudicelliet al 2005et http://www.imgt.org/ .
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favorisantla survenued’infectionsopportunistesgraveset récurrentes(Moshouset al. 2001,

Dalaland Tasher2012).

Cr Créatiode la diversitéde jonction

La coupure des structures en épinglespar Artemis va permettre a une autre protéine,
exprimée spécifiqguement par les lymphocytes, d’intervenir, la TdT (pour terminal
deoxynucleotidytransferase)Figurel0 étape 3). TdTest une ADNpolymérasequi interagit
aveclesprotéinesKuau niveaude sondomaineBRCTpour BRCAL Terminus)Mahajanet
al.1999)et ajoute de maniére aléatoiredesnucléotidesauxextrémités3’ libresdesséquences
codantes. Ces nucléotides non génomiquessont appelés N nucléotides. Cette addition
nucléotidiqueauxextrémitésdesséquencesodantesaugmenteadiversitédurépertoire TCR
et BCRUne étude a montré que dessourisknockout pour TdTprésentaientune diminution
deladiversitédu TCRI'environdixfoisparrapportauxsouriscontroles(Cabaniolet al. 2001)
Cerésultatmontre 'importancedel'additionde N nucléotidesparla TdTpourlacréationd’'un
répertoire TCRliversifié.L’activitéde TdTest visble au niveaudesjonctionsV D et D dde la
chaine t aingu’au niveaude la jonction Vdde la chaine ™du TCRméme si son activité
diminuefortementlorsdu réarrangemente la chaine r(Cabaniol®t al. 2001).Enrevanche
TdT n’agit pas au niveau des joncions des chaineslégéeresdes Ig, 'enzyme intervient
uniguementauniveaudesjonctionsV Det D ddelachaineourdedesig(Benedicet al. 2000).
Globalement]es activitésdesenzymesRAG Artémiset TdTvont permettre d’augmenterla
diversité au niveau des jonctions entre segmentsgénigues,permettant ainsi de créer un
répertoire naif de réecepteursal’Agdéjatrés diversifié.

Enrevanche,l estimportant de soulignergu’en raisonde la nature imprécisedesenzymes
intervenant dans ce processus,il est susceptiblede produire des chainesTCR/BCRion
fonctionnelles.Eneffet, I'activité méme desenzymesRAG Artemiset TdT,qui aboutit a la
délétionou al'insertionde nucléotidesau niveaudesjonctions,peut conduiredansdeuxtiers
descasa un décalagedu cadrede lecture (Malu et al. 2012).Cedécalagedu cadrede lecture
est susceptibled’engendrer I'apparition d’'un codon stop prématuré ou de modifier la
séquenceen acideaminé desrégionsconstantesaboutissantainsia la synthesede chaines

nonfonctionnelles.
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Figure 9: Schéma de la recombinaison V(D)J et du transcrit final d’'une chaine lourde de
récepteur a l'antigéne.

A. Recombinaison V(D)J de la chaine lourde du TCR (schéma de gauche) et de la chaine lourde
du BCR (schéma de droite). La chaine lourde est la premiere chaine a étre réarrangée lors de
la lymphopoiése. La recombinaison débute par I'association aléatoire d'un segment D (pour
diversité) avec un segment J (pour jonction). 8egment V (pour variable) est ensuite associé
aléatoirement a I'ensemble DJ pour former la i@ variable du récepteur (PV). Le transcrit
synthétisé lors de la recombinaison V(D)J espond a I'association des segments recombinés
VrDrJ et contient également le segment C qui compose la partie constante (PC) du récepteur.
La traduction de 'ARN messager génere la chaine lourde du récepteur. Les étapes sont
identiques pour la recombinaison des chaines légéres sauf qu'il n'y a pas de segment D.

B. Représentation des régions hypervariables CDR1, 2 et 3 d'une chaine lourde de récepteur a
I'Ag. La partie variable contient trois régienhypervariables CDR, aussi appelées régions
déterminant la complémentarité, séparées par des régions dites « framework » (FR1 a 4) ou

région charpente qui permettent un maintien de la structure.
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D r Finalisatiode la réparation desbrinsd’ADNet expressiordesrécepteursa I'antigene

LarecombinaisorV(D)J setermine par le recrutementd’une polymérasede la famille despol
Xsuivisdu complexede ligation XRCC®NAIligaselV pour finaliserla ligation dessegments
géniquesV, D (pourleschainedourdes)et J(Figue 10 étape4).

LesegmentCcodantlapartie constantedesrécepteursestassocigar épissagauxsegments
géniquesen dehorsdu processusie recombinaisonPourle BCR|esdeuxpremiersgenesC
transcritssont C... dansla majorité descas,et Cwplusrarementdu fait de leur localisation
sur le locuslgHen avaldes segmentsIH(Figure8). Ceciimplique que les premiersisotypes
expriméssurle LBsontlesIlgM en majorité et leslgDplusrarement(Geisbergerl.amersand
Achatz2006).Lesautresisotypesserontexprimésaprésrencontreavecl’Agpar le processus

de commutation de classgKrackemand Radbruct2004).

r Régula?i@aé la recombinaisonV(D)J

Méme sila recombinaisonv(D)Jest un mécanismeessentielassurantia miseen placedu Sl
adaptatif et de la diversité des récepteursantigéniques,l reste cependantun mécanisme
potentiellementdangereuxen raison de la générationde cassuresloublebrinsde ’ADN.Les
défautsde la recombinaisoriv(D)Jsont a I'origine d'un large éventailde maladiesallant des
déficitsimmunitairesal’apparitionde lymphomegCraigH. BassingSwat,and Alt 2002).Dans
le but d’éviter au mieux les erreurs liées au processusde recombinason V(D)J,il existe

différentsniveauxde régulation.

Ar Régle2/23 et séquencefRRSS

La recombinaisonV(D)Jest un processusfinement régulé. En effet, il existe différents
mécanismesjui vontinfluencerle recrutementdesprotéinesRAG®t leur activité.Lepremier
niveau de régulation de la recombinaisonV(D)Jest lié a la régle 12/23 de Tonegawaqui

impliquequeseulsdeuxsegmentsayantdesRS$lifférentes(espacende 12et 23 pb) peuvent
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Figure 10: Représentation schématique des différentes étapes de la recombinaison V(D)J.

Le processus de recombinaison V(D)J fait intervenir des séquences appelées ‘séquences
signales de recombinaison’ ou RSS situées au niveau de I'extrémité 3’ des segments V, de part
et d’autre des segments D et a I'extrémité 5’ des segments J. Ces derniéres sont constituées
d’'un heptamere et d’'un nonameére séparés par un espaceur de 23 (RSS 23) ou 12 nucléotides
(RSS 12). Les protéines RAG 1 et RAG 2 vont réaliser une coupure simple brin de 'ADN entre la
séquence codante des segments a réarranger et les heptameres deslRSSefte coupure
engendre la formation d'une extrémité 3'OH libre qui participe a la réaction de trans
estérification sur le brin opposé et forme ainsi des structures en épingle a cheveux aux
extrémités des segments et des bouts francs au niveau des RSS. La cassure double brin de
I’ADN causée par les protéines RAGs induit le recrutement du systeme de réparation de '’ADN
NHEJ (pour Non Homologous End Joining). Artemis est recrutée et coupe les structures en
épingles a cheveux créant ainsi des séquences palindromiques liB)e€suite, intervient

I’ADN polymérase TdT qui catalyse I'addition aléatoire de nucléotides aux extrémités 3’ libres
des segments3). Le systéme NHEJ recrute ensuite des polymérases de la famille des pol X
suivis du complexe de ligation XRCGONA ligase IV pour finaliser le réarrangement en liant les
segments codant entre eux {4
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étre réarrangés(Tonegawal 983). Cette restriction permet de prévenirles réarrangements
aberrantsen forcant la reconnaissancee deuxsegmentsyéniquescompatibles Cependant
la régle 12/23 n'est pasa elle seuleresponsabledu choix correct des segmentsgéniquesa
recombiner.Eneffet, I'étude du réarrangement’un mini tocustransgéniquejntroduit dans
descellulesnon lymphoides et composéd’'un segmentVt associéa un RSB, un segment
D tassociéaun RSS2 en 5’ et un segmentJt égalementassociéa un RSSL2, a montre que
la RSSIR du D t, et non la RSSLR du Jt, était capabled’effectuerun réarrangementavecla
RS2BduV t malgrélacompatibilitéaveclaregle12/23entrelessegments/t et Jt (Sleckman
et al. 2000;C.H.Bassingt al. 2000).Cesétudesont misen évidenceun niveaude régulation
supplémentairelarestrictionB12/23(pour Beyondl12/23) qui assurd’utilisation du segment
géniqueD lors du réarrangementdes chaineslourdes des récepteursaux antigenes.Cette
régulationestliée ala séquencanémedesRSSplusparticulierementdesnonameressitués
auniveau5’ dessegmentd et de leursespaceursgont la modificationpartielle ou totale des
séquencegngendreunediminutionvoire uneabolitiondu réarrangenent entre lessegments
Det V(Hughest al. 2003).Deplus,il a été montré qu’'unemutation au niveaudesRS®u au
niveaudesespaceurengendreune altération de I'activité de clivagede 'ADNpar lesRAGs
dueaunealtérationdel'interactionRAGADN(Olaruet al. 2004), montrant ainsil’importance
des séquencesnucléotidiquesdes RSS Cependant,il est important de noter que cette
reconnaissancepeut étre erronée par des séquencesRSScryptiques (ou cRSS)qui
correspondenta des séquencesi’ADNprochesdes séquenceRSSauthentiques.CescRSS,
associéea desoncogene®u desgenessuppresseursle tumeur,vont étre reconnuegparles
protéinesRAGsaboutissantainsia une recombinaisorillégitime,responsableale la survenue

de certainslymphomeg(Papaemmanuit al. 2014;Roth2014).

Br RégulatiotranscriptionnelledesprotéinesRAGs

Les protéines RAGssont des facteurs hautement régulés au cours du développement
lymphocytairece qui constitueune autre lignede régulationde larecombnaison.Eneffet, les
protéines RAGssont exprimées de facon différentielle durant le développementdes
lymphocytesLetauxdetranscriptiondesRAG®stélevédurantle réarrangementleschaines
constituantle TCRet le BCRmaisdiminuelorsquele processusie recomhinaisonestterminé

(Nagaoka,Yu,and Nussenzwei@000).1l a égalementété montré que les protéines RAGs
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Cassuraloublebrin

D’apresBrandsma andsent2012

Figure 11: Intervention du systeme de réparation NHEJ lors de la recombinaison V(D)J

La cassure double brin de I'ADN générée par les protéines RAGs engendre le recrutement du
systeme de réparation NHEJ. Ce systeme débute par la fixation de deux protéines, Ku70 et
Ku80, au niveau des extrémités de la cassure de 'ADN permettant de les protéger. La
présence des diméres Ku va engendrer le recrutement de deux EPKEs (pour DNA
dependent protein kinase) a chaque extrémité de la cassure qui vont activer le complexe de
ligation XRCC4/Ligase IV et le recrutement de la protéine XLF (pour Xi&d4ctor) afin de
permettre la ligature des extrémités. Les structures en épingle a cheveux générées au niveau
des extrémités codantes vont étre priseen charge par le complexe Artemis/DNA rPK qui va
cliver ces structures. Le recrutement d'une polymérase de la famille des pol X suivi du

complexe de ligation XRC@ANA ligase IV permet de finaliser la ligation des extrémités d’ADN.
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étaientexpriméedifféeremmentdurantle cyclecellulairepour éviter d'insérerdesmutations
dans ’ADN qui pourraient étre déléteresa I'organisme.C’est pourquoi I'expressiondes
protéines RAGsest élevée durant la phase GO/G1 (phasede quiescence/croissancdes
cellules)avantde fortement diminuer (de 5 et 20 fois pour RAGlet RAG2respectvement)
avantl'entrée descellulesen phaseS (duplicationdu génome)jusqu’enphaseM (division
cellulaire)(LinandDesiderial994).Deplus,différentsacteursimpliquésdanslarégulationde
I'expressiondes RAGsont été décrits dansla littérature. Parmieux se trouve un élément
régulateurdu locusRAGnommeé Erag.Eragest activé uniquementdansles cellulesB et sa
délétionentraineun blocagedu développementescellulesBaustadepro B(Hsuet al. 2003).
Eragactivele promoteurde RAG1/2et permetleur expressionorsde lalymphopoieseB. Un
autre élémentrégulateur,activantle promoteur de RAG2nommé D3, a été décrit pour étre
actif danstoutes les celluleslymphoideset possédede nombreuxsitesde liaisonpour des
facteursde transcriptionlymphoidegels que Lyfd et C/EBRX.C.Weiet al. 2002).D’autres
élémentsrégulateursen cis ont été identifiés tels qu’ASHpour « anti-silencing element »)
trouvéuniquementdanslesLTet Eptrouvé uniqguementdanslesLB(Kuoand Schlisse2009).

Cesélémentsrégulateurdimitent doncl’expressiordesprotéinesRAGauxlymphocytes.

Cr Accessibilittu locuset remodelagede la chromatine

Dansla cellule, 'ADN est présent sous forme de chromatine, c’estadire d’ADN et de
protéines qui lui sont associéesLa compacton de I'’ADN sousforme de chromatine est
permisegraceauxcomplexesistones Ceuxcisontcomposésie 8 sousunitéscorrespondant
a 4 histonesdifférents présentsen 2 exemplaireschacun(H2A,H2B,H3 et H4).L’association
histonesADNest stabiliséepar I'histone linker H1 (Figurel2 A) (Fillgrabe Haji, and Joseph
2010; Henikoff 2008), 'ensembleformant le nucléosome.Leshistonesont une structure
centraleglobulairepar laguelleils interagissenentre eux, tandisque leursextrémitésN et C
terminales,aussiappeléesqueuesd’histones,sont libres. Cesderniéressont soumisesa de
nombreusesmodificationspost traductionnelles(acétylation,méthylation, phosphorylation
et ubiquitination) mais la majorité de ces modifications sont situées sur les queuesNr
terminales des histones (Spivakovand Fisher2007; Shukla,Vaissiere,and Herceg2008).
L’ensemblede cesmodificationsforme le code histone qui intervient dansla régulationdu

degré de compaction de la chromatine pour aboutir a I'état actif ou répressif de la
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Figure 12: Représentation schématique d’'un nucléosome et exemples de modifications
post rtraductionnelles des histones

A. Représentation schématique d’'un nucléosome composé de 8 songés de 4 histones
différents, H2A, H2B, H3 et H4. L'association historf&3N est stabilisée par I'histone linker
H1. Les histones ont une structure centrale globulaire par laquelle ils interagissent entre eux,
tandis que leurs extrémités N et C terminales sont libres.

B. Schéma des principales modifications péstductionnelles des histones retrouvées sur le
locus IgH et décrites comme intervenant dans la régulation de la recombinaison V(D)J.
Le locus IgH se compose de trois structures mrdbucles en forme de rosette distinctes dans
les cellules B précoces. Au cours de la différentiation cellulaire, ces structures se compactent
sur ellesrmémes, notamment grace a la régulation du remodelage de la chromatiades
modifications postraductionnelles des histones, permettant ainsi un rapprochement des

régions du locus les plus éloignées durant le processus de recombinaison V(D)J.
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transcription (Lennartssorand Ekwall2009). Certainesde ces modificationssont connues
comme étant des marquesrépressivesde la transcription comme la tri méthylation de la
lysine27 de'histoneH3et d’autrescommedesmarquesactivesde la transcriptioncommela
tri méthylationde lalysine4 de I'histoneH3(Lennartssomnd Ekwal2009).Cesmodifications
sontégalementdessignauxnécessaireaurecrutementde complexegprotéiqueset jouentle
rbéle de plateformepour cesderniers(Marifio Ramirezt al. 2005;Huet al. 2018).Dansle cas
delarecombinaisorV(D)Jlarégulationde la structure chromatinienneparticipenotamment
aurapprochementdesrégionsdulocuslespluséloignéegBossenManssonandMurre 2012)
et lesmodificationspost traductionnellesont été associéesu choixdessegmentdorsde la
recombinaisonC.R. Xu et al. 2008; Subrahmanyanet al. 2012) (Figurel2 B). De plus, des
études ont montré que les modifications post traductionnellesdes histonesinfluencaient
I'accessibilitédes protéinesRAGsur le locusa recombiner.Matthews et sescollaborateurs
ont montré quel’initiation de larecombinaisorV(D) tait permisegracea lareconnaissance
delatri méthylationde la lysine4 de I'histone H3 (H3K4me3yia le motif en doigt de zincde
la protéine RAGZMatthewset al. 2007).Uneautre étude a montré que I'évictiontransitoire
deshistonesH2Aet H2Bau niveaudessegmentscodantleschainedégeresdesig, permettait
aux RSSJ’étre découvertset d’étre reconnuspar les protéines RAG,autorisant ainsi ces
derniéresa débuterleur activité nucléasiqugBevingtonand Boyes2013)(Figurel2 B).
Lastructure de la chromatinepeut égalementétre réguléepar la méthylationde 'ADN.La
méthylationde 'ADNest essentiellementissociéex une répressiontranscriptionnelle Cette
modification consisteen l'ajout de groupementsméthyl au niveau des basescytosines,
préférentiellementlocaliséesdans des régionsriches en GC (régionsde plus de 200 bp
comprenantau moins 50%de basesGC),appeléesilots CpGa. Laméthylation de 'ADN est
differemment régulée lors de la recombinaisonV(D)J.En effet, il a été montré qu’avant
I'initiation de la recombinaisonV(D)JJes segmentsDHet JHdeslg sort méthyléspour étre
ensuitedémeéthylédorsdeleur réarrangemen{Selimyaret al. 2013).Leproduit DHdHformeé
est égalementdéméthylédurant le processugle recombinaisonjui permettant ainsid’étre
réarrangéavecun segmentVH. De plus, la méthylation de I’ADN participe activementa la
régulationdu processusle recombnaisonV(D)Juisqu’ila été montré quela méthylationde
I'heptameéredesRS$nhibel'activité de clivagedu complexeRAG1/RAG@NakaseTakahama,

and Akamatsw2003).Ceciest notammentd( a la reconnaissancde mCpGpar les protéines
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MBD (methyl CpGbindingdomain)qui bloquentl’interactiondesRAGsaveclesRSSAinsiles

modificationsde la chromatinevont influencerfortementlarecombinaisorV(D)J.

D r Exclusiailélique

Ala surfacede chaquelymphocyteest expriméun récepteurspécifiqueet unique.Decefait,
les chaineslourdes et Iégeresdes récepteursTCRet BCRsont produits a partir d’'un seul
chromosome.Ce phénomeneest assurépar le mécanismed'exclusionallélique. Il a été
montré que le choix de I'allele soumis a la recombinaisonV(D)Jn’est pas lié a l'origine
maternelou paterneldel’allele,éliminantainsil'empreintegénomiqueentant querégulateur
potentiel pour ce processugtroitement régulé (Gebertet al. 2017).Lorsdu réarrangement
deschainedourdes,une premiérerecombinaisoresttentée surl'un desdeuxchromosomes
prisau hasard.Silarecombinaisorestréussie c'esta dire siune chainelourde fonctionnelle
estsynthétisée Je secondchromosomene serapasrecombinéet ne serapasexprimé. Siau
contraire,latentative de recombinaisorconduitala synthésed’une chainenonfonctionnelle,
une nouvellerecombinaisoresttentée surl'autre chromosome Sice dernierréarrangement
conduit a nouveaua un produit non fonctionnel, le lymphocytemourra par apoptose.En
revanchesile réarrangementestproductif, la cellulerecoit un signalde survie,prolifére et le
mémesceénariosereproduiraavecleschromosomegodantleschainedégeres Ceprocessus
est en fait permis par la diminution et I'accessibilitédes protéines RAGsur le deuxieme
chromosomeempéchantainsi la recombinaisonV(D)Jde redémarer (Brady, Steinel,and
Bassin@010).

L’exclusiorallélique permet donc a chaquelymphocytede possédera leur surfaceun seul
type de récepteur exprimé en plusieurs exemplaires(c’esta dire que les lymphocytes
exprimentplusieursrécepteursayantune chainelourde et une chainelégéreidentique).Ceci
a effectivementété montré pourlesLTqui exprimentaleur surfacedesTCRormésd'un seu
réarrangementproductif de la chaine t (Casan®taal. 1991). En revanche,l'exclusion
alléliquelorsdelarecombinaisorde lachaine me semblepasétre aussiprécisepuisqueplus
d’1/3 desLTpériphériquesexprimeraienta leur surfacedeux TCRdifférents, associantune
méme chahe t @euxchaines difféerentessuite a la recombinaisondes deux alléles r

(Padovaret al. 1993;Alam,Crispe and Gascoignd. 995).
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Il est intéressantde soulignerque pour les LB, qui peuvent exprimer différentes classes
d'immunoglobulinesou isotypes,il existeun phénomeéne appelél'exclusionisotypique,qui
permeta chaquelLBd’exprimerdesBCRormésd’un seultype de chainelégere(chaine Nou

O ainsiqued’un seultype de classeou sous classede chainelourde.

1.2.3rOrigineet maturation deslymphocytes

1.2.3.1r Originembryonnairedeslymphocytes

Le développementdes cellulessoucheshématopoiéetique§ CSHrhez'lHommeet la souris

débute dansle sacvitellin a partir du 16°™ et du 7°™¢ jour de vie foetale respectivementLes

cellules souches hématopoiétiques apparaissent ensuite dans I'aorte dorsale de la région
Aorte-Gonades-Mésonéphros (AGM) au 11éme jo ur de développement chez la souris (E.
Taylor, Taoudi, and Medvinsky 2010) et entre le 27éme et le 42éme jour de développement

chez 'Homme (Tavian et al. 2010). Le sac vitellin et 'AGM sont a l'origine de lignées
cellulaires du sang différentes. En effet, les précurseur s du sac vitellin généreraient des
érythrocytes, des cellules myéloides et des cell ules NK alors que les  progéniteurs de la
région AGM généreraient a la fois des cellules B et des cellules T (Grzywacz, Miller, and

Verneris 2010). Les précurseurs hématopoiétiques vont ensuite coloniserle foie foetal a
partir du 23 jour de grossess&hezl’'Hommeet du 10°™ jour de gestationchezla souris
(Houssaintl981; FontainePeruset al. 1981; Tavianand Péault2005).LesCSHvont ensuite
migrerversla moelle osseuse partir de la 11°™ semainechezl’Hommeet a partir du 17°™¢
jour embryonnairechezla souris (Chotinantakuland Leeanansaksir2012). C'estdans la
moelleosseuseju’auralieu duranttoute lavie de l'individu, la maturationdeslymphocytesB
naifs.

A partir de la 9°™e semaineembryonnairechez’Homme(Hayneset al. 1988)et du 12°™e jour
de gestationpourla souris,lesprécurseurgdescellulesT,ou pro thymocytesmigrentdansle
thymus via la circulation sanguine(Amagai,ltoi, and Kondo 1995). La migration des pror
thymocytesde la moelle osseuseversle thymusest permisegracea deschémokinegelles
gueCXCL1et CCL28ontlesrécepteurssontsous’influencedesprotéineskinases]AKJanus
Kinase)Soldevileet al. 2004).Cescellulesfiniront leur maturationa l'intérieur du thymuset

conduironta la productiondescellulesmaturesT naives.
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Figure 13: Représentation schématique de I'hématopoiése

L’hématopoiése correspond au développement de I'ensemble des cellules sanguines. Au cours

de 'hématopoiése, les cellules souches héomiiétiques se différencient en deux types de

progéniteurs, les progéniteurs myéloides et les progéniteurs lymphoides. Les progéniteurs

myéloides sont a lorigines des érythrocytes, des autres leucocytes (neutrophiles,

macrophages, basophiles et éonisophiles) et des plaquettes. Quant aux progéniteurs

lymphoides, ils donnent naissance aux cellules natural killer (NK) et aux lymphocytes T (LT) et

B (LB). Seules les NK et les LB continueront leur maturation au sein de la moelle osseuse. En

revanche pour les cellules T, les précurseurs (pLT ourgngmocytes) provenant des

progéniteurs lymphoides, vont quitter la moelle osseuse pour rejoindre le thymus ou ils

finiront leur maturation pour donner des lymphocytes T matures.
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1.2.3.2r Lieu de développementdes lymphocytes : Organeslymphoides

primaires

LeslymphocytesT et B acquierentleurs fonctions effectricesdansles organeslymphoides
primairesavantderejoindrelesorganedymphoidesecondaireslanslesquelsisvontexercer
leur pouvoirde défensecontre lespathogenesLesorganedymphoidesprimaires(OLP)ont
composéde la moelle osseusedu thymusainsique du foie foetal durant le développement
embryonnaire(Figure2). Danscesorganes/eslymphocytesproliférent et se différencienta
partir desprogéniteurslymphoidesdansle but d’acquérirleurimmunocompétencest d’étre
capablede reconnaitreles Ag (Hiroseet al. 2002).Le processugie maturation dansles OLP
estappelélymphopoiéselesprogéniteursymphocytairesontissusdesCSHrésntesdans
la moelle osseuseCesprogéniteursvont ensuitese différencieren LBou en LT.Dansle cas
desLT lalymphopoieses’effectueau seindu thymustandisque pourlesLB lalymphopoiese
s’effectuedansla moelleosseuseSuitea leur maturationdanslesOLPJeslymphocytesvont
migrer vers les organeslymphoidessecondaire{OLS)ia la circulation sanguine(Stevens,

WeissmanandButcher1982).

Ar Lanoelleosseuse

Lamoelleosseuseseprésentesousdeuxformes,lamoellerougeet lamoellejaune.Lamoelle
rougesitue danslesosplats(cbtes,vertébres bassingtc) et dansla partie épiphysairedesos
longs. Le r6le majeur de la moelle rouge est la production des cellules sanguines,ou
hématopoiesea partir descellulessoucheshématopoiétiguegCSH)Lamoellejaunesesitue
guantaelle al'intérieur desoslongsau seinde la cavité médullaire.Elleest essentiellement
composédl’adipocytesAvecl'age,la moellejauneremplacepeu a peula moellerougemais
son role est encore peu connu (Prabhakar Ershler,and Longo 2009). La moelle osseuse
renferme un microenvironnementmédullaire constitué d’'un ensemble de cellules non
hématopoiétiguesommedesadipocytesdesostéoblastesdesostéoclastest descellules
endothéliales Cemicroenvironnementest organisésousforme de nicheshématopoiétiques
a l'intérieur desquelsse déroulelesdifférentesétapesde maturation descellulessanguines
(Isernand MéndezfFerrer 2011). Cesnichesassurentla maintenanceet la réguation des
fonctionsdescellulessouchesgracea la sécrétionpar les cellulesstromalesde facteursde

croissanceou cytokinesessentielsau développementdes CSH.ommela chimiokineCXCL12
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Figure 14: Organisation générale d'un lobule thymique

Les lobules sont séparés par des travées conjonctives. lls contiennent deux zones, le cortex en
périphérie qui contient des petits thymocytes immatures dans une trame de cellules
épithéliales et la médulla au centre qui contient des thymocytes matures dans un réseau

moins dense de cellules épithéliales et de cellules dendritiques.
D’aprésBerrinAknin et al, 1999
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(ou SDHL. pour « stromalcellderivedfactor 1 ») sécrétéepar lescellulesstromales,qui vase
lier au récepteurCXCRgrésenta la surfacedes CSHet jouer un réle dansla rétention et la
différentiation desprogéniteurshématopoiétiquegPanaronandWu 2013;Nagasaw2015).
Au cours de I'hnématopoiese,les CSHse différencient en deux types de progéniteurs,les
progéniteurslymphoidesgui donnerontapresmaturation les cellulesNK,leslymphocytesT
et Bet lesprogéniteursmyéloidegqui sontal’originesdesérythrocytes desautresleucocytes
(granulocytesmonocytes,macrophagesgt desplaquettes(Figurel3). Au seinde la moelle
osseusea lieu la maturation deslymphocytesB qui se développenta partir desprécurseurs
lymphoidescommuns.Enrevanchepour lescellules T, les précurseurgou pré thymocytes),
vont quitter la moelle osseusepour rejoindre le thymusou ils finiront leur maturation pour

donnerdeslymphocytesl matures(Sambandanet al. 2008).

Br Léhymus

Lethymusestuneglandeendocrinesituéedansla partie supérieureduthorax.Che2’Homme,
le thymus est complétementformé a la naissancealors que chezla souris sa structure
définitive n’estatteinte que versla 4emesemaineapresla naissancell est constituéde deux
lobesreliésentre euxpar du tissuconjonctifet chacundivisésen lobules(Figurel4).Lapartie
périphérique constitue le cortex et la partie interne constitue la médulla (Figure 14). La
maturation descellulesT débute dansle cortex et setermine dansla médullaavantque les
cellules matures rejoignent la circulation sanguine (BerrinAknin and Eymard 1999). La
migration cortexmedulla des cellulesT en développementest notamment permisevia le
récepteurde chimiokineCCR7présentaleur surface quiselie auxmoléculesCCL1@t CCL21

sécrétégpar lescellulesstromalesdu thymus(Uenoet al. 2004).

1.2.3.3r LiymphopoieseT

Ar Lestadesde développement

DurantlalymphopoiéseT, lescellulesvont acquériret perdre certainsmarqueursde surface,
cequirend possibleleur distinctionau coursdu développementLesprogéniteursT (ou prér
thymocytesksontissusdu mémeprogéniteurcommunal’originedescellulesBet siegentdonc

auseinde lamoelleosseusevantde rejoindrela partie corticaledu thymusou sedéroulera
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Figure 15: Représentation schématique de la lymphopoiése T.

A. Lalymphopoiese T est la maturation, a partir de cellules souches hématopoiétiques, des LT
helper CD4+ et des LT cytotoxiques CD8+. Les précurseurs T vont se différencier en cellules
doubles négatives (DN) pour les marqueurs CD4 et CD8 ou débute la recombinaison V(D)J de
la chainet du TCR. La chainé va s’associer avec une pseudo chaimejui sera ensuite
remplacée par une vraie chaine Ces cellules vont ensuite se différencier en cellules doubles
positives (DP) pour les marqueurs CD4 et CD8. A ce stade, le réarrangement de la chaine
Iégere est terminé et le TCR est mature. Au cours de la derniére étape de maturation, les
cellules vont exprimer I'un ou l'autre des marqueurs CD4/CD8, elles sont alors au stade simple
positif CD4+ ou simple positif CD8+ (SP) et vont rejoindre la circulation périphérique.

B. Au cours de la lymphopoiése, les progéniteurs T provenant de la moelle osseuse arrivent
dans le thymus au niveau de la partie corticali& la circulation sanguine. Les progéniteurs se
différencient en cellules DN ou va s’effectuer tesélection permettant de sélectionner les LT
avec une chaind fonctionnelle. Les cellules DN passanttlaélection se différencient ensuite

en cellules DP qui vont étre soumises a la sélection positive. Cette derniére consiste a
sélectionner les cellules T capables de reconnaitre les molécules du CMH a la surface des
cellules épithéliales corticales thymiques (cTEC) qui sont associées a un peptide du soi. Les
cellules DP survivantes vont ensuite rejoindre la partie médullaire du thymus et vont cette fois
subir la sélection négative. Cette sélection négative fait intervenir les cellules épithéliales
médullaires thymiques (MTEC) et les cellules dendritiques (DC) qui vont présenter aux LT des
antigénes du soi afin qu’ils acquiérent la tolérance késvis du soi. Au final, seulement 5% des
cellules T en développement passeront 'ensemble des sélections thymiques et deviendront
des cellules matures SP qui quitteront ensuite le thymus pour rejoindre les organes
lymphoides secondairesala circulation sanguine.
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I'ensemble des étapes de maturation des LT. Cesprogéniteurs T vont tout d’abord se
différentier en cellules dites double négatives (DN) Cette appellation fait référence a
I'absence d’expressiondes protéines membranairesCD4 et CD8.C’esta ce stade que
s’effectuela recombinaisorV(D)Xeschainedourdeset Iégeresdu TCRLescellulesDNvont

ensuitesedifférencieren cellulesdouble positives(DP)pourlesmarqueursCD4et CD8Entre
le stadeDNet DP,lescellulesT vont exprimertransitoirementle marqueurCD8cescellules
sont alorsappeléescellulesimmatures simplespositives CD8ou ISP8(Tanet al. 2011).Les
cellulesDPvont ensuite migrer versla zone médullaire du thymus pour donner les cellules
matures simplespositives (SP)qui vont exprimera leur surfaceun desdeuxco récepteurs
CD4(SP4pu CD8(SP8)Figurel5 A et B).Cettetransition corticomédullaireest permisepar

I'interaction du récepteur CCR%&t de sesligandsCCL1%t CCL2Isécrétéspar les cellules
stromalesduthymus(Uenoet al. 2004)ainsique par'interactionde laprotéineplexinDlavec
sonligand,semaphorin3Efortement expriméau niveaude la zonemédullairedu thymus(Y.
I. Choiet al. 2008).LescellulesSPvont ensuitequitter le thymuspour rejoindre lesorganes
lymphoidessecondairewia la circulationsanguine LescellulessimplespositivesCD4sont &

I'originedesLThet lescellulessimplespositivesCD8sontal'originedesLTc.

Br Lesouspopulationsdoublesnégativeset I'évolution de leur phénotypeau coursde la
lymphopoieseT

LescellulesDNpeuventétre subdiviséegn quatre grandessouspopulationscellulaireg DN1
a DN4),différenciablesgracea I'expressiondes marqueursCD25(récepteura I'lL2) et CD44
(impliguédansla migrationet la différenciationcellulaire)(Foger Marhaba,and Z61ler2000).
Latransition DN1DNZ2 est visualiséepar I'expressiondu récepteura I'lL2 impliqué dansla
proliférationet la protection contre 'apoptosedescellulesDN(Conget al. 2016).Lescellules
DN1(CD44+/CD2%et DN2(CD44+/CD25<pnstituentlescellulespro i qui sedifférencient
ensuiteen cellulesDN3(CD44/CD25+)puisDN4(CD44/€D25) constituantlescellulespré il.
Parailleurs,chaguesouspopulationnégativepeut étre subdiviséeen differentssousgroupes
de cellulesDNen fonction de I'expressiorde différents marqueurs Eneffet, lescellulesDN1
peuventétre subdiviséegn5 sousgroupeg DN1aa DN1le)knfonctiondu niveaud’expression
de ckit et CD24 DN1a(c kit7CD24), DN1b (c kit7CD24), DN1c(c kit"yCD24), DN1d(cr
kit7CD24) et DN1e(c kit7CD24). LescellulesDN1aet DN1bdonnentnaissanceauxcellules
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TalorsquelescellulesDN1cd et e donnentnaissancea descellulesnon TcommelesNKet
lesDCghymiques(Braunsteirmnd Andersor2012).ParmilescellulesDN2sedistinguentdeux
sousgroupesDN2a(Ickrc kit") et DN2b(Ick/c kit™) différenciablegpar I'expressiorde Ick et
c Kit. LescellulesDN2adonnentnaissancea descellulesnon T (NK,DC)alorsque lescellules
DN2bsedifférencientuniqguementen cellulesT (Braunsteirand Anderson2012).Lescellules
DN3et DN4ont, quant a elles,3 niveauxde maturationsdifférenciableggracea I'expression
différentielle desmarqueursCD25t CD2§Teagueet al. 2010):DN3a(CD25/CD28), DN3b
(CD28/CD28"), DN3¢(CD25 CD28"), DN4a(CD25/CD28"), DN4b(CD25/CD28') et DN4c
(CD2%/CD28% 19,

Cr Lesétapesdela recombinaisonv(D)Jau coursde la lymphopoieser

Commenousl'avonsdit préecédemmentjarecombinaisorV(D)Jedérouleau stadeDNde la
lymphopoieseT. Plusprécisément,c’est au stade DN2 que débute le réarrangementde la
chaine t dUCRparl'associationdu segmentD tavecJt. L'associatiordu segmentVt avec
D tJt s’effectuequant a elle au stade DN3 (Outterset al. 2015). Le stade DN3 correspond
égalementa la formation du complexeCD3,qui débute dansle réticulum endoplasmique
avantde s’associealachaine t dCRAlarconet al. 1988).Ensuite Ja chaine tréarrangée
vas’apparieravecle complexeCD3et un substitutde chaine r(pTr ou pseudochaine 1) pour
former le pré TCR (H. von Boehmerand Fehling1997). Entre le stade DN3aet DN3b
s’effectuela« tsélection» qui corresponda un événementpermettantuniquementlasurvie
descellulesT possédanunechaire tde TCRonctionnelle.Silachaine testfonctionnelle,le
pré MTCR/aémettre unsignalde surviealacelluleT,lui permettantde sedifférencierencellule
DN4(Hakset al. 1999).Puis JescellulesDN4vont sedifférencieren cellulesiISP&uisDP. C’est
au stadeDPque s’effectuele réarrangementa chaine rdu TCRHaraldvon Boehmer2005).
Une fois le TCRformé, les cellules DP donnent naissanceaux cellules SP4/SP&jui vont

rejoindrelacirculationsanguine.

D r Laggulateursde la lymphopoiéser
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Un certain nombre de régulateurssont reconnuspour jouer un rble déterminant dans
I'engagementet la différentiation des cellules T (Figure 16) (Van de Walle et al. 2016;

Longabauglet al. 2017).Seulemenguelquesunsd’entre euxsontdécritsdansle paragraphe
suivant.

Au coursde la maturation précocedescelldes T intervient la chimiokineCXCR4{expriméea

la surfacedescellulesT) et sonligand CXCL12exprimépar les cellulesthymiquesstromales
dansle cortex)quijouentunrdle important dansla migrationdesprogéniteursT de lamoelle

osseuseversle thymus(Figurel5B).Eneffet, I'étude de Plotkinet sescolleguesa montré que

la mutation de CXCR£&mpéchaitla migration des progéniteursT sanguinsvers la partie

corticaleduthymuscequientraineun blocagedescellulesT austadeDN1(Plotkinet al. 2003).

Deplus,d’autresétudesont montré que la maturation précocedesLTétait égdement sous
I'influence de la signalisationpar Notcht. Le récepteur Notch est une glycoprotéine
membranairequi, aprésavoirlié sonligand(Deltalike ou Jagged)yasubirun clivagelibérant

son domaine intracellulaire (Deftos and Bevan2000; Yang,JeremiahBell, and Bhandoola
2010). Cedomaine va ensuite migrer vers le noyau des celluleset former, avecd’autres
facteurs,un complex transcriptionnelcapablede régulerl’expressiord’'un grandnombrede

genesciblestel que Hesl essentiela la maturation des cellulesT aux stadesDN et au

réarrangementdu TCR(Tomitaet al. 1999) et I'lL7R indispensablea la maturation et aux

étapesde sélectiongdesL Tfonctionnels(GonzaleLarciaet al. 2009).Lavoie de signaisation

Notch t joue égalemenunrole essentiedansl’inhibition du développementlescellulesnonr
T pour promouvoirl’engagementdes CSHversla lignée T (Rothenberg2017).L’inactivation
inductible de Notchl chezla souris,engendreun blocageséveredu développementdes

cellulesT au stadeprogéniteurT— DN1et engendrele développementde cellulesB au sein

du thymus (Radtkeet al. 1999; A. Wilson, MacDonald,and Radtke2001). Inversement,
I'activationinductiblede la voie Notch t induit un développementctopiquede lymphocytes
T dansla moelle osseuseainsiqu’un blocagede la différenciationdes cellulesB (Puiet al.

1999). Delus,l'activationinductibledelavoieNotchdanslesOLRJe pouletinduitl’apoptose
et I'arrét du cyclecellulairedescellulesB (Morimuraet al. 2000).L’ensemblede cesrésultats
montrent 'importancedu récepteur Notchdansle développementdesLTau détrimentde la

lignéeB.

Lamaturation tardive des LT est sousl'influence d’autres régulateursdont les facteursde

transcriptionE2Aet HEBqui forment I'hétérodimere E2AHEB L'étudede Zhuanga montré
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gue I'nétérodimere E2AHEBest impliqué dansla transition DPSPet plus particulierement
dansle développementdes cellulesDP en cellulesT CD4+(JonedMasonet al. 2012). Cet
hétérodimereest égalementimportant dansles stadesplus précocesdu développemenides
LTpuisqu’ila été montré que la mutation du geneHEBou E2Ainduit un blocageprécocedu
développemendesLTplusparticulierementau stadeDN3(Bain et al. 1994;Barndt,Dai,and
Zhuang2000).Deplus, il estactuellementconnuque I’nétérodimereE2AHEBselie auxsites
E box présentsau niveaud’élémentsrégulateursdesloci du TCRrégulantainsil’accessibilié
des segmentscodant les chainesdu TCRlors de la recombinaisonV(D)J(Barndt, Dai, and
Zhuang2000;Agataet al. 2007).

Enfin,de nombreuxautresacteurs,commeBcl11b,GATA3KIit, etc, ont été reconnuspour
jouer un r6le essentieldans le développementdes cellules T (Yang,JeremiahBell, and
Bhandoola2010;Nget al. 2018).

Er Leghasesdesélections

Leprocessusie recombinaisorVvV(D)J I'origine de la formation du TCR'est pasinfaillible, il
est susceptiblede produire des TCRnon productifs ou méme autoréactifs.Pour pallier ces
erreurs,l'organismea misen placedifférents pointsde contréledurantlalymphopoieser,on

parlede sélectionghymiques.

E.1r LaEsélection

Apresformation du pré MTCRau stade DN3, les cellulesvont subir une premiere phasede
sélectionappeléela tselection.Cettesélectionconsistea éliminer par apoptoselescellules
possédantune chaine t @ERNon fonctionnelle. Les cellules ayant une chaine t
fonctionnelle complexéea une pseudochaine 1(pTr) et au complexeCD3seront dansla
capacié de générerun signalautonomequi va conduirea leur survieet a la possibilitéde
progressenersle stadeDN4(Yamasakind Saito2007).Lesélémentsconstituantsle pré TCR
jouentunroéle difféerent dansle processusle t sélectiorbeséetudesont montré que chezdes
sourispTCR r/ r(ne possédantpasla pseudochaine ) le développementdescellulesT est
altéré et les LTsont partiellementbloguésau stade DN3,montrant ainsil'importancede la

pseudochaine rdansle développementescellulesDN3(Fehlinget al. 1995).Deplus,le pré r
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Figure 17: Voies de signalisation mises en place lors detlsélection.

La signalisation coopérative entre le préCR et CXCR4, qui empruntent les voies de
signalisation PI3K et MAPK, sont nécessaires a la survie des cellules T lors siéldetion. La
signalisation PI3K du pi€CR est médiée par l'isoforme de classe IA p®&d la sousrunité

p85. La phosphorylation de CDet de la tyrosine kinase ZAP70 conduit a la phosphorylation

de la molécule adaptatrice ShcA. Une fois la molécule ShcA activée, cette derniére s’associe
avec Grb2 et le facteur SOS pour initier la signalisation Ras / MAPK.

La liaison de la chimiokine SDE, ou CXCL12, a son récepteur CXCR4 initie également les voies
de signalisation MAPK et PI3K. CXCL12 sérfiassociation physique de CXCR4 et du TCR et
utilise les domaines ITAM de liaison ZA® du TCR pour la transduction du signal. La
signalisation médiée par PISK de CXCR4 est principalement médiée par l'isoformesga 10
classe IB et sa sousnité régulatrice p101 qui se lie aux sausités G vqui sont libérées lors

de l'activation de CXCR4. L’ensemble de ces voies permettent la différenciation continue des
lymphocytes T, leur prolifération, la survie cellulaire, la migration cellulaire ainsi que
I'exclusion allélique au locus TER
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TCRoueunréleimportantdansle processusl’exclusioralléliquepuisqu’ilaété montréqu’en
absencede pTr, le nombre de thymocytesportant deux réarrangementsproductifs était
multiplié par 7 (Aifantiset al. 1997).Enrevanchda pseudochaine r’estpasimpliquéedans
la signalisationpré MCRpuisque I'administration d’'un anticorpsanti CD3xchez des souris
doubleKOpTr' 'x RAG' 'suffit arestaurerle développementescellulesT (H.J.Fehlinget al.
1997). Une autre étude a montré le réle essentieldu complexeCD3dansla survie et la
différentiation descellulesDNen DP.Pourcela,Jacobst sescolleguesont traité dessouris
RAGY r(dontle TCR'est pasréarrangé)avecun anticorpsdirigé contre lachaine xiu CD3
et ont observéque lescellulesT étaientcapablegie passela tsélectionet de sedévelopper
en cellulesDP(Jacobst al. 1994).Cetteétude montre que la signalisatiorintra cellulairevia
le complexeCD3est primordialepour la surviedesLTaucoursdela t sélectiohesvoiesde
signalisationactivéesa partir du pré TCRsont extrémementcomplexeset diversifiées,on
trouve notammentla voie des MAP kinaseet celle de la Phosphoinositide3 kinase (P13K)
(Figure 17) dont I'activation correcte va aboutir a la survie, a la prolifération et a la
différentiation des cellues DN3 (Michie and ZunigaPfliicker2002; Janasand Turner2010).
D’autresmoléculessont égalementimpliqguéesdansles signauxde surviedesLTlorsdela t
sélectioncommela chimiokine CXCL12expriméepar les cellulesépithélialescorticalesdu
thymus) qui apres fixation & son récepteur CXCR4exprimé a la surface des cellules T
immatures)vaactiver’enzymePI3Ket d’autresmoléculesde lavoie MAPK(Kumatret al. 2006;
Janasand Turner2010)(Figurel7).Deplus,le récepteurCXCRA4giraitcommeco stimulateur
du pré mCRet leurinteractionpermettrait a CXCRd’augmentersonpotentiel chimiotactique
et aupré TCRYinduireunerégulationala haussede I'expressiorde genesanti apoptotiques
indispensablesa la survie des thymocyteset a leur développementen thymocytes DN4

(Trampontet al. 2010).

E.2r Leselectionspositive et négative

Pour éviter que les lymphocytesne s’activenten présencedes moléculesdu soiau seinde
I'organisme provoquantainsila survenuede maladiesauto rmmunes,l’'organismea mis en
place un systemepermettant de sélectionneruniquementles cellulesT ayant acquisune
toléranceau soi. Pourcela,les cellulesT vont subir deux sélectionssuccessiveda sélection

positivesuiviede la sélectionnégative.
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Figure 18: Modéle d’affinité du TCR lors des sélections thymiques

L’affinité du TCR pour les complexes Ckfldptide du soi retrouvés a la surface des cellules
épithéliales thymiques est déterminant lorsed processus de sélections thymiques. Les
cellules DP portant un TCR avec une faible affinité pour le complexe €idptide mourront

par négligence car aucun signal intracellulaire de survie ne sera transmis a la cellule. En
revanche, les cellules portant un TCR d’affinité intermédiaire pour le complexe recevront un
signal de survie et continueront leur maturation, c’est la sélection positive. Cependant, dans le
cas ou l'affinité des TCR pour les complexes est trop forte, les cellules mourront par apoptose
afin d’éviter gu’elles ne soient par la suite autoréactives, c'est ce que I'on appelle la sélection

négative.
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rSélectiofpdditive

Lasélectionpositives’effectueau niveaude la partie corticaledu thymusqui abrite lescellules
épithélialescorticalesthymiques(cTECEt va entrainer la mort par apoptosed’environ 75r
80%des cellulesT (Yates2014).Lasélectionpositive consistea sélectionnerles cellulesT
capablegde reconnaitreles moléculesdu CMHa la surfacedes cTEQjui sontassociées un
peptidedu soi (pCMH) A cejour, lesmécanismesmpliguésdansla sélectionpositivene sont
pastotalementélucidésll estd’oreset déjaconnulimportancedescTECsglansce processus
de sélection.Cesdernieresagissenten tant que CPAet exprimentune variété de complexes
pCMHlIors de la sélectionpositive. L'importancedes cTECslansla sélectionpositive a été
montrée par I'équipe de JustinVanDe Wiele qui a travaillé sur des souristransgéniquesie
présentantque desmoléculesde CMHIauniveaudescellulescorticalesdu thymus(de cefait,
aucunecelldesde la partie médullairedu thymusne possédaientie moléculede CMHIaleur
surface)(Caponeet al. 2001).Cette étude a montré que la sélectionpositive descellulesT
CD8+des souris transgéniquesétait normale mais hautement autoréactive. Cesrésultats
indiquentque lescTECpeuventinduirela sélecton positivedesLTmaisne sontpascapables
d’induire la tolérance du soi, suggérantainsi que la sélection négative s’effectuerait
exclusivementwu niveaudescellulesde la partie médullairedu thymus(Caponeet al. 2001).
Desrésultatssimilairesont été constatéspour lescellulesCD4+Lauferet al. 1996).
Ledestind’'un LTau stade DP lorsde la sélectionpositive,dépenddu degréd’affinité/avidité
de sonTCRpour un pCMH(LudgerKleinet al. 2009)(Figurel8).LesDPayantun TCRle faible
affinité pour son pCMHsont éliminés(mort par négligence)ll en est de méme pour ceux
possédantune affinité trop grance (délétion clonale ou sélection négative),car ils sont
susceptiblesd’étre d’autoréactifsface au soi. Seulsles LT avecune affinité intermédiaire
recoiventun signalde survieet peuventpoursuivreleur maturation.

Il esta noter qu’au stade DPles lymphocytesT n’exprimentni le récepteura IL7 (Yuet al.
2006), ni le facteur de survie Bcl2 (GratiotDears et al. 1994) ce qui les prédestinent
fortement & la mort. Seulun signalde survie permettrait aux cellules DP d’échappera
I'apoptoseet de continuerleur maturation.

Lasélectionpositivefait intervenirde nombreusegprotéinesimpliquéesdansla signalisation

intracellulaire comme les chaines &  z ahmplexe CD3,0u encore les molécules
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appartenantalavoie ERKStarr, JamesonandHogquist2003).D’autresfacteurs,commeE2A
et HEBont été montréscommeétant impliquésdansle blocagedes cellulesDPjusqu’ace

gu’ellesrecoiventun signalde sélectionpositivevia leur TCRM. E.Jonesand Zhuang2007).
Eneffet, la déficienceen E2Aentraineun passae descellulesDPversle stade SPavecdes
TCRhon fonctionnels,aboutissantau développementd’un lymphomea cellulesT (Bainet al.

1997;M. E.Jonesand Zhuang2007).

Il estimportant de noter que le peptide associéau CMHa la surfacedescTECS®'induit pasla

sélection d’'un TCRspécifiquea ce peptide mais permet la sélection de TCRdifférents
structurellement,capabdesde reconnaitredifférents Ag. Eneffet, desétudesmenéessur des
souris transgéniquespossédantdes moléculesde CMHI (B. Wang et al. 2009) ou Il

(Ignatowicz Kappler,and Marrack 1996) liées de fagon covalentea un peptide défini, ont

montré quelesTCRlesLTpériphériquegprésentaientune diversitéde répertoire normaleen

termes d’'usagedes segmentsVt et qui plus est, étaient capablesde reconnaitred’autres
peptides.

Finalement, la sélection positive s’accompagned’'une séparation entre les cellules SP4
restreintesauxmoléculesde CMHLil et SP&estreintesauxmoléculesde CMHL. L'analyseale

souristransgéniquepour un TCRestreintaune moléculede CMHI (Vugmeysteret al. 1998)
ou bienaune moléculedu CMHil (Madsenet al. 1999)montre un baisévidentpour lalignée

T rtCD8+ou CD4+respectivement.

rSélectioBn2@ative

Lasélectionpositiveestdoncune étapecrucialequi permetde ne garderque lesLTcapables
de reconnaitreles complexeSCMH/peptideexprimésa la surfacedesc TECSCependant|ors
de cette étape desLTautoréactifspeuventétre générésce qui représenteun dangerpour
I'organisme.Lasélectionnégativeva permettre de neutralisercescelldes autoréactiveset
ainsi a mettre en place un premier niveau de tolérance appeléetolérance centrale. Les
thymocytes positivement sélectionnésvont migrer vers la médulla ou va s’effectuer la
sélection négative. Cette migration est permise par la signalisationfaisant intervenir le
récepteurauxchimiokinesCCR&t sesligands(Uenoet al. 2004) Selonle modeleclassique
d’affinité vu précédemmentjes LTpossédantune affinité trop forte pour le pCMHmMeurent

par apoptose(délétionclonale).Lesmoléculesmpliquéesdansla signalisatiorintracellulaire
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du TCRnduisantlamort desLTautoréactifssontnombreusesCertaines/oiesde signalisation
sontindispensables la fois a la sélectionpositive et a la sélectionnégativecommela voie
ERK.En revanche,certainesmoléculesde signalisationsont été montrées comme étant
exclusivesa la sélection négative comme Grb2 (Starr, Jameson,and Hogquist2003). Par
ailleurs, plusieurstypes cellulairessont impliquésdansla sélectionnégative.Parmieux on
trouve lescellulesmédullairesépithélialeshymiques(mTEC)escellulesdendritiques(DC)et
les cellulesB thymiques.L'origineet le mode de fonctionnementdes cellulesB thymiques
souleventencore beaucoupde questions(Peera and Huang2015) mais leur role dansla
présentationantigéniqueinduisantla sélectionnégativedescellulesT a été démontré (Inaba
et al. 1991). Enrevanche,le mécanismed’action des mTEC<t des DCsa été le sujet de
nombreusesétudes. Cescellulesprésentent sur leurs moléculesdu CMH, des Ag du soi
exprimés au niveaudesorganespériphériquesdansle but d’éliminerlesLTqui répondenta
desAgdu soiextérieurauthymus.L’expressiorectopiquede cesAgparlesmTECsstsousle
contrble de la protéine AIREAutolmmuneREgulatorjgui régule la transcriptiondes génes
tissusspécifiquesdans le thymus, telle que l'insuline, qui sont généralementexprimés
exclusivementdans des organes périphériques spécifiques (Anderen et al. 2002). La
déficience d’AIREchez 'Homme engendre un syndrome auto immun appelé 'APECED
(Autoimmune PolyEndocrinopathyCandidiasisEctodermal Dystrophy) (FinnishGerman
APECEDonsortiumL997).Delamémemaniére ladéficiencedu facteurdetranscrigion AIRE
chezdessourisengendreun développementaccrud’anticorpsauto immuns(Ramsey002).
Cesttudesmontrent'importanced’AIRElansle processusle sélectionnégativedesLT AIRE
estégalementimpliquédansle mécanismele transfertd’AgtissulairesspécifiquesdesmTEC
versles DCs(Hubertet al. 2011),permettant ainsid’augmenterla probabilité de rencontre
avecun thymocyte spécifiqguede I’Ag tissulaire présenté (Millet, Naquet, and Guinamard
2008) Il existetrois grandegpopulationsde DCparticipantde manieredifférente ala délétion
clonaledesLT,comprenantune populationde DCplasmacytoidegpDC)et deuxpopulations
de DC conventionnelles(cDC)comportant des DCrésidentesdans le thymus et des DC
migratoires provenant des organes périphériqueset migrant vers le thymus (Wu and
Shortman2005). LescDCrésidentesseraient capablesde capturer et de présenterles Ag
présents dans le microenvironnementthymique dont des Ag amenéspar la circulation
sanguineou provenant des mTEC(Proietto et al. 2008). Les pDC, malgré un pouvoir de

présentation antigéniqueplus faible que lescDC et les DCmigratoiresseraientcapablesde
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capturerdes Agde la périphérieet de lestransporter dansle thymusafin d’éliminerlesLT
spécifiquesie cesAg(Hadeibeet al. 2012;LudgerKleinet al. 2014).Lacapacitéde 'ensemble
de cescellulesa présenterun grand nombre d’Ag du soi différents permet d’améliorer
I'efficacité de la sélection négativea évincerles LTautoréactifs.Au final, seulement5%des

cellulesT endéveloppemenpasseront’ensembledessélectionghymiques(Starr,Jameson,
andHogquist2003).

Malgré la mise en ceuvre de cesprocessugle sélection,certainescellulesT autoréactives
réussissent passerles barrieresde sélectionet rejoignentla périphérie ou elles peuvent
potentiellement déclencherl’auto immunité. Il existe par conséquentdes mécanismegle

tolérancepériphériquepour protégerl’organismecontre cescellules.

Fr L#&lérancepériphérique

Certainsthymocytesautoréactifsne sont paséliminésau niveaudu thymuset réussissent
rejoindre la périphérie.Laraisonprincipalede I'échappementdesthymocytesa la tolérance
centraleestque certainsAgdu soiexprimésen périphériene seraientpasou peuexprimésau
niveauthymique (L. Kleinand Kyewsk2000).Pourpallier a ce défaut de sélection,plusieurs
mécanismesexistent en périphérie: I'anergie (inactivationdu LT autoréactif), la délétion
clonale,l'ignorance(le LTautoréactifne s’activepassoit parceque I'’Agdu soiest présenten
trop petite concentration,soit parce que I’Ag du soi est séquestrédans des organesnon
vascularisecomme au niveau de la chambreantérieur de I'ceil (Niederkorn2003)) et la
régulationparlesLTrégulateurginhibentla proliférationet lafonction desLTautoréactifs)et
par les DC tolérogenes (induisent I'anergie des LT naifs autoréactifs) (Schietingerand
Greenberg2014; Xingand Hogquist2012). Il existe égalementun autre phénoméenepour
pallier les TCRautoréactifs appelé « editing». Cet événementconsistea internaliser le
récepteur TCRdéfectueuxet a débuter le réarranggment génique d’'un autre récepteur
(Wagner2007).
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Figure 19: Représentation schématique de la lymphopoiése B.

La lymphopoiéese B correspond a la maturation, dans la moelle osseuse, des cellules B a partir
de cellules souches hématopoiétiqgues (CSH). Ces CSH vont donner naissance aux progeéniteurs
multipotents (PM) puis aux progéniteurs lymphoides multipotents (PLM) qui se différencient

en cellules progénitrices lymphoides communes (PLC). Ces PLC vont se différencier en cellules
pro rB ou s’effectue le réarrangement des chaines loundaede processus de recombinaison
V(D)J. Les cellules prB se différencient en cellules pré ou les chaines lourdes s’associent a
des pseudo chaines légeres pour former le pBCR. Au stade B immature, les pseudo chaines
Iégéres sont remplacées par de vraies chaines légéres et donnent naissance a une IgM de
surface. Les cellules B immatures se différencient ensuite en cellules B matures qui se
caractérisent par la coexpression membranaire d’'une IgM et d'une IgD. Ces cellules B

matures vont ensuite rejoindre la circulation périphérique.
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Commenousl'avonsvu précédemmentles CSHlonnent naissancea deux grandeslignées
cellulaires)alignéelymphoideet lalignéemyéloide Lalignéelymphoidedonnenaissanceux
LT,qui maturent dansle thymuset aux LBqui eux maturentau seinde la moelle osseuselLa
maturationdesLB(oulymphopoiéseB)dansla moelleosseuses’effectuea partir descellules
soucheshématopoiétiques(CSH)qui sont capablesde s’autorenouveler,de reconstituer
I'ensembledu systemehématopoiétiqugFigurel9)et de maintenirlaproductiondescellules
sanguinesa |'état d'équilibre (Laurenti and Gottgens2018). CesCSHvont se différencieren
cellulesprogénitricesmultipotentes (PM). Cescellulesont la capacié de sedifférenciersoit
en cellules progénitrices lymphoides communes (PLC) soit en cellules myéloides
progénitricesLesPLGontrestreintsala lignéelymphoideet peuventdonnernaissanceussi
bien a descellulesB qu'a descellulesT (Kondo2010).Du cété de la lignée B, les PLCvont
donner naissanceaux cellulespro B. Le stade pro B peut se diviseren deuxsous stades,le
stadepré pro B et le stadepro B tardif. Au stadepré pro B débute le réarrangementDHJIH
de la chainelourde deslg. Lestadepro B tardif se caracgérisepar le réarrangementvHDJH
de la chainelourde. Unefois la chainelourde formée, les cellulespro B se différencienten
cellulespré B. Cestadepré B comporte égalementdeuxsousstades,le stade« grandeprér
B» (ou«largepre B») et le stade« petite pré B» (ou« smallpre B »). Austade« grandepré r
B» seforme le pré BCRCepré BCRest composéde I'hétérodimeérelgr/ig t et de la chaine
lourde réarrangée associéeavecune pseudochainelégere, qui est elle mémeconstituéede
I'associatiorde deuxprotéinesVpréBet 5(Martenssoret al.2010;M. Zhang Srivastavaand
Lu2004).Sile pré BCRest productif, il va émettre un signalde surviea la cellule,gracea la
signalisatiorvial'lL ¥, lui permettant ainside proliférer (Marshallet al. 1998;Patton,Plumb,
and Abraham2014)et de poursuivresamaturationversle stade« petite pré B». A ce stade,
s’effectuele réarrangemendLdLsurle locusdeschainedégeregréarrangementlelachaine
fpuisréarrangementelachaine , $esréarrangements f sentpasfonctionnels)(M. van
der Burget al. 2002;Martenssonet al. 2010).Dela mémemaniére que pour lesLT lorsquele
premier réarrangementdeschainedourdeset légéresest productif sur le premier alléle,le
secondallélevasubirl’exclusiorallélique(ChristiariVettermannand Schlisse2010).Lachaine
légére créée va remplacer la pseudochainelégére et une IgM de surface va alors étre
expriméea la membranede la cellule,les cellulessont alorsappeléescellulesB immatures
CescellulesB immaturesvont subir une sélectiondite négativequi consistea éliminer les

cellulesB autoréactiveset a garderuniguementcellesqui ont acquisla tolérancevis a visdu
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soi (Sandelnd Monroe 1999).LescellulesB immaturessélectionnéevont ensuitequitter la
moelle et rejoindre les organeslymphoidessecondairesdanslesquelleselles subiront des
étapessupplémentairesle maturationpour donnernaissanceauxcellulesB maturesnaives
caractériséegar la co expressiondesisotypesigM et IgD (Chung,Silverman,and Monroe
2003)

Br Modificatiomu phénotypeau coursde la lymphopoiéseB

Au coursde la lymphopoiéeseles cellulesacquiérentet/ou perdentl'expressiorde certaines
protéines membranairesqui jouent un réle dans I'acquisition des différentes fonctions
lymphocytaires.

Les CSH(Linf Scad"/ ckith/ CD34+/IL7Rrf FIt3) se caractérisentpar I'absencede
marqueurs de surface spécifiquesdes cellules matures,appelés «lineage» (ou Lin, qui

regroupeun ensemblede marqueurscomme CD2,CD3,CD11b,CD11cCD14,CD16,CD19,
CD24CD56CD66let laglycophorined).LesPLGLinf Scad'®/ ¢ kit'°/ CD34+AL7Rr+/ Flt3+)
se distinguentdes CSHentre autre, par I'expressiondu récepteura l'interleukine 7 (ou ILr
7Rr), qui est essentiela la survie et a la prolifération des cellules progénitricesB mais
égalementindispensablei la maturation descellulespro B et qui setrouve impliquédansle

réarrangenent deschainedourdeset Iégéresdesig (Bertolinoet al. 2005;Clarket al. 2014).
Austadepro B (B22(°/ CD19+/CD43+/gM ), lescellulesvont exprimerd’autresmarqueurs
de surfacetels que B220(ou CD45Rimpliguédansla modulationde la transductiondu signal
via le BCR(Justement2001)),CD19(jouant un réle important dansla différentiation et la
prolifération descellulesB (de Rieet al. 1989)),CD43(impliqué dansl’adhésionet la survie
cellulaire (Rosenstein,Santana,and PedrazaAlva 1999)) et CD79a/CD79Kou Igr/igt,

constituantle moduledetransductiondu signal) Austadepré B(B220°/ CD19+/CD43f IgM r
), les cellulesvont perdre I'expressionde CD43mais vont exprimer d’autres protéines de

surfacecommeCD2(Qdontle role estd’agircommeun canalaionscalciquesjui vapermettre

derégulerl’activationdescellulesB (Walsheet al. 2008)).Lepassagelu stadepreé B au stade
B immature (B22(°P/CD19+/ CD43f IgM+) se traduit par I'expressionde I'lgM de surface
nouvellementformée. Le stade B mature (B22(0"/CD19+/ CD43/rlgM+) se traduit, quant a

lui, par une augmentationde I'expressionde B220ainsique par I'apparition de I'expression
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delaprotéine CD21gui, avecCD19participeraa la transductiondu signalintracellulairelors

del'activationdu LB(Tedder,Zhou,and Engel1994).

Cr Ledifférentsrégulateursdela lymphopoieseB

Commepour la lymphopoiéseT, un grand nombre de régulateursspécifiquesntervient au
coursde la lymphopoiéseB dansle but de contrdler les différentes étapesde maturation
(Figure20) (Laurenti et al. 2013).

L’étapede différenciationdesCSHen cellulesPMfait intervenir différentesprotéinescomme
deschimiokineset desfacteursde transcription.Eneffet, le microenvironnemenmédullaire
secréetela chimiokineCXCL1gu SDHL. pour « Stomal cell DerivedFactorl) qui vaselier au
récepteur CXCR4résenta la surfacedes CSHet va ensuite va agir comme un facteur de
croissancepour les précurseursB (Nagasawa2015). D’autres facteurs nécessairesau
développementdesCSHexistent.Parmieuxsetrouventlesfacteursde transcriptionsPU. let
Ikaros.Laconcentrationde PU.linfluencel’engagementdlesCSHrersle lignéelymphoideou
la lignée myéloide (Hosokawaet al. 2018) et est essentiellepour le développementdes
progéniteurs multipotents au cours de I'hématopoiese (Pang et al. 2018). Un taux
d’expressionfaible de PU.1correle avec I'entrée dans la voie lymphoide, tandis qu’une
expressionélevéeestassociéa une entrée dansla voie myéloide(DeKoterand Singh2000).
Deplus,il aété montré quel’absenced’expressiorde PU.1dansdesembryonsmurins(viables
jusqu’a 18 jours de gestation seulement) engendrela perte d’expressiondes transcrits
RAG1/RAG2t de génesspécifiquesde la lignée B (comme VpréB ainsique I'absencede
progéniteursdeslymphocytesB dansle foie faetal (Scottet al. 1994).Quanta Ikaros,sonrole
majeur dansla différenciationlymphoidea été mis en évidenceprincipalementgrace aux
modélesd’invalidationdu genechezla souris,dont la conséquencebservéefut I'absencede
cellulespro B et pré B dans la moelle osseuse,un blocagede la lymphopoieseet une
diminution deseffecteursde la recombinaisonvV(D)JJ.H. Wanget al. 1996; Kirstetteret al.
2002;HeizmannKastnerand Chan2018).

D’autres facteurs de transcription ont été montrés comme étant nécessairesa la
différenciationdes cellulesprogénitricesen PLC Parmieux, Hoxa9et FIt3, qui agissenten

synergie Parailleurs,il été misen évidencequel'inhibition d’'un de ces2 facteursdiminuede
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manieredrastiquele nombrede PLGiinsiquel’ensembledescellulesB qui en découle(Gwin
etal.2013).

LadifférenciationdesPLCen cellulespro B requiert plusieursrégulateurscommel'IL7, E2A
et EBFEneffet, I'interactionde I'lL 7, sécrétépar lescellulesstromalesde la moelleosseuse,
avec son récepteur IL7Rr (ou CD127),présent a la surface des lymphocytes B, est
indispensablélasurvie,aladifférentiationet alaproliférationdescellulesB (CorfeandPaige
2012).L’'IL7 vaégalementrégulerl’activité de régulateursde transcriptiontelsque E2Aet EBF
(pour early B cellfactor) essentielsa la maturation desPLCen cellulespro B (SinghMedina,
and Pongubala2005). Une étude a montré que E2A et EBFsont capablesd’induire les
réarrangements/ fxfetV,d,, aingjuele réarrangemenDHJIH,dansunelignéede cellules
non Blorsqu'ilssont en présencedesrecombinasefRAGH et RAGR, suggérantinsique ces
deuxfacteursparticipentactivementau réarrangemendeslg (Bainet al. 1994;Romanowet
al. 2000).1l a égalementété démontréque le facteurde transcriptionC/EBR estrequispour
la maturationdesPLGCen cellulepre pro B (H.Guwo et al. 2018).

Pour finir, un autre régulateurde la lymphopoiéseB a été mis en évidence,appelé Pax5.
L’expressiorde Pax5est observéedu stadepro B jusqu’austade B mature maisest absente
dansles cellulesplasmatiquesdifférenciées(Barberiset al. 1990). Sonexpressiondansles
cellulespro B est notamment permise par les facteurs E2Aet EBFet est essentielleau
maintiendescellulespro Bdansleur voie de différenciation(Cobaledaet al. 2007).D’ailleurs,
soninvalidationchezla sourisengendreun blocagede lalymphopoieseB au stadepro B (Nutt
et al. 1997). Pax5va égalenent réprimer des genesnon spécifiquesde la lignée B comme
CD33expriméala surfacedescellulesmyéloideskt activerlesgénesspécifiquesie lalignée
lymphoidecommeCD79aCD1%t CD21(Cobaledaet al. 2007).Parailleurs,sonrdle dansle
processusle recombinasonV(D).J été montré dansdifférentesétudes.Eneffet, I'étude des
associationsvHDHOJH chez des souris Pax5 / £ a montré que ces souris présententune
diminutiondesréarrangementslessegments/HDJHle 50foiscomparéesauxtémoins(Nutt
et al. 1997).Cependantaucunealtération danslesréarranggementsDHIHN'a été observée
(Nutt et al. 1997).Deplus, il a été montré que Pax5pouvaitinduire le réarrangemendesVH
distauxen modifiant la conformationspatialedu locusigHqui, en se contractant,rapproche
les VHdistauxdessegmentsDH/JHréarrangéqFuxaet al. 2004).1l a méme été observéque
Pax5avorisela modificaion répressiveH3K27mealel'histone 3 au niveaudesVHproximaux

pour permettre auxVHdistauxd’étre plusfacilementréarrangéqC.R.Xuet al. 2008).

46






INTRODUCTION

D r Lestlectionspositiveet négativedesLB
D.1 iSélectionpositivevia le pré BCR

Dela mémemaniereque pour lesLT différents pointsde contréle durantla lymphopoieseB
ont été décritspour éviter la production de BCRhon productifs ou autoréactifs.Le premier
point de contrble est effectué au stade pré B, apres formation du pré BCR,dansle but
d’éliminer les cellulesB ayant réarrangésles segmentsde chaineslourdes de fagon non
productive.Cettesélectionestnotammentpermisepar la transductiondu signalpassantpar
le complexelgr/lg t, qui engendreun blocagede la différentiationdescelulesBau stadepré r
B lorsqu’ilssont absents,sansaffecter le réarrangementde la chainelourde (Pelandaet al.
2002). Un blocageau stade pré B est égalementobservé chezles souris présentantune
mutation dansla partie constantede leur chaine ,.montrant ainsisonimportancepour la
prolifération descellulespré B et le passageau stade B immature (Kiamuraet al. 1991).La
déficienceen protéines 5, et VpréBchezla sourisdiminue aussifortement le nombre de
cellulespré B dansla moelle osseusanaisinfluencepeu le développementinal descellules
B qui sont présentesen nombre normal en périphérie et dont la réponseimmunitaire est
similaire & celle observéechezles souriscontréles (Shimizuet al. 2002). Cependant,chez
I'Homme, la déficiencede 5,engendreune déficiencesévereen cellulesB dansle sang
menant a une agammaglobulinémiddéficit en Ig dans le sang) (Minegishiet al. 1998).
L'ensemble de ces résultats montre que les éléments constituant le pré BCR sont
indispensablepour la maturationdescellulespré B.Lemécanismejui conduita la sélection
positivedescellulesB n’est pastotalement élucidé.Selonlestravauxdu groupede Melchers,
le signal de sélection serait « tonique », c’estadire délivré indépendammentde la
reconnaissance’un quelconqueligandexogénepar le pré BCRet il dépendraitde la queue
riche en arginineau niveau de la protéine 5 (Ohnishiand Melchers2003).D’autresgroupes
ont montré que ce signalde sélectian pourrait étre fourni par la reconnaissance’un ligand
expriméparle stromameédullairecommel’héparanesulfate(Bradlet al. 2003)ou la galactiner
1 (uniguementchez’lHomme)(Gauthieret al. 2002).Méme silesavisdivergentconcernant
la reconnaissanceu non de ligandsmédullairespar le pré BCR|es différentesdécouvertes
s’accordensurun point, 'importancede 5 dansl’initialisationdu signalde sélectionpositive.

En effet, il a été montré que la mutation de la queue de 5, altére principalementla
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prolifération maisinflue peu la survieet la différenciationdescellulespré B (C.Vettermann
et al. 2008).1l a ainsiété proposéque I'interactionde la queuede 5 avecl’héparanesulfate
présentdansle stroma médullaire permettrait d’amplifier les signauxde prolifération des
cellulespré B (C.Vettermannet al. 2008) Ainsi,une étude a montré que le traitement d’'une
lignéede cellulespré Bal’héparanesulfateaugmenteindirectementl’actiondeI'lL7ainsique
la phosphorylationde ERKtous deuximpliquésdansla prolifération descellulesB, montrant
ainsil'importancede l'interactionentre lescellulesstromaleset le pré BCRMilne, Corfe,and
Paige2008) Finalementtoute celluleincapabled’assemblesonpré BCRou d’associeet de
transportera la membraneune chainelourde p seraéliminée par apoptose.Ainsi, 75%des
cellules pré B seront éliminées durant la lymphopoiese B. Les cellules positivement
sélectionnéessont, quant a elles,débuter le réarrangement de la chainelégére du BCRet

passerinsiau stadeBimmature.

D.2 iSélectiomégative descellulesBimmatures

Afind’éliminerlesBCRautoréactifs JescellulesBimmaturesvont subirune sélectionnégative
similaire a celle trouvée chezles LT. Les récepteurs BCRnouvellementréarrangésvont
interagiraveclesAgdu soiprésentsdansl’environnementmédullaireet cesinteractionsvont
définir le devenir des cellules B immatures. Plusieursprocessussont impliqués dans la
tolérancecentraledont la délétion clonale(ou mort par apoptose) Ladélétion clonalea été
décritedanslestravauxmenéespar Nemazeeet sescollaborateurslisont étudié lescellules
B de souristransgéniquesjui portent deslg anti H 2Kk(et H 2Kb)dirigéscontre la molécule
de CMHH 2Kk. Lerésultatde cette étude a montré que les cellulesB autoréactivesportant
lesIg anti H 2Kkont été éliminéesdestissusimmunitairessecondairescommela rate et les
gangliondymphatiqueset sont absentesdansle sangde cessouris,montrant ainsique les
cellulesB autoréactivesont subi une apoptose(D. A. Nemazeeand Burki 1989). D’autres
études ont montré que les cellules B autoréactivessont égalementsujettes a un autre
évenenent qui estl'anergie.Goodnowet sescollaborateursont réaliséune expériencequi a
consistéa croiserdessouristransgéniqueexprimantle lysozymede blancd’ceufsde poulet
(HELpour «Hen Eggwhite Lysozyme») avec des souris exprimant une Ig transgénique
spécifiguede HELIIsont ainsimontré que leur progénituresontcapablesie développerdes

cellulesB maturesportant deslg anti HELet pouvantmigrerversla périphériemaisqui sont
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nonfonctionnellefaceal’ AgHELsuggérantjuecescellulesBsontentréesenphased’anergie
(Goodnowet al. 1988).Desétudesultérieuresont montré que la délétion clonaleet I'anergie
ne sontpaslesseulsmodesde sélectioncontrelescellulesBimmaturesautoréactivesil existe
en effet un autre systéme,qui est I'édition du récepteu (ou «editing») comme décrit
précédemmentpour les LT. Durant ce processusjes cellules B immatures autoréactives
réactivent leur programmede réarrangementde la chainelégere, entrainant 'expression
d'une nouvellechainelégereassociéea la chainelourde existantepour former un BCRhon
autoreactif (Tiegs,Russell,and Nemazeel1993). L’édition du récepteur serait le principal
processuslorsde la sékectionnégative misen placepour pallieral’autoréactivitédescellules
B. Eneffet, il a été montré que I'environnementmédullaire est plutdt protecteur pour les
cellulesB enversles signauxapoptotiques,ce qui n'est pas le cas pour I'environnement
splénique(Sandebnd Monroe 1999).Deplus, il a égalementété constatéune augmentation
del'expressiorde RAG2lanslescellulesBimmatures,cequiconvergeaveclanotion d’édition
deslgautoréactiveplutbt qu’unedélétionclonale(Sandebnd Monroe 1999).
LescellulesBimmaturesréussissané passeila sélectionnégative vont recevoirun signalde
survievialavoiedesignalisatiorERK/MARt PI3Kconduisat aleur différentiationencellules
B maturessuivide leur migrationversles organeslymphoidessecondaireou ellessubiront
d’autresétapesde maturation(D.Nemazee2017;Abdelrasoukt al. 2018).Danscesorganes,
lescellulesB maturesnaivesvont rencontrerpour la premierefoisun AgexogéneLescellules
B matures qui reconnaissentl’Ag vont s’activer et deux processussupplémentairesde
diversificationdu répertoire B vont intervenir, 'hypermutation somatique (introduction de
mutations ponctuelleset aléatoiresdansles domainesvariablesdu BCRgt la commutation
isotypique(modificationde 'isotypede la chainelourde du BCR)Z.Li2004)qui permettent
d’augmenteralafoisl’affinité durécepteurpourl’Aget I'efficacitéde laréponseimmunitaire.
Ceddernieresetapesde maturationdesLBvont conduirea la formation d’'un pool de cellules

Bmeémoireset de plasmocytesécréteursd’Ac(Shinnakasand KurosakR017)

2 IMPACT®USTRESSURLESYSTEMBMMUNITAIRE

2.1 Lestress
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2.1.1rDéfinition

Danssonouvrage« Introduction a I'’étude de la médecineexpérimentale» en 1865, Claude
BERNARDmMédecinfrancais, présente le conceptd’équilibre du milieu intérieur (Bernard
1865).1l introduit la notion d'un équilibre physiologiquedynamiqueinterne, assurépar des
mécanismesapablesde maintenir desconditionsinternesconstantesface a desconditions
externesvariablesLephysiologisteaméricain Walter BradfordCannorreprendrace concept
d’équilibreintérieur de I'organismeet le nommerahoméostasigCannonl926).Parailleurs,
il décrit pour la premiére fois le principe de « fightor flight » ou «combatfuite »,

correspondant laréponsede I'organismefacea une menace (Cannornl915).SelonCannon,
laréponse« combatfuite » estle résultatd’une déchargedu systemenerveuxautonomequi

meénel’animala fuir ou biena combattrelorsqu’ilestfacea une menace.Cannonparviendra
ensuite a prouver que la sécrétiond’adrénalines’élevelorsque le systémenerveuxd’un

animal est exci® par une émotion violente. Il découvriraen 1931 la sympathine,une

substancesécrétéeau niveau des glandesmédullosurrénaledansle circulation générale,
appeléeaujourd’huila noradrénaling(R.S.Harris,Marrian,and Thimann1957).Enoutre, les
travauxde Cannoront décritl'importancedu systemenerveuxcentraldansla priseencharge
des stimuli et la réguldion de 'homéostasielorsque I'organismeest face a un danger
potentiel. Lestravauxde Cannors’avererontcorrespondreaux premiéresétapesde réponse
austressaussiappelésyndromegénérald'adaptation,décritparl’endocrinologueHansSelye.
Leconceptde stressestintroduit par Selyeau début du XXM siecle.ll décritle stresscomme
étant « laréponsenon spécifiquede I'organismeatoute sollicitation»,autrementdit, le stress
est une réaction physiologiqued’adaptation de I'organismeface a toutes perturbations
déséquilibrant’homéostasianterne (Selyel956).Selyeexpliquequelaréponseau stressest
généraliséeet qu’'elle s’effectueen trois stadesdifférents. Le premier stadecorrespnd a la

phased’alarme qui corresponda la réponse« combatfuite » décrite par CannonLaréponse
estde courte durée et I'organismeva mobilisersesressourcegnergétiguesapidement.En
effet, durantcette phaseJa concentrationplasmatiquede glucosedetriglycérideset d’acides
graslibresaugmenteconsidérablementiansles premiéresminutes qui suiventla survenue
du stress,de mémeque le rythme cardiaqueet la pressionartérielle (CarlsonLevi,and Ord
1968;De Boeret al. 1990).Lasecondeétape est la phasede résistance sile stresspersiste

I'organisme continue & puiser dans ses ressourcesafin de revenr a I'état d'équilibre
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homéostatique Latroisiemephaseestla phased’épuisement Cettephaseseproduitlorsque
le stimulus stressantse répéte ou lorsqu’il devient trop long. L'organismeépuise alors
considérablementses ressourcesenergétiqueset ne peut plus s’adapter efficacementa

I'agentstressant Cettephaseentrainesouventla survenued’un état pathologiguecommela

dépressionGodboutand Glaser2006).

Danssesétudes,Selyedistinguedeuxtypesde stress Je stresspositif ou « eustress», qui est
sainet bénéfiquea l'organisme provoquantune sensationde bien Etre et de satisfactionet

le stressnégatifou « distress», qui se traduit par un sentiment de frustration et d’anxiété
pouvantmener a un état dépressifet qui ne permettrait pasun retour a I'équilibre. Il est

important de soulignerque la perceptiondu stresset la sévéritéde sonimpactestindividu

dépendant (SelyE75). Aujourd’hugn décritdeuxautrestypesde stress,le stressaiguet

le stresschroniquequi différent, entre autres,parladuréed’expositional'agentstressantEn
effet, le stressaigu corresponda un stressle plus souventintense et limité dansle temps
(quelques heures). Face au stress aigu, I'organisme agit rapidement en mobilisant les
ressourcesenergetiquesnécessairegpour répondre au mieux a I'agent stressant.ll a été

montré que danscertainscas,le stressaigupouvaitaméliorerlesperformancegphysiqueset

cognitived’unindividulorsqueceluici était contraintde faire faceaun challengeC’estlacas
lorsd’un passageal’examensscolairesou d’'une compétitionsportive(TakemuraKikuchiand

Inabal999;Corbett, Weinberg,and Duarte2017).Cependant]orsquele stressaiguesttrop

intense (comme une agressionphysique),il peut aboutir a un déséquilibreémotionnel et

engendrer des troubles psychiatriguescomme la dépressionou des troubles d’anxiétés
généralisé¢CahillandPontosk2005). Lstresschronique,quantalui, es associédeseffets

déléteres pour I'organisme.ll corresponda des agressionsintensesou modérées, mais
répétéeset prolongéesdansle temps (plusieursmois). Il épuiselesressourcegnergétiques
de lI'organismefavorisantainsila survenuede pathologiescomme des maladiesmentales
(dépressionsdéficiencescognitives),des maladiescardiovasculaire®u encore le cancer
(Godboutand Glaser2006).

2.1.2rQuelqueschiffres
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Comptetenu du fait que le stressest percu differemment selonles individus,il est difficile
d’évaluerde manierechiffrée sesconséquencesurl’organisme Cependantde nombreuses
étudesont été menéespour évaluerle stressau travail. Lestresstoucherait4 salariéssur 10
(EnquéteANACT/CSAyin 2009).EnEurope Je colt annueldu stresslié au travail estestimé
a20milliardsd’euros(source: Agerce européennepour lasécuritéet lasantéautravail— EUr
OSHA_2014). En France,ce chiffre (comprenantles frais médicaux,les dépensesliees a
I'absentéismeauxcessationgl’activité et auxdécesprématures)a été estiméentre 1,9et 3
milliardsd’eurosen 2007.Selon’OMS(Organisatiormondialede la santé),la Franceseraitle
3¢mepaysrecensanie plusgrandnombrede dépressiondiéesautravail. (Rapportdu 12 mars
2008).Le stressest donc devenuun probleme de santé publique majeur au sein de notre
société.Lesmécanismesl’actionet de régulationdu stressfont doncl’objet de nombreuses

étudesafin de limiter 'émergencede pathologesliéesau stress.

2.2 Mécanismeghysiologiquesde la réponseau stress

2.2.1rActivation du systemesympathique

Lesfacteursde stresssont nombreux,maisil est possiblede les classerdansdeux grandes
catégories, d'une part, les stress physicochimigues comme par exemple
lesradiations(solairesou autres),leschangementsie pressionou de température, le bruit,
I'expositiona desagentstoxiquesetc.. et d’autre part, lesstresssocioenvironnementauxgui
sont plus difficiles a identifier maisqui regroupenttoutes les perturbationssusceptiblesle
modifier'état @motionnelde I'individu commele décesd’un proche,lesproblemesfamiliaux
ou encore les soucisd’argent, etc.... Lesstressphysicochimiquessont détectés par des
récepteursspécifiquestels que desrécepteursmécaniquesu thermosensiblesauniveaude
la périphérie du corps, qui vont émettre des signauxsomatosensorielgusqu’au systeme
nerveuxcentral(SNCparl'intermédiairede fibresnerveusesensitiveChemandLyga2014)
Les stress socioenvironnementauxvont étre percus par les organes sensorielset les
innervationsafférentesqui réceptionnentlesinformationsavantde lestransmettre au SNC
(Hermanet al. 2005).Dansle cerveau,il existeun circuit neuronalqui détermine ce qui est
menacant et donc stressant pour l'individu. Les acteurs de ce circuit comprennent

I'hippocampe |'amygdaleet les zonesdu cortex préfrontal aussiappeléssystemelimbique
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Figure 21: Schéma récapitulatif de I'axe hypothalantbypophysasurrénalien (HHS)

L'activation de I'axe HHS engendre la libératide 'hormone CRH (Corticotropin Releasing
Hormone ou corticolibérine) qui se fixe a son récepteur au niveau de I'hypophyse antérieur.
Cette fixation induit la libération de I'hormoe hypophysaire ACTH (Adrenocorticotropic
hormone) qui va a son tour activer la sécrétion de glucocorticoides dans la circulation
systémique par les glandes corticosurrénales. Ces derniers vont agir sur des organes cibles
d’une part et sur le systeme nerveux central d’autre part pour modérer I'activation de I'axe

HHS.
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(Herman et al. 2005).Ensemble,ils régulent les processusde stress physiologiqueset
comportementauxqui peuventétre adaptatifsa court terme et inadaptésa long terme. Le
systémelimbique réaliseune analysecomparativeentre le stresspercu et les expériences
affectivespasséesafin d’élaborer une réponseadaptée qui serapermise par I'activité de
I'hnypothalamus,organe clé dansle déclenchementdes réactionsau stress(Hermanet al.
2005) Unefoisle stimulusintégréet percucommestressant)’ hypothalamusvaalorsactiver
le systeme nerveux sympathique en utilisant comme médiateurs préférentiels les
catécholaminegadrénaline,noradrénalineet dopamine)(Palkovits1981; Goldstein1987).
Cesderniéresvont étre responsablesie 'augmentationdu rythme cardiaque de la pression
artérielle,du transportde dioxygere et égalementde 'augmentationplasmatiquedu glucose
et desacidesgraslibres permettant au sujet de réagir physiqguementau danger(Wortsman
2002; Ranabirand Reetu2011).Cephénomenephysiologiquecorrespondau premier stade

de réponseau stress,appeléphased’alarme, qui a été décrite précédemment.

2.2.2rActivation de I'axe corticotrope ou HHS

r Orgadidatiéfonctionnelle de I'axe corticotrope

La secondephase,ou phase de résistance,implique I'activation d’'un systemehormonal
appelé axe hypothalamohypophysosurrénalien (HHS)(Figure 21). Sousl’effet du stress,
I’'hnypothalamusest stimulé au niveaudes neuronessécrétoiresdu noyau paraventriculaire.
Cesderniersvont secréterdeux neuropeptides,’arginine vasopressingjui par son activité
antidiurétique permet de réguler la sécrétionde catécholaminegItoh et al. 2006) et la
corticolibérine ou CRH(corticotropinreleasinghormone). La fixation de la CRHsur ses
récepteurs spécifiquessitués au niveau de I'hypophyse, entraine la sécrétion dans la
circulation systémiquede I'hormone hypophysaire ' ACTH(Adrenocorticotropichormone)
qui estune hormonedérivantde la pro opiomelanocorting POMC)L’ACTHefixe ensuitea
sonrécepteurspécifiqgue(MC2Rou récepteus auxmélanocortineskitué essentiellemenau
niveau des glandes corticosurrénales.Ces derniéres sont des glandes endocrines qui
constituentla coucheexternedesglandessurrénalessituéesau dessusdesreinset qui sont
impliquéesdansla sécrétiondes stéroidesdont les glucocorticoidesEn se fixant sur son

récepteur ’ACTHainduirelasynthéseet lalibérationdesglucocorticoideslansla circulation
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Figure 22: Mode d’action des récepteurs aux glucocorticoides

L’interaction des glucocorticoides sur leur récepteur dans le cytoplasme va induire la
formation d’'un dimére de récepteurs qui va transloquer dans le noyau. Ce dimeére va ensuite
se fixer sur ’'ADN au niveau d’'un promoteur GRE (glucocortic@dponse elements) et venir
réguler I'expression des génes cibles impliqués dans des fonctions trés variées telles que

l'inflammation, la prolifération cellulaird,apoptose, la transduction de signal, etc....
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sanguine. En fait, TACTHpromeut I'étape initiale de la conversiondu cholestérol en
glucocorticoidesommela corticostéronechezle rongeurou le cortisol chez’lHomme.Les
glucocorticoidesagissentsur les cellules cibles en se liant a deux types de récepteurs
nucléaires: les récepteursaux minéralocorticoides(MR) codés par le géne nr3c2 et les
récepteursauxglucocorticoide$GR)codésparle génenr3cl Lafixationdesglucocorticoides
surcesrécepteursvastimulerle catabolismedeslipideset desprotéines,inhiberla sécrétion
d'insulineet donc augmenterla productionde glucosepour apporter I'énergienécessaire

I'organismepour répondreefficacementau stress(Macfarlare, Forbesand Walker2008).

r Lese@ptarsauxglucocorticoides

LesMR et les GRdifféerent par leur localisationtissulairedansl’organismeet par leur affinité
pourlesglucocorticoidesaturels.Eneffet, lesglucocorticoidesaturelssefixentauxMRavec
une affinité 10 fois supérieurpar rapport aux GR(DeKloetet al. 1998).Lesglucocorticoides
naturels ne se fixent sur les GR qu’aprés une sécrétion importante de glucocorticoides
(pendantle picdu cyclecircaden ou pendantun stress)DeKloetet al. 1998;Finsterwaldand
Alberini 2014). Bien que les glucocorticoidesaient une meilleure affinité pour les MR, la
distribution desGRau seinde I'organismeest beaucoupplusimportante. Eneffet, lesMR se
trouvent principalementau niveaudu systemelimbique du cerveau(hippocampeamygdale,
régionsrestreintesdu cortex)et de I'hypothalamus(Seckkt al. 1991;P.D. Patelet al. 2000)
alorsque les GRsont plus largementdistribuésdansle cerveau(Seckkt al. 1991;P.D. Patel
et al. 2000)et sontégalementretrouvésau niveaude nombreuxorganegels quelesmuscles
squelettiquesou le foie (Lattinet al.2012).DemaniéreintéressantelesGRsontaussprésents
auniveaudescellulesdu SlcommelesLT lesLBet lesneutrophiles(Miller et al. 1998;Gruverr

YatesQuinn,and Cidlowski2014).

r Modd:2c2i8n desGR

LesrécepteursGRsontenréalité desfacteursde transcription.L’interactionligandrécepteur
vainduire la formation d’'un dimére de récepteursqui va transloquerdansle noyau(Figure
22). Cedimere va ensuitese fixer sur’ADNau niveaud’un promoteur GREglucocorticoidr

responseelements)et venir réguler I'expressiondes genescibles (Datsonet al. 2008).Ce
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complexepeutainsirégulerde nombreuxgénesmpliquésdansdesfonctionstresvariéesels
guelinflammation,la prolifération cellulaire 'apoptose |la transductionde signal 'adhésion
cellulaire,les structuresneuronales)e métabolisme etc...(J.C.Wanget al. 2004; Datsonet

al. 2008).

r Régulai@aé I'axe corticotrope

Commeil a été décrit précedemment)esglucocorticoidesontimpliquésdansde nombreux
processudiologiquegpermettantal’'organismede maintenirsonhoméostasieCependanta
fortes concentrationset a long terme, les glucocorticoidesieviennentnéfasteset induisent
un état de dépression(Parianteand Lightman2008). De ce fait, leur production est trés
finementrégulée.Pouréviter la surchargede glucocorticoideslansl’organisme,il existeun
rétrocontréle négatif de 'axe HHS,dépendantdes GR,au niveau de I'hypothalamus,de
I'hnypophyse,des glandessurrénaleset de I'’hippocampe(Figure21). L’autorégulationde la
sécrétiondesglucocorticoidesaboutit a la diminution de la sécrétionde CRHau niveaude
I'hnypothalamusal'inhibition de la sécrétionde 'ACTHopar I'hypophyseet finalementa I'arrét
de la sécréetiondesgluamcorticoidespar les glandessurrénalesen maintenantainsiles taux
circulantsde corticostéronedansleslimites physiologiques(S.M. Smithand Vale2006).
D’autrepart, il aété montré surunelignéecellulaire(HeLa)exprimantlesGRpartransfection,
gu’untraitementde 24havecun glucocorticoidesynthétigue(dexaméthasonegngendreune
diminution de I'expressiondes ARNcodantles GRainsi qu’une diminution du taux de GR
protéiquesdanscescellules(Burnsteinet al. 1991).Une autre étude a montré que desrats
ayantsubiune perfusionde corticostéronedirectenent dansle noyauparaventriculairede
I'hypothalamus, ne présentent pas d'augmentation d’expression de [I'ACTH, ni
d’augmentationde la CRHnduite par un stressde contention,contrairementauxtémoinsqui
voient leurs expressionsd’ACTHet de CRHaugmenter apres avoir été stressés(Weiser,
Osterlund,and SpencerR011) Lesglucocorticoidepeuventégalementagir directementsur
lesglandessurrénalesndiminuantl’expressiorde genescodantpour desenzymesmpliqués
dansla stéroidogenéseet ainsiinhiber la production de novo de corticoides(Carsiaand
Malamed1983;Arolaet al. 1994).

Un autre mécanismede régulation des glucocorticoidegxiste au niveauintracellulaire.Ce

mécanismefait intervenr deux enzymesjes 11 béta hydroxystéroidedéshydrogénasede
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La 11tHSD1 catalyse la transformation de la ddéhydrocorticostérone (forme inactive) en
corticostérone (forme active). A l'inverse, la 1HSD2 va inactiver la corticostérone afin de
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typeletdetype2 (11t HSDZt 11 t HSDZespectivementjjui vont soitactiver,soitinactiver
les glucocorticoidescirculants(Figure23). En effet, 11 t rHSDtatalysela forme active des
glucocorticoidesgrace a son activité réductase, c’estadire qu’il va convertir la 11r
déhydrocorticostérongforme inactive chezle rongeur) et la cortisone (forme inactive chez
I’'Homme)en corticostérone(forme active chezle rongeur)et en cortisol (forme activechez
I'Homme)(ChapmanHolmes,and Seckl2013).11 t rHSDga catalyser,quant a lui, la forme
inactive des glucocorticoidegracea son activité déshydrogénaséChapmanHolmes,and
Seckl 2013). 11t HSD1 est trés largenment exprimé dans I'organisme (cceur, muscles
squelettiquestissusadipeuxfoie, cerveau,...etc)alorsquel’expressiorde 11 t HSDZstplus
limitée (rein, pancréasgpithéliumdela peau,poumon,colon,...etc)L’expressiomgénéralisée
de ces enzymesau sein de I'organisme permet de réguler localement I'action des
glucocorticoideslessourisdéficiertesen 11 t HSDIprésententune hyperplasiedesglandes
surrénalesainsi gu’une réponse exagéeréeau stressde contrainte qui se traduit par une
augmentationdu taux plasmatiqued’ ACTHet de corticostérone(H. J.Harriset al. 2001).Ces
résultatssuggerentque I'enzymel1t rHSDpermettrait d’augmenterla sensibilitéde I'axe
HHSA la rétroaction négativedesglucocorticoidegaisantde lui un régulateurimportant de
I'expositionauxglucocorticoided.all t HSDZstfortement expriméedanslestissusfoetaux,
commele cerveauet le placenta,ce quilui confereun réle de «barriereauxglucocorticoides»
(Wyrwoll,HolmesandSeckR011).Eneffet, lamutation du genecodantcette enzymedurant
le développementmurin, altére la croissancedes animaux (plus petits a la naissance),
perturbe le développementérébral(cerveletplus petit) et provoqgueun comportementplus
anxieuxlors de tests comportementaux(M. C. Holmeset al. 2006; MeganC.Holmeset al.
2006). Cette enzymeest donc neuroprotectricelors du développementfcetal en régulant

etroitement le transfertdesglucocorticoidesnaterno foetaux.
L’ensemblede ces mécanismegégulateursest essentielpour éviter une expositiontrop
importante auxglucocorticoidesll arrive cependantque cesmécanismesoientaffectéspar

le stresschronique induisantun excesde glucocorticoidesjui auront deseffets déléteressur

I'organisme.

2.3 impactsdu stresschroniquesurl’organisme
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Comme nous l'avons vu précédemment,limpact du stress sur I'organisme dépend de
I'intensité et de la durée d’exposition au stress mais égalementde I'age et du sexede

I'individu.

2.3.1rimpactsdu stressen fonction du sexe

Il est aujourd’huibien connuque lesfemmessont plus sensiblesau stressque leshommes.
En effet, la prévalencede la dépressionest 1,7 fois plus élevée chezla femme que chez
I’'hnomme (Albert 2015).Cette différenceface au stresschroniquea égalementété observée
chez les rongeurs (Paré et al. 1999; Beresithenko, Bruscoli, and Riccardi 2018). De

nombreusestudesont essayéd’éluciderles mécanismedbiologiguesresponsablesle cette

différence.Ainsi, il a été montré que les hormonessexuellestelle que I'cestradiol, étaient

étroitement liéesau contréle de I'axe HHS Eneffet, I'injection de dexaméthasonéDX)chez
des animauxovariectomisésdiminue le taux de corticostéroneet d’ACTHpar rapport aux
animauxnon traités a la DX, traduisantl’activation du rétrocontrdle de I'axe HHSlors d’'un

stress.Enrevanche,chezcesmémesanimauxovariectomisés|’injection de la DXapréesun

traitement avecun estradiol synthétique,augmentela taux de corticostéroneplasmatique,
suggérantque cette fois la bouclede rétrocontréle négativede I'axe HHSn’est pasactivée
(Verma,Balhara,and Gupta 2011). Cette étude suggéredonc que I'cestradiol diminue la

sensibilitéde I'axe HHSa la rétroaction, pouvant expliquerainsila raison pour laquelleles
individusfemellessont plus sensiblesau stress.De plus, il a été montré que les cellulesdu

noyau paraventriculairede I'hypothalamusexpriment des récepteursaux cestrogenegRE)
capablesd’activeroud’inhiber(selonle type de RE) expressiorde la CRHet ainside moduler
le taux d’anxiétédesindividus(HandaMani,and Uht 2012).

Il estintéressantde noter que comne le stress'efficacittmémedu systememmunitaireest

dépendantedu sexedesindividus. En effet, 80%des maladiesauto rmmunestouchent les
femmes,leshommesont presquedeuxfois plusde risquesde mourir d'un cancemalinet les
anticorps induits par les vaccinscontre la grippe sont toujours au moins deux fois plus
abondantschez les femmes que chezles hommes (S. L. Klein and Flanagan2016). Ces
différencessont égalementliées aux hormonessexuelles En effet, ceshormonespeuvent
potentialiser la réponse immunitaire notamment via les éléments de réponses aux

androgene®t auxoestrogenesauniveaudespromoteursde genesmpliquésdansl'immunité
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inné mais aussivia les récepteursaux cestrogenesprésentsa la surfacedes lymphocytes,

macrophagegt DC(S.L.KleinandFlanagar2016;Bereshchenkd3ruscoliandRiccard018).

2.3.2rimpactsdu stressen fonction de I'age

Lestressestcapabled’affecterl’organismedu stadeembryonnairgusqu’alafin de lavie des
individus.Lesglucocorticoidesontprimordiauxau bon développemenfcetal desanimauxet
sont d’ailleurs présentsdanstous les organesvitaux afin de participer a leur maturation
(Kitraki, Kittas, and Stylianopoulou 1997). Mais a trop fortes concentrations, ces
glucocorticoidepeuventdevenirnéfastesa la croissancefcetale. kst actuellementconnu
gue la corticostéronematernelle est capablede passerla barriére placentairepour venir
rejoindre la circulation sanguine du foetus (Zarrow, Philpott, and Denenberg 1970),
témoignantainside I'existencede latransmissiormaterno foetal du stress. Il a été démontré
gue desanimauxnésde meresstresséeslurantleur gestation,présententun taux plusélevé
de corticos€rone,ainsiqu’une augmentationdesrécepteursauxglucocorticoidestant d’un
point de vue transcriptionnelque d’'un point de vue protéique (Pascuaret al. 2014). De
nombreusesétudes ont démontré que le stresssubit durant la gestation peut affecter le
développementembrymnaire et faetale. Ainsi, Abrari et son équipe ont démontré que des
rates soumisesa une séquencede stressdifférents durant toute leur gestation,donnent
naissanceuneprogénitureprésentantdestroublesdu comportementet dela mémoireainsi
gu’une diminution du poids corporel (Modir et al. 2014).Le stade gestationnelest doncun
stadetres sensibleau stress.

L'impactdu stressal’ageadulteestdifférent entre desindividusjeuneset desindividusagées.
Eneffet, il a été montré que I'expositionde sourisdgéesa un protocole de stresschronique
engendreune altération de la mémoire, une diminution du poids corporel ainsi qu'une
augmentationde I'activité locomotricelors destests comportementauxtraduisantun état
d’anxiétéavancéLotanet al. 2017).Lessourisjeunesne présentaientaucunde cestroubles.
Cegésultatsmontrent qu’envieillissant)a sensibilitéau stressaugmenteet lesconséquences
surl’'organismesont plusimportantes.

Finalementtout au long de la vie, le stresspeut impacterde nombreuxsystemesvitaux de
maniéreplusou moinsimportante. L'impactdu stresssur le systemeimmunitairea d’ailleurs

eté souventétudié. Le stresschroniqueest tres souventassociéa une immunosuppression,
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susceptiblade favoriserla survenuede pathologiegMizoguchiet al. 2001;RonaldGlaserand

KiecoltGlaser2005).

2.4 impactsdu stresschroniquesur le systemeimmunitaire

2.4.1r Communicatidoidirectionnelle entre le systemeimmunitaire et le systeme
nerveuxcentral

Il est aujourd’hui admis qu’il existe une communicationbidirectionnelleentre le systéme
nerveuxcentralet le systememmunitaire. Toutd’abord,lesorganedymphoidegprimaireset
secondairessont innervéspar le systemenerveuxautonome qui va libérer, au niveaudes
terminaisons nerveuses,des neurotransmetteurset des médiateurs neuroendocriniens
(Felten1993). Ceshormoneset substanceseurochimiquessont capablesde moduler la
réponseimmunitaire gracea desrécepteursqui leurs sont spécifiquesprésentsa la surface
des cellulesimmunitaires (ThyagaRajarand Priyanka2012). Un autre circuit dans cette
communicationbidirectionnelleimplique des produits du systemeimmunitaire,commeles
cytokines(ILX, TNFrr IL6,...)qui peuvent traverser la barriere hématoencéphaliqueet
modifierlesactivitésneuronalesdansle SNGotammentpendantlafiévre oulorsde maladies
inflammatoires(BanksKastin,and Broadwell1995;Luheshiand Rothwell1996;Isomakiand
Punnonenl1997).Ainsi,la communicationbidirectionnelleentre cesdeux systemesndique
gu'’il existeun lientrés étroit entre le stresset la santédesindividus.

Le stressest globalementreconnupour avoir un effet immunosuppresseusur I'organisme.
Or, il estimportant de soulignerque le stressaigu est capabled’améliorer I'efficacité du
systéemeimmunitaire. En effet, plusieursétudesont montré que le stressaiguaugmentele
nombre de macrophagest de DCau niveaudu site de I'infection ainsique le nombre de
lymphocytesT et Bde maniérea renforcerl'immunité innéeet adaptative(F.S.Dhabharand
McEwen 1996; SaintMezard et al. 2003; Viswanathan,Daugherty,and Dhabhar 2005).
L'implicationdu stressaigu dansla formation de lymphocytesT mémoire ainsi que dans
I'améliorationde la réponseimmunitairelors de la réexpositiona I'antigénea été également
observée(F.S.Dhabharand McEwen1996; FirdausS. Dhabharand Viswanatharn2005).En

revanchejesstresschroniquessonteuxassociés I'inhibition du systemeimmunitaire.
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2.4.2r Effetdu stresschroniguesurle systemeimmunitaire inné

L’ensemblalesétudesconsistanta éluciderleseffets du stresssurle Sla permisde montrer
guele stressinduit uneredistributiondescellulesmmunitairesau niveaudesdifférentstissus
(FirdausS.Dhabharet al. 2012).Eneffet, un stressaiguengendre,dansun premier temps,
une mobilisationdes cellulesimmunitaires (commeles neutrophiles,les monocytesou les
lymphocytesyau niveausanguin Dansun deuxiemetemps,le nombrede cescellulesdiminue
dansle compartimentsanguinet augmentedanslesorganespériphériquesce qui traduit un
trafic de cescellulesdu sangverslesOLSou lessitesinfectés(FirdausS.Dhabharet al. 2012).
Cependant)'expositionau stressa long terme engendrela diminution généraledu nombre
de cellulesimmunitairescirculantesainsique la perte de la redistribution descellulesentre
les différents tissus (F. S. Dhabharand McEwen1997). Ceciserait lié a I'expressionde la
moléculed’adhésionCD62a la surface des cellulesimmunitairesqui a été montrée comme
etant diminuéechezdesvachesnjectéesavecdu dexaméthasonéWeberet al. 2001).
Lestresschroniquepsychologiqueffecte égalementfortement la capacitéphagocytairedes
neutrophilesentrainantune diminution de l'activité bactéricidede cesderniers(Tsukamoto
and Machida2014).De plus, le stresschronique diminue la survie des macrophagesleur
capacitéphagocytaireainsique leur capacitéa présenterles antigenesaux LTen diminuant
I'expressiondesmoléculesdu CMHII (SestiCostaet al. 2012; Nakatani, Amano,and Takeda
2013).D’autrescellulesdu systemeimmunitaireinné sontégalementimpactéespar le stress
chronique.Eneffet, il a été montré quel'injection répétée de corticostéronedurant plusieurs
joursadesrats,engendrdadiminutiondelacytotoxicitédescellulesNK(Rosennet al.2014).
Les glucocorticoidesrégulent également a la baisse les moléculesimpliquées dans la
présentationantigéniquedesDC |eur capacitéa sécréer descytokinespro inflammatoireset
bloquentla maturationfinale desDCsuggérantque les glucocorticoideslterent la fonction
maiségalementa maturationdesDC(Piemontiet al. 1999;Vétillardand Schlecht.ouf2018).
Lesglucocorticoidesont surtout connuspour leur pouvoir anti inflammatoire. En effet, ils
supprimentla productionde cytokinespro mflammatoirescommel’IL &, I'IL 6 et le TNF r par
lesmacrophage®t les DC(Fantuzzand Ghezzil993;Piemontiet al. 1999; SestiCcsta et al.
2012) et augmententl’expressionde protéines anti inflammatoires comme I'IL £0 et la
lipocortin L (Barnes1998).Cependant;l a été constatédansdes casde stresschroniques,

comme chez des sujets dépressifs,une augmentation des cytokines pro inflammatoires,
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suggérantque les glucocorticoidesn’ont pas exclusivementun effet anti mflammatoire

(Fitzgeralcet al. 2005).

2.4.3r Effetdu stresssurle systemeimmunitaire adaptatif

Lesglucocorticoidedibéréslors de stresschroniquesimpactentnégativementes effecteurs
de 'immunité adaptative.Eneffet, la prolifération et la migrationdeslymphocytess’avérent
étre affectées par I'augmentation des glucocorticoidesapres un stress (Verburghan
Kemenadeet al. 1999; FirdausS.Dhabhar2009;Flintet al. 2011).De maniéreintéressante,
Rinneret al. ont montré qu'un stresscourt (1 min de manipulation)induit une augnentation
de la prolifération descellulesT et B circulantedorsquecesdernieressont cultivéesavecdes
mitogenestandis qu'un stressplus long (immobilisationde 2h) induit une diminution des
mémesréponserolifératives(Rinneret al. 1992).Lenombrede cellulesT et Bmémoiresest
égalenentdiminuéparle stresschronique cequivafortementaltérerlaréponseimmunitaire
lorsdesvaccinationgBurnset al. 2003;Y.Wanget al. 2016;Maydychet al. 2017).

Cependantfaceaun mémestresschronique lesLTet lesLBsontdifféremmentimpactés.En
effet, il a été observéque lescellulesT murinesdiminuentfortement apresun stressde type
immobilisationalorsque peu de modificationsdescellulesB sont constatéessuggérantinsi
guelesLTet lesLBont une sensibilitédifférente face au stress(DomingueZerpeand Reyr

Méndez2001).

r Effis @uisBdsssurleslymphocytesT

Denombreusestudesont montré que lesLTsontsensiblesau stress.Uneétude menéesur
desrats soumisa un stressrépété, de type chocélectriguependant7 ou 14 jours,a montré
gue leur massecorporelleainsique la massede leur rate sont fortement diminuéespar le
stress(Batumanet al. 1990).Cette méme expériencea permisde mettre en évidenceune
diminution du nombre total de cellules mononucléées,en particulier des cellules T
cytotoxiques,dansla rate et le sangainsiqu’une diminution de leur capacié proliférative
apresstimulation mitogénique (Batumanet al. 1990).11 a égalementété constatéque les
troubles psychologiqueschez 'Homme, comme la dépression, peuvent induire une

diminution du nombre de lymphocytesT et B et altérer la prolifération lymphocytaire
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(Schleiferet al. 1983,1984).Desrésultatssimilairesont été observésdansune autre étude
menée sur des sourisqui ont été contraintesa rester dansun tube pendant 14h en étant
privéesde nourriture (Tarcicet al., 1998).Danscette expérienceessourisstresséeget sans
nourriture) présententune diminution de la massethymique due a la diminution du nombre
de lymphocytesT (plus particulierementdes cellulesDP)liée & une augmentationde leur
apoptose(Tarcicet al., 1998). De maniére intéressante,'’étude par cytométrie en flux de
cellulesCD4+provenantde patientsdéprimésa révéléune augmentationimportante de leur
apoptose ainsi qu’'une augmentationde I'expressiondu récepteur de Fas(récepteur qui
participeala signalisatiorapoptotique par Fastigand)(SzusterCiesielskat al. 2008).
L’expositiona des stresschroniquesmoins séveresest égalementdélétére pour lesLT.En
effet, 'expositiondesrats a différentsstresstreslégers(commel’inversionjour/nuit pendant
24h)durant 3 semainesjnduit une diminution du nombrede LTCD4+CD8+et DP(Guanet
al. 2014)ainsiqu’une diminution de I'interleukine IL 2 plasmatiquesécrétéepar lesLT,dont
le réle estd’activerlaréponseimmunitairespécifiqueviala proliférationdeslymphocytesce
qui pourrait expliquerla perte de réponsevis a vis des agents mitogenesobservéedans
d’autresexperiences(Batumanet al. 1990;Guanet al. 2014).De plus, il a été montré que la
charge virale est fortement augmentée chez des souris exposéesa un stress socior
environnementalavantune infection virale et que cette augmentationde chargevirale est
associéen une diminution de I'expressiondes genescodantles marqueursCD4et CD8et a
une diminutionde laréponsedeslymphocytesT (Younget al. 2013).

Parailleurs,une étude a montré que la production physiologiquediurne de glucocorticoides
chezlessourisinduit I'expressiorde I'lL 7RdanslescellulesT ce qui contribuea la survie des
cellulesT et a leur redistribution entre les ganglionslymphatiques,la rate et le sangen
contrbélant l'expression du récepteur de la chimiokine CXCR4(Shimba et al. 2018).
L’accumulatiorde cellulesT dansla rate la nuit renforcela réponseimmunitaire face a des

agentspathogenes.

r Effis @uisB@sssurleslymphocytesB

Commepour lesLT le stresspeut altérer de maniereimportante la fonction et I'efficacitédes

LB.Parexemple,chezdessourisdanslesquellesdesimplantsont été placésafin d’éleverle
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taux de glucocorticoidesanguina desniveauxanalogues ceuxinduits par desstressou des
traumatismes,il a été observéune réductionde 50%deslymphocytesB périphériquesqui

s’expliquepar I'apoptosedesprogéniteursB (Garvyand Fraker1991;Garvyet al. 1993).1l a
par ailleurs été démontré dans une étude menée chez des étudiants, qu'un stress
psychologiquechronique, mise en évidence par une augmentationdu taux de cortisol
salivaire,induit égalementune diminution deslymphocytesB circulan{®8icGregoret al.

2016).De plus, 'augmentationdu taux de corticostéroneest associéea une diminution de
I'expressiondesmoléculesdu CMHII sur les LBqui sontindispensables I'interaction entre
cellulesBet cellulesT,cequisuggéreguel’activationdesLBparlesL Testaffectéeparle stress
(Weiss,Collier,and Pruett 1996).Lasécrétiond’lg se voit égalementaffectéelors de stress
chroniques.En effet, un étude menée sur des rats ayant subi quotidiennementun stress
physiguede contentionde 6h pendantl5jours,aréveléquelesconcentrationsériquesd’lgA,
IgE lgGet IgM sontfortement diminuéegMoazzamHussainand Ahmad2013).Desrésultats
opposésont été constatéschezdes étudiants ayant un niveaude stressélevé pendantun

examenacadémiqugMaeset al. 1997).

Il aparailleursété montré quele stresschroniquealtére laréponseauxvaccinsEneffet, une
etudeamontré quele stresgpsychologiguecommele fait de s’occuperd’un prochesouffrant,
induit une diminution de laréponseimmunitaireau vaccinanti pneumoniea pneumocoque

moinsd’anticorpslgGsont produits (R.Glaseret al. 2000).Une autre étude a montré que le

taux d’Acinduit par un vaccincontre I'hépatite B, est diminué chezdessujetsqui présentent
un niveauélevé de stress,montrant que le stresspsychologiqudanfluence négativementla

réponseimmunitairehumorale(Jabaaigt al. 1993).

2.4.4rEffetsdu stresssur le systemeimmunitaire foetal

Il estintéressantde noter quele stresschroniqueimpacteégalementie systememmunitaire
durantle développementcetal. Eneffet, destravauxont misen évidenceune diminutionde
la quantité de lymphocytescirculants(principalementieslymphocytesr),une altérationde la
capacité proliférative des lymphocytes (Go6tz, Wittlinger, and Stefanski2007) et une
augmentationdu taux de cytokinespro inflammatoires(Diz Chaveset al. 2013) chezdes
rongeursnésde méresstresséesChed’Homme,il aété observéquedesenfantsnésde méres

anxieuseu dépressivesont plus susceptiblest’étre maladesdurant leur premiereannée
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de vie, suggérantainsi que leur systéme immunitaire serait moins efficace face aux

pathogéneomparésa celuid’enfantsnésde méresmoinsstresséegBeijerset al. 2010).

3 rEFFETBES/OLSSPATIAUSURLECORPSUMAIN

Depuisde nombreusesannéed’Hommes’estlancédansla conquétede I'espace L’espoirde
pouvoir un jour aller sur d’autres planétesest, aujourd’hui encore,au cceur de I'actualité.
Cependantles missionsactuelleset méme futures reposentsur des temps de vols longs
(environ 6 mois pour les astronautesa bord de la station spatialeinternationale (1ISS)et
environ 18 mois pour un aller retour vers Mars). Or, les effets des vols spatiauxsur un
organismehumain restent aujourd’hui incomplétementconnus.|l est donc indispensable
d’approfondirnosconnaissancesurleseffetsdesvolsspatiauxde longuesduréessurle corps

humain.

3.1 1Stresssubitslors desvols spatiaux

Lorsdesvols spatiaux,les astronautessont soumisa de nombreuxstressdifférents de type
physiguespsychologiquegt socioenvironnementaux.

Parmi les facteurs de stress physiquesrencontrés par les astronautesdurant un vol se
trouvent:

r lestempératuresextrémesEneffet, lorsdel’'entréedansl’atmosphére e vaisseatspatial
est soumisa des forces de frottement avecl'air qui peuvent élever la température a
2000°CGautour du vaisseaugqui estprotégéparun bouclierthermique.Malgrécedispositif
de protection,latempératurede I'habitacleaugmentebrutalement.Deplus,al’extérieur
dela stationspatialeinternationale(ISS)lesvariationsthermiquessontextrémes yvariant
de *00a100°Ccequicontraintlesastronautesa porter desscaphandrepressurisésors
dessortiesdansl’espace(ainsique pendantl’atterrissageet le décollage)pour éviter au
maximumlesrisquesde brilure (Thirsket al. 2009).Parailleurs,il a été montré qu’abord
de I'ISS Jes astronautesprésententune augmentationd’'un degré de leur température
centrale corporelle au repos pouvant aller jusqu'a 40°C lors deffort physique
(température proche de la fievre en condition physiologique)Stahnet al. 2017).Cette

augmentationde températurecorporelleestnotammentliée aladiminutionde la gravité
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Figure 24: Effets des vols spatiaux sur I'organisme

Lors des vols spatiaux, les astronautes sont soumis a de nombreux stress différents de type
physiques, psychologiques et socegnvironnementaux. Ces stress altérent I'ensemble des
fonctions physiologiques. @e représentation schématique du corps humain présente les

principaux effets délétéres liés aux conditions spatiales. (d’apres Guéguinou et al. 2009)
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gui entravele transfertde chaleurpar convectionet diminuel'efficacitéde I'évaporation.
Lestressthermiqueestdoncdevenuun problemecritique pendantl'exercicephysiqueen
apesanteur.

lesrayonnementsonisantschargésen particulesde haute énergie.Lesastronautessont
en effet exposésau rayonnementspatialprovenantde sourcessolaireset cosmiquesjui
eémettent desrayonsgamma,desrayonsXet desUV.

le bruit ambianta bord de I'ISSLesdifférentscomposantgdu vaisseatspatialcommeles
ventilateurs, les pompeset les moteurs, générentun bruit continu proche de 60 dB
susceptibled’altérer le sommeilet la concentrationdesastronauteq Thirsket al. 2009).
le changementde gravité. Au coursd’un vol habité, les astronautessont exposésa des
forcesgravitationnellesAumomentdu décollageet de I'atterrissage)esastronautessont
soumisa unehypergravitéalorsqu’abord de I'lSSjls sonten micropesanteufdiminution

chroniquede la gravitélors de leur séjourspatial).

Enplusdesstressphysiqueslesastronautessontsoumisa desstresspsychologiquest socior

environnementauxParmiceuxci setrouvent :

r

I'alternancejour/nuit. L’1ISSaisantle tour delaTerreenuneheureet demie,le jour alterne
avecla nuit toutes lesquarantecingminutes,ce qui a pour conséquencele perturberle
rythme circadiendesastronauteqJ.H. Guoet al. 2014).

le confinementet I'isolementsocial.Lesastronautes sontforcésde vivre en petit comité,
dansun espacecl6t, avec d’autres astronautesde nationalités différentes et doivent
s’adapteral’éloignementde leursprocheg(Pagebhnd Choukér2016).Lapeur permanente
d’étre confronté a une issue fatale lors de leur mission est égalementun élément

psychologiquemenstressant.

3.2 iEffetsdesvols spatiauxsur'organisme

Lesstresssubispar les astronauteslors de vols spatiauxalterent I'ensembledes systémes

physiologiquede I'organisme(Guéguinouet al. 2009) (Figure24). Un des premierseffets

résultant des modificationsgravitationnellesest la redistribution desfluides corporelles.En

effet, pendantle vol spatial,lesfluidescorporellesse déplacentversla téte engendrantune

diminution d’environ 10% du volume dansles membresinférieurs et donnant un aspect
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« bouffi » au visage(Williamset al. 2009).Lesgradientsde pressionartérielle associés une
postureverticalesurla Terresont modifiésen apesanteur(Hargensand Watenpaughl 996).
Ainsi,I'expositiona l'apesanteuréduit la pressionartérielle moyenneau niveaudespiedset
I'augmenteau niveaude la téte. Parconséquent)esvaisseausanguinssituésdansla partie
inférieure du corpssont exposége fagonchroniquea une pressionartérielle inférieure a la
normale,alorsque ceuxsituésentre le coeuret la téte sontexposésa une pressionartérielle
plusforte. Dplus, le déplacementdes fluides versla téte affecte les barorécepteursdu
systémevasculairecentral,ce qui déclenchda suppressiordu systemerénine engiotensiner
aldostérone, entrainant une augmentationde I'excrétion rénale de sel et d'eau et une
réduction nette du volume plasmatique(Guell1995).Laréduction du volume plasmatique
entraine une augmentationtransitoire des taux d’hématocrite.Celasembleprovoquerune
diminution de la sécrétionde I'érythropoiétine, conduisanta une diminution des globules
rouges, ce qui engendreune anémie lors du retour sur Terre et une réduction globale

d'environ10%du volumesanguintotal (Williamset al. 2009).

Leschangementgravitationnelsaffectentégalemente systéemevestibulairedesastronautes
gui vont éprouverle « mal de I'espace», semblableau mal destransportssur Terre.Cemal
de I'espaceest di a la perte dessignauxliés a la gravité au niveaudes otolites de I'oreille
interne qui se traduit par la paleur du visage,des vomissenents, de la fatigue, la perte
d’appétit et une désorientation(Heer and Paloski2006). De plus, le risque de déficience
visuelleet d’hypertensionintracranienneaugmententconsidérablementiurantdesmissions
longues(NelsonMulugeta,andMyers2014).

Lamicropesanteurassociéeaux bruits constantsengendréspar le fonctionnementde I'lSS,
I'alternance jour/nuit modifiée et les horaires de travail pendant les missionsspatiales
perturbent le sommeilet impactentle rythme circadien,compromettantainsil’humeur, la
cognition et la performancedes astronautesen orbite. En effet, les stress physiqueset
psychologiquesencontréslors des missionsspatialesinfluencentl'activation de I'axe HHS
induisantdes niveauxélevésde cortisol pendantet apresun vol spatial (Stowe,Sams,and
Pierson2011;Benjamiret al. 2016).

La micropesanteurinduit également une atrophie musculaire et une déminéralisation

osseuseApresune missionde six mois, un astronautepeut perdre plus de 30%du volume
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musculaireau niveau des musclesposturaux(comme I'extenseurdu genou) et 12%de la
massedesos porteurs(commelesvertébres,le bassinYWilliamset al. 2009).

Il est égalementimportant de noter que I'expositionaux radiationsaugmentele risque de
mutationsgénétiqueset de cancerchezlesastronautegChancellorScott,and Sutton2014).
Fait intéressant,'impact des stressrencontréslors de vols spatiauxsur les muscles,le
squelette lesartéres,lesorganesdessens)e systemenerveuxet le systemammunitairesont
comparables ceuxobservéshezdespersonnesigéesmontrantainsil'intérét d’approfondir

nosconnaissancesurleseffets de cesvolsspatiauxsur'organisme(Suedfeldet al. 2016).

3.3 [Effetsdesvols spatiauxsur le systemeimmunitaire

L’ensembledes stressrencontréslors des vols spatiauxva égalementimpacter le systeme
immunitaire. De maniéere générale,les astronautesont tendancea étre immunodéprimeés
durant une missionspatiale.Cependant]es effets observésaprésun séjouren microgravité
varient considérablementl’'une étude a I'autre a causedesduréesvariablesdesmissionset
delavariabilitéinterindividuelle.

Au coursdesvols, lesastronautessont contraintsde vivre dansun milieu confinéou I'air est
recyclé. Le risque d’exposition aux pathogénesainsi que le risque de transmissionentre
individus est donc plus élevé, d’autant plus qu’en apesanteurcertains microorganismes
deviennentplusrésistantsauxantibiotiques(P.W. Taylor2015).1l ad’ailleursété observéque
la réactivationde viruslatentscomme le virusde I'herpés(EpsteinBarr),de la varicelleou du
cytomégalovirugstprésentechezplusde 80%desastronautesdurantun vol spatialde courte
durée (1046 jours) (S. K. Mehta et al. 2014). La réactivation de ces mémesyvirus a éte
constatéechez plusde 95%desastronautesa bord de I'lSSdurant un vol long (60 480 jours)
avecuneexcrétionvirale(nombrede copiesvirales)plusimportante comparéeauxvolscourts
(SatishK.Mehta et al. 2017).Lesvolsspatiauxpeuvent égalementaugmenterla dangerosité
desmicroorganisme&n augmentantleur virulence.Eneffet, il a été montré qu’'une souche
de Salmonellecultivéedansun bioréacteurmimant|’apesanteurest beaucoupplusvirulente
une fois inoculéea des souriset présenteune résistanceplus forte a la destructionpar les
macrophagesomparéealamémesouchenonsoumiseal’apesanteur(Nickersoret al. 2000).
Desrésultatssimilairesont été observésdansune étude menéesur dessourisinfectéespar

Salmonellayphimuriumqui a été cultivée dansl'espacelors du vol STS115.Cette étude a
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montré que lessourisinfectéespar les bactériescultivéesdansl'espaceprésenteun taux de
mortalité plusgrandpar rapporta cellesinfectéesparla souchetémoinscultivéeau sol (J.W.
Wilson et al. 2007; JamesW. Wilson et al. 2008). De plus, I'analyse des bactéries S.
typhimurium et Pseudomonasaerugnosa soumisesa des vols spatiaux a montré des
différencesdansl'expressionde nombreuxgenesainsique le réle de la protéine régulatrice
Hfq dansl’augmentationde leur virulence(J.W. Wilsonet al. 2007;Crabbéet al. 2011).Afin
d’éviter le risque de mettre en dangerla santé des astronauteslors de vols spatiauxqui
deviennentde plusen pluslong, il es doncnécessairal’approfondirnos connaissancesur
les altérationsdu systémeimmunitaire en condition de vol. De nombreusesttudesse sont

déjapenchéessurla questionau coursde cesdernieresannées.

3.3.1rEffetsdesvols spatiauxsur le systemeimmunitaire inné

Lesystememmunitaireinné estfortementimpactépar lesvolsspatiaux L’étudedescellules
NKd'astronautesayanteffectuéun vollongabord de I''SS128 195jours)a montré que leur
pouvoir cytotoxique et leur nombre de cellulesNK est diminué aprésle vol (Rykovaet al.
2008).Deplus,une autre étudeadémontréque descellulesNKhumainescultivéesdansdes
conditions de microgravité simulée pendant au moins 48, présentent une cytotoxicité
diminuéeassociéea une augmentationde I'apoptoseainsiqu’unediminution de I'expression
de l'interféron r {IFNr viet de la perforine (Q. Liet al. 2013).1l a égalenent été montré, qu’a
partir de 941 jours de vol, les neutrophiles circulant des astronautessont fortement
augmentésen nombre mais présententune diminution de leur capacitéa phagocyterdes
bactéries(Kauret al. 2004).Lacapacitéphagocytairedesmonocyteschezlesastronautesest
égalementfortement réduite apres5 jours de vol (Kauret al. 2005).Deplus, il a été montré
guel’expressiorde cytokinesplasmatiquesjouantun rdle de médiateuret derégulateurdans
de nombreuxprocessusiologiquesdont le Sl,est perturbée par les vols spatiaux.Eneffet,
I'analysede la concentrationplasmatiquede différentescytokineschez28 astronautesayart
effectué un vol long a bord de I'lSSa montré une augmentationde quelquescytokinespro r
inflammatoires,commele TNFr ret I'lL 6, ainsiqu’une augmentationdescertainsfacteursde
croissanceommeVEGRvasculaendothelialgrowth factor),impliquédansl’angiogeneseet
de différentes chimiokines dont I'lL8 qui est impliguée dans le recrutement des

polynucléairesieutrophilessurle site del'infection (BrianE.Cruciaret al. 2014).Cegésultats
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suggerentdoncque lesvolsspatiauxde longuesduréesperturbent la régulationdu systeme
immunitaire. De plus, 'apesanteurinduit desmodificationsdu cytosquelettedesleucocytes
ce qui va engendrerdes altérations de la prolifération, de la transduction de signal,de
I'activationlymphocytaireainsique de I'adhésioncellulairecontribuantainsia la diminution
de I'efficacité de la réponseimmunitaire (Grove Pishakand Mastro 1995; Pippiaet al. 2011;
Paulseret al. 2014;Littleton and Ludwick2015).

3.3.2rEffetsdesvols spatiauxsur le systemeimmunitaire adaptatif

Lesorganeslymphoidesprimaireset secondairesainsique les cellulesqui y résident sont
fortement impactéspar lesvols spatiaux.ll a par exempleété montré chezdessourisayant
volés13jours,une diminution de la massespléniqueet thymique associée une diminution
du nombre de leucocyteset une diminution de la capacié proliférative des cellulesB en
réponsea un mitogene (Bagaiet al. 2009). LeslymphocytesT et B sont donc fortement
impactéspar les conditions rencontréeslors de vols spatiaux,les principaux effets sont

détaillésdanslespartiessuivantes.

r EffetS8uBl2slymphocytesT

Desaltérations majeuresont été constatéesau niveau du nombre et de la fonction des
différentespopulationslymphocytairesl. De manieregénérale Je nombrede lymphocytesT
CD4+et CD8+diminue en condition spatiales. Cette diminution est associéea une
augmentationde I'apoptosedescellulesT (Lewiset al. 1998; Cubanoand Lewis2000).Une
étude menéesur 16 astronautes,ayanteffectuésdesvolslongsabord de I'|SSa montré une
diminution de 45 % de la thymopoiéseassociéea une augmentationdu niveaude cortisol
plasmatiqueet urinaire apresl’atterrissage(Benjaminet al. 2016).Enplus de leur capacité
proliférativealtérée,l'activationdeslymphocytesl enréponsea desmitogenesestfortement
inhibée en condition de vol ou de micropesanteursimulée (Cogoliand Tschopp1985; D.
Cooperand Pellis1998). Desétudes indiquent que cette défaillanced’activation serait en
partie due aladiminution de la sécrétionde cytokinesactivatricesdeslymphocytesT comme
I'IL 2 et 'IFNr \associée la diminution de I'expressiorgéniquede I'lL 2 et de sonrécepteur

enconditionde vol et de micropesanteusimulée(Waltheret al. 1998;B.E.CrucianCubbage,
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and Sams2000; Brian E. Crucianet al. 2008; Stowe, Sams,and Pierson2011). De plus,
différentesétudesont analysdasécrétionde cytokinediéesala souspopulationThl,comme

I'IFNr vet de cellesliéesa la souspopulation Th2commel’lL £0. De manieregénérale,ces
étudesont montré une diminution du ratio I'lFNr v/IlA0 qui sousentend une augmentation
delapopulationTh2 (BrianE.Cruciaret al. 2008;B.V.Morukovet al. 2010;B.Morukovet al.
2011; Stowe, Sams,and Pierson2011; Guéguinouet al. 2012). Or, cette population est
impliguéedansla survenue de certainesmaladiesauto immunessystémiquesinsique dans
desréactionsallergiquegespiratoireset cutanéegRomagnani991;Deoet al. 2010)qui ont
par ailleursété observéeshezcertainsastronautesapresun vol de longuedurée (B.Crucian
etal.2016).

De plus, il a été montré que la micropesanteu et I'hypergravitémodifient la structure du
cytosquelettedescellulesT qui estimpliquéedanslaformationdessynapsesmmunologiques
entre LTet CPAgt lamobilité cellulaire(CogoliGreuteret al. 1996;Pelliset al. 1997;Sciolaet
al. 1999;Galimbertiet al. 2006;Meloni et al. 2011).C’estd’ailleursa traversle cytosquelette
gue sont détectéesles modificationsmécanigqies comme les changementgyravitationnels
(Ingber 1999) qui sont ensuite transmisesa la cellule par I'intermédiaire des voies de
signalisationintracellulaires (Fletcher and Mullins 2010). Or la transduction des signaux
intracellulaireschezlesLTest égalementaltérée parlesconditionsspaiales.Eneffet, il a été
montré quelavoiede signalisatiorde la protéinekinaseA (PKAgstdiminuéeenmicrogravité
cequiinduit unediminution de I'expressiorde facteursde transcriptioncommeNFr B, CREB
et STATinsique de la transcriptionde genesciblesimpliqguésdansl’activationdescellulesT

(Boonyarataakornkitet al. 2005;Paulseret al. 2010;Changet al. 2012).

r Effet8uBl2sdlymphocytesB

LedymphocytesBsontégalemenimpactésparlesvolsspatiauxll aparexemplegté constaté
une diminution du nombre de lymphocytesB spléniqueschezdessourisayantvolé 13 jours
durant la missionSTSA.18 (Gridleyet al. 2009). Cette diminution a été confirmée chezun
modeéle murin au sol appelé HU (pour Hindlimb Unloading)permettant de mimer certaines
conditionsdu vol spatial(Gaignieret al. 2014; X.C.Wei et al. 2002).Alorsque I'effet desvols
spatiauxsur 'immunité cellulairea largementété étudié cesdernieresannéespeud’études

existentconcernant’effet desconditionsspatialessurl’immunité humoraledesastronautes.
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Quelquegttudesont analyséle taux plasmatiqued’lg pendantun vol de courte ou de longue
durée.Deuxétudesont montré que durant un vol de courte durée, le taux plasmatiquedes
immunoglobulinesgA,lgGet IgM desastronautesn’est pasmodifié (Vossl984;Rykoveet al.
2008).Enrevanche,desrésultatscontradictoiresont été observéslors desvolsde longues
durées. Une étude a montré gu’il n'y avait pas de changementdu taux d’'lg chez les
astronautes(Rykovaet al. 2008)tandis qu’une autre étude a révélé destaux plasmatiques
d’'lgAet d'lgM augmentéqKonstantinovaet al. 1993).Enoutre, nousavonsactuellementpeu
de connaissancesoncernant'activationdescellulesB dansdesconditionsde vols spatiaux.
Cependant,des études menéessur un amphibienurodéle, Pleurodeleswvaltl, ont permis
d’améliorernosconnaissancesur les effets desvolsspatiauxsurla réponsehumoraleapres
stimulationantigénique Durantla missionGenesisdesP.waltl ont séjourné5 moisabord de
la station spatialeMir et ont été immunisésar voie orale.L’analysalestranscritsde chaines
lourdesd’lgM et d’lgY(qui est I'équivalentdesIgAsécrétoireschezI’Homme)au seinde la
rate de cesanimaux,a montré que le niveaud’expressiordesARNmcodantla chainelourde
d’lgMestnormalalorsquecelu d’lgYestaugmentédetrois fois (Boxio,Dournon,andFrippiat
2005).De plus,danscette méme étude, les auteursont analysél’expressiordesdifférentes
familles de segmentsVH constituant la partie variablede la chainelourde desIgM et ont
montré une expressiondifférente desfamilles VH, principalementcodéspar des segments
appartenantauxfamillesVHllet VHVI,chezles animauxen vol comparésauxtémoins.Une
autre étude a révélé gue les segmentsappartenanta cesdeux familles sont différemment
expriméschez ces mémesanimaux (Bascoveet al. 2009). Enfin, il a été montré que les
hypermutationssomatiquesgui diversifientles sitesde liaisondesanticorps pour améliorer
leur affinité, sontdeuxfois moinsabondanteschezlesP.waltl immunisésa bord de la station
Mir, suggérantque 'affinité desanticorpspourrait étre moins efficacedansl'espacece qui
diminueraitl'efficacité de laréponseimmunitairehumorale(Bascovest al. 2011).L’ensemble
de cesrésultatssuggeredonc que les vols spatiauxaffectent la production d’anticorpsainsi
guele répertoire d’Acen réponsea une stimulationantigénique.

Malgrétoutes cesdonnéessurl'immunité innée,lesLTet lesLB,I'effet desvolsspatiauxsur

le systememmunitairereste un sujetd’étude nécessitand’étre approfondi.

4rOBJECTIFS
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Laconquétede I'espaceest toujours d’actualité. L’étude de I'impact des vols spatiauxsur
I'organisme est donc nécessairepour pouvoir développer des moyens permettant de
contrecarrerles effets négatifsdes conditionsspatialeset ainsimaintenirles astronautesen
bonne santé. Aujourd’hui nous savonsque les stressrencontréslors des vols spatiaux
affaiblissent le systeme immunitaire des astronautes, favorisant ainsi la survenue de
pathologies.Il est par conséquentimportant d’étudier de maniére approfondiel’ensemble
des mécanismesaffectés et responsablegie cet affaiblissementimmunitaire. Cependant,
compte tenue de la rareté des missionsspatialeset du nombre tres limité d’échantillons
provenant d’astronautes, il est indispensablepour les chercheursd'utiliser des modeles
animauxau sol. Cesmodelesanimauxont pour objectifs de mimer au mieux les différents
typesde stresssubisparlesastronautesdurantlesvolsspatiauxpour ainsimettre en évidence
lesmécanismes I'origine desperturbationsobservéesll estdoncimportant de bien choisir
le modéle animal en fonction du systemebiologique étudié. Différents modelesont été
développésour étudierl'impactdesconditionsspatialessurle systémemmunitaire.Durant
mathese,nousavonsdécidéd’utilisertrois différentsmodélesanimauxpour répondreatrois

objectifsdifférents.

4.1 Premierobjectif : Etudedu répertoire d’anticorpsde P.waltl

Le premier modéle animal utilisé pour étudier I'effet des vols spatiaux sur le systeme
immunitaire humoral est le pleurodéle. Le pleurodéle ou Pleurodeleswaltl (P. waltl), est
uneespeced'urodelesde lafamilledesSalamandridae Il a été montré que cet animal
partage de nombreusescaractéristiquesde I'immunité adaptative avec 'lHomme (M. D.
CooperandAlder2006;Frippiat2013)notammentau niveaude la machinerie moléculairede
la recombinaisorV(D)Jequisepour la formation deslg (Frippiatet al. 2001; Schenteret al.
2013).Deplus, le pleurodelenécessitepeu de moyensmatérielspour sareproduction,son
développementet son élevage,ce qui facilite son utilisation aussibien en laboratoire qu’'a
bord d’'une station spatiale(Frippiat2013).Lepleurodéleestdoncun modeletrésintéressant
pour étudier leseffets d’'un vol spatialsur le systémeimmunitaire humoral. Cependantpour

certainsauteurs la diversité du répertoire d’'lg des amphibiensurodelesserait limitée par
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rapport au répertoire des mammiferes,considérantainsileur systemeimmunitaire comme
étantimmunodéficient{Charlemagnd987;H. M. PatelandHsu1997; Tournefieret al. 1998).
D’autresont constatéque cesanimauxpouvaientprésenterune complexitéasseamportante
au niveau de leur répertoire d’anticorps (Fellah,Jacquesand Charlemagnel994; Golub,
FellahandCharlenagnel997).Comptetenu desrésultatscontradictoiresobservésauniveau
deladiversitédurépertoired’Acdesurodeleset comptetenu du fait quele pleurodéleestun
modeélequi a été utilisé avecsuccedors de différentesmissionsspatialesdansle domainede
'immunologie,nousavonsétudié le répertoire de chaireslourdesd’lg chezP.waltl afin de
leverlesincertitudesconcernante niveaude diversitéde cerépertoire d’anticorpschezcette

espece.

4.2 Deuxiemeobjectif : Effetsde stresschroniquessocioenvironnementaux
impreévisiblessur la lymphopoieseT et le répertoire TCR

De nombreusesrecherchesont été réaliséesafin d’étudier I'effet des vols spatiauxsur le
systemeammunitaireinné et surlesréponsesmmunitairesdeslymphocytesapresstimulation
antigénique. Cependant,peu d’études se sont penchéessur I'effet de ces vols sur le
développementprécocedeslymphocytesau seindesorganesymphoidesprimaires.Woods
et sescollaborateursont observéquela microgravitéappliquéea desculturesorganotypiques
de thymus feetaux (via un clinostat) avait pour conséquencda diminution des cellulesT
doublespositiveset descellulesT simplespositivesCD4+et CD8HWoodset al. 2003).Par
ailleurs, notre équipe a précédemmentétudié I'impact de I'exposiion a I'hypergravité
pendantle développementfaetal murin surle répertoire TCR (Ghislinet al. 2015).L’analyse
d’'unemini banqued’ADNacodantpourleschainesI CR, apermisde mettre enévidenceune
modificationde plusde 85%du répertoire TCR ntre lessouriceauxnésde méressoumises
a I'hypergavité et les souriceaux témoins. Cette modification de répertoire résulte
notamment d’'une modification de la fréquenced’utilisation des segmentsV et J ainsique
d’'une modificationde la taille et de la compositionen acidesaminésde la région CDR3Ces
résultatssuggerentque la capacitéde reconnaissanceesantigénespar le TCRoourrait étre
altérée. De plus, cette méme étude a révélé que les effecteursde la recombinaisonVv(D)J
étaient égalementmpactéspar I’hypergravité.L’ensemblede cesdonnéesmontre doncque

lesmodificationsgravitationnellesaffectentla lymphopoiéser ainsique le répertoire TCR.

73






INTRODUCTION

Cependant,les astronautesne sont pas soumisqu’a des stressgravitaires.Lorsde leurs
missionsjls sont égalementconfrontésa desstresssocioenvironnementauxconfinement,
éloignementfamilial,alternancegour/nuit perturbée).C’estpourquoinousavonsvoulusavoir
si des stress chroniques socioenvironnementaux pouvaient, au méme titre que les
modificationsde gravité, altérer la lymphopoieser et le répertoire TCR. Afin de mimer les
stress chroniques socioenvironnementauxrencontrés en vol, nous avons utilisés, en
collaborationavecl'unité UMR 894 de Paris,un modéle de stresschroniqueléger appelé
CUMSYpour ChronicUnpredictableMild Stress)YPardonet al. 2000).1l a été montré que ce
modele induit des modificationsdu Sl adulte, similairesa cellesrencontréeslors de vols
spatiaux(Gaignieret al 2018).Ainsi,pour répondrea notre questionnousavonsappliquéce
modéledurantla gestationde souriset avonsétudié la lymphopoieseT et le répertoire TCR
dessouriceauxDande cadrede cette étude,nousavonschoiside travailler surlessouriceaux
exposésa ce modeéledurant toute la périodede leur développementfoetal afin de s’assurer
guelalymphopoieser et la créationdu répertoire de TCR n’avaientlieu qu’en conditionde
stress, éliminant ainsi les effets potentiels d’'un développementprécédenten conditions

normales.

4.3 fTroisiemeobjectif : Effetsde I’hnypokinésiedesmembrespostérieurset
du vieillissementsur la diversité du répertoire BCRmurin

Au méme titre que la lymphopoieseT, peu d’études ont été menéessur l'effet des vols
spatiauxsur le développementdes cellules B. Une étude a montré que les niveauxde
transcription des chaineslourdes d'lgM et du facteur de transcription Ikaros, essentielau
développementescellulesB, sont modifieslorsquedesembryonsde P.waltl sont soumisa
deschangementge gravité, suggérantun impact des modificationsgravitationnellessur la
lymphopoieseB. Cette hypothésea ensuite été confirmée chezdes sourissoumisesa un
modeélede suspensioranti prthostatique (HU).LemodéleHU (ou modeled’hypokinésiedes
membres postérieurs) est un modele animal validé par la communauté scierifique et
couramment utilisé pour reproduire au sol les principales modifications physiologiques
induites par les vols spatiauxcomme I'atrophie musculaireet osseuse auxiveauxdes
membrespostérieurset une augmentationdu flux sanguinversla téte (E.R.Morey Holton

and Globus2002;Globusand Morey Holton 2016).Nos travauxmenésen collaborationavec
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'unité INSERMUMRS940(Paris),ont montré que des souris adultes soumisesa une
hypokinésiedes membrespostérieursvia le modele HU, présententdes altérations de la
lymphopoieseB (Lescaleet al. 2015).De maniéreintéressante cette étude a montré queles
effets du modéle HU sur la lymphopoiéseB sont comparablesa ceux observéschez des
animauxagés Ainsi,il a été constatéchezlesanimauxHUet agésune diminutiondu nombre
de cellules proB, pré B et Bimmatures (stades ou il y'a formation du BCRpar la
recombinaisonV(D)J)ainsi qu’une diminution de la signalisationpar le récepteur a I'IL¥
essentielle a la différenciation des LB. Ces résultats suggerent que le processusde
recombinaisorV(D)Jresponsableleladiversitédu répertoired’Ac,pourrait étre affectéaussi
bien par la suspensioranti orthostatique que par le vieillissement Aussi,pour vérifier cette
hypothese,nousavonsétudié I'impact du modéle HU et du vieillissementsur les effecteus
de la recombinaisonV(D)Jet la diversité du répertoire BCR Cette étude avait donc pour
objectif, dansla continuité destravauxde Lescaleet al, de déterminer si I’hypokinésiedes
membrespostérieurspouvait induire une immunosénescencerématuréesimilaire a celle

observéechezlessourisagees.

Au coursde mathese je me suisdonc intéresséea trois problématiques.Dansun premier
temps,nousavonsetudié le répertoire d’anticorpsde 'amphibienP.waltl afin d’en connaitre
le niveaude complexitéet de diversité.Dansun deuxiemetemps,nousavonsdéterminésiun
modelemimantlesstresssocioenvironnementauxencontrésenvol affectelalymphopoiese
Tet le répertoire TCR murin. Enfin,dansun troisiémetemps,nousavonsétudié 'impactdu

modeleHUet du vieillissemensurlalymphopoieseB et le répertoire BCRmurin.
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CHAPITRE Il : P. Waltl

1 rINTRODUCTION

Commeindigué dans la partie introduction, le pleurodéle est un des premiers modeles
animauxutilisé pour étudier I'effet desvolsspatiauxsurle systemeimmunitairehumoral.Le
pleurodéle ou Pleurodeleswaltl (P. waltl), est un amphibien urodele qui passepar une
métamorphoseau coursde son développementll partagede nombreusescaractéristiques
de 'immunité adaptative avecI’Homme (FellaKerfourn,and Charlemagnel994; M. D.
Cooperand Alder 2006; Bascoveand Frippiat 2010; Frippiat 2013; Schentenet al. 2013)
notammentla productiond’anticorpspar leslymphocytesB (Golub,Fellah,and Charlemagne
1997;Frippiat2013).Troisisotypesd’'immunoglobulineont été décriteschezP.waltl : IgM,
IgYet IgP(SchaerlingerBascoveand Frippiat2008).LesIgM sontleslglesplusabondantes
chezP.waltl. LeslgYseraientun homologuedeslgAde mammiferesdu fait de leur localisation
et de leur co expressionavecune moléculede type sécrétoireau niveau des celldes des
muqueusesntestinaleet gastrique(Fellahet al. 1992).LeslgPsontexpriméesspécifiquement
chezleslarvesde P.waltl, doncavantmétamorphose gt présententdessimilitudesavecles
anticorps produits par les cellulesB1 de mammiferes(SchaerlingerBascove and Frippiat

2008).

Lesavis concernantl’efficacité du systémeimmunitaire humoral des amphibiensurodeles
sont mitigés. Certainstravauxont montré que la diversitéde leur répertoire d’anticorpsest
plutt limitée par rapport aux mammiféres, considérantainsi leur systemeimmunitaire
comme immunodéficient(Charlemagnel987; H. M. Pateland Hsu1997; Tournefieret al.
1998). D’autresont montré que le répertoire d’Ac de cesanimauxest plutot diversifié et

polyréactif(Fellah Jaques,and Charlemagnd 994;Golub,Fellah,and Charlemagnd 997).

Danscette étude, nousavonsdoncétudié le répertoire de chainedourdesd’lgYet d'IgM de

P.waltl afin d’évaluerla diversitéde sonrépertoire d’anticorps.

2rRESULTATEIDISCUSSION

2.1 Diversitédu répertoire de chainedourdesd’lgYet d'lgM chezP.waltl
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2.1.1rldentification et utilisation dessousgroupesIGHV |GHJt IGHD
chezP.waltl

Afin d’étudier la diversité du répertoire de chaineslourdes d’lgY et d’lgM, nous avons
construit,a partir d'un mélanged’ARNtotal extrait de larate de deuxP.waltl adultesagésde
3 ans, deux banquesd’ADNc. une contenant les chaineslourdes d’IgM (dont la partie
constante est codée par C...Eet une contenant les chaires lourdes d’lgY (dont la partie
constanteest codéepar CX. L’analysede cesbanquesnousa permisd’identifier dix sousr
groupesIGHV(IGHV1a IGHV10)Figurel publication1). De la méme maniere,nousavons
identifié 8 segmentsiIGHJet 6 segmentsIGHD potentiels (Figure 2 publication 1). La
compositiondu locusiGHde P.waltl estdoncsimilairea cele desloci IGHVde A. mexicanum
et X.laevisqui présententun grand nombre de segmentsiGHVégalementorganisésen 11
sousgroupes,(Schwageeet al. 1991; Golub and Charlemagnel998) ainsi qu’une diversité
jonctionnelleimportante (Haire et al. 1990; Golub, Fellah,and Charlemagnel997). Cette
complexie structurelledu locusIGHcontribuea la diversitéde leur répertoire.
Nousavonsensuitevoulu savoira quellesfréquencessont utiliséslesdifférentssousgroupes
IGHV.

Pour cela, pour chaque banque (IgM et 1gY), nous avons hybridé des clones choisis
aléatoirementavecdessondesspécifiquesdesdifférents sousgroupesiGHV Ainsi,dansles
deuxcas,nousavonsmis en évidencel’existenced’un biaisdansl’utilisation desdifférents
sousgroupes(Figure5 publication1). Cetype de biaisest communa plusieursespécest a
été observéchez A. mexicanumet chezl’Homme (Cookand Tomlinson1995; Golub and
Charlemagnd 998).L’existencale cebiaispourrait étre liée ala structurechromatiniennedu
locus.Eneffet, plusieurstravauxont démontré gue le remodelagechromatinieninfluencele
choixdessegmentgyéniquesdurantlarecombinaisorV(D)JC.R.Xuet al. 2008;Ndifonet al.
2012).

Enrevanchegncequiconcernde choixdessegmentdGHDet IGHJnousn’avonspasobservé
de segmentgréférentiellementutilisésce qui conféreauxP.waltl un niveausupplémentaire
de diversitécombinatoireau niveaudes CDR3Jleschainedourdesd’lgYet d’'IgM (Tableaul

delapublicationl).
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