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RESUME

Les vols spatiaux sont source de nombreux stress conduisant a un affaiblissement du systeme
immunitaire. L'efficacité de ce systéme repose notamment sur la diversité des répertoires de
récepteurs aux antigenes présents a la surface des lymphocytes B (BCR) et T (TCR) permettant
de reconnaitre un grand nombre d’antigenes différents.

Au cours de cette thése, j’ai étudié la diversité des récepteurs a I'antigéne dans trois modéles
animaux différents : 'amphibien Pleurodeles waltl, le modéle murin de suspension anti-
orthostatique (micropesanteur simulée) et le modele murin CUMS (pour « Chronic
Unpredictable Mild Socio-environmental stressors ») qui fait appel a des stress sociaux et
environnementaux chroniques similaires a ceux rencontrés lors des vols spatiaux.

L’étude des répertoires de chaines lourdes d’anticorps IgM et IgY de P. waltl a montré que
ceux-ci présentent une diversité importante, faisant de cet animal un bon modele pour étudier
les effets d’un vol spatial sur le systéme immunitaire humoral.

Nous avons aussi montré que I'exposition a la suspension anti-orthostatique durant 21 jours
diminue la lymphopoiese B mais n’affecte que modérément la diversité du répertoire de
chaines lourdes d’IgM. Ces résultats ont été comparés a ceux obtenus avec des souris agées
afin de savoir si la suspension anti-orthostatique induit un vieillissement accéléré du systeme
immunitaire. Méme si nous avons noté des similitudes intéressantes entre ces deux groupes
de souris, nous avons constaté que I'effet du vieillissement sur le répertoire d’IgM est plus
important que celui de la suspension anti-orthostatique, suggérant que le temps d’exposition
au modele anti-orthostatique devrait étre augmenté pour accentuer ses effets sur le
répertoire d’anticorps.

Quant au modele CUMS, nous avons montré que son application durant la gestation n’impacte
pas la lymphopoiése T chez les souriceaux nouveau-nés mais affecte 25% de leur répertoire
de chaines lourdes B du TCR. Ces résultats suggerent que des stress socio-environnementaux
chroniques, méme de faibles intensités, pourraient modifier les capacités de reconnaissance

antigénique de I'hote.
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LISTE DES ABREVIATIONS

Les termes en anglais sont écrits en italique.

11B-HSD = 11 béta hydroxystéroide déshydrogénase
Ac = Anticorps

ACTH = Hormone hypophysaire adrénocorticotrope
ADN = Acide DésoxyriboNucléique

ADNCc = ADN complémentaire

Ag = Antigene

ARN = Acide RibonNucléique

ARNmM = ARN Messager

Axe HHS = axe Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien
BCR = Récepteur des cellules B

CD = Cluster de Différenciation

CDR = Complementarity Determining Regions

CMH 1I/1l = Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe /11
CPA = Cellule(s) Présentatrice(s) d’Antigene

CRH = Corticotropin-Releasing Hormone

CSH = Cellules Souches Hématopoiétiques

CTEC = Cellules épithéliales corticales thymiques

CUMS = Chronic Unpredictable Mild Socio-environmental Stressors (stress chroniques socio-
environnementaux imprévisibles)

DC = Cellule dendritique

DICS = Déficit Immunitaire Combiné Sévére

DN = Cellules T Double Négatives

DNA-PKcs = DNA-dependent Protein Kinase, catalytic subunit
dNTP = DésoxyriboNucléotide TriPhosphate

DP = Cellules T Double Positives

E2A = Early region 2A






EBF =Early B cell Factor

eEf2 = Eukaryotic Elongation Factor 2

elF3f = Eukaryotic translation Initiation Factor 3 subunit f
ELISA = Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ERK = Extracellular signal-regulated kinase

Fab = Fragment antigen binding

FACS = Fluorescence-Activated Cell Sorting (Cytométrie en flux)
Fas = Apoptosis Stimulating Fragment

FasL = Ligand de Fas

Fc = Fragment cristallisable

GAPDH = Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GR = Récepteur aux glucocorticoides

H = Heure

H20 up = Eau ultra pure

HMGB1/2 = High Mobility Group Protein 1/2

HU = Hindlimb Unloading (suspension anti-orthostatique ou hypokinésie des membres
postérieurs)

IFN-y = Interféron gamma

Ig = Immunoglobuline

IL = Interleukine

INRS = Institut National de la Recherche et de la Sécurité
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ITAM = Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
LB = Lymphocytes B

LB Fo = Lymphocytes B folliculaires

LB ZM = Lymphocytes B de la zone marginale

LT = Lymphocytes T

LTc = Lymphocytes T cytotoxiques

LTh = Lymphocytes T helper
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MAPK = Mitogen-Activated Protein Kinase (protéine kinase activée par des mitogénes)
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NASA = National Aeronautics and Space Administration
NFkB = Nuclear Factor-kappa B

nGRE = Elément de réponse négatif des récepteurs aux glucocorticoides
NHEJ = Non Homologous End Joining

NK = Natural Killer

NR3C1 = Nuclear Receptor subfamily 3 group C member 1
OLP = Organe Lymphoide Primaire

OLS = Organe Lymphoide Secondaire

PAMPS = Pathogen-Associated Molecular Patterns

Pax5 = Paired box 5

PCR = Réaction de polymérisation en chaine
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PRR = Pattern-Recognition Receptors
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TGFB = Tumor Growth Factor beta

TNFa = Tumor Necrosis Factor alpha

Treg = T régulateur

TRM = Cellules T mémoires résidentes du tissu
Kg = Microgramme

ML = Microlitre

UM = Micromolaire






CHAPITRE | : INTRODUCTION






INTRODUCTION

1- LE SYSTEME IMMUNITAIRE

1.1- Généralités

1.1.1- Définition

Le systéme immunitaire (SI) permet de protéger I'organisme contre les agressions physico-
chimiques (comme une brilure, des substances toxiques, etc...) et les agents pathogénes
présents dans I’environnement (comme les virus, les bactéries, les champignons, les parasites,
etc...). De maniére remarquable, le S| est capable de distinguer des cellules ou molécules du
« soi », c'est-a-dire qui sont propres a I'organisme, des cellules ou molécules du « non-soi »,
c’est-a-dire qui n"appartiennent pas a I'organisme. Cette reconnaissance du soi est permise
par la présence de protéines membranaires ou antigenes (Ag) du soi, qui forment une sorte
de « carte d’identité » spécifique a I'organisme. Tout agent différent du soi sera reconnu
comme étranger et déclenchera I'activation du Sl. Le Sl est un systéeme tres complexe qui fait
intervenir différents organes, cellules et molécules qui ne cessent d’interagir ensemble. Au
cours de I'évolution, deux types de mécanismes de défense se sont développés, I'immunité
innée et I'immunité adaptative. L'immunité innée, ou non spécifique, est la premiere ligne de
défense. Son action est immédiate et se met en place des I'entrée d’un agent étranger. La
deuxieme ligne de défense correspond a I'immunité adaptative ou spécifique. Son action n’est
pas immédiate et nécessite un délai durant lequel les cellules immunitaires prennent

connaissance des caractéristiques de I’Ag et se préparent a le détruire de maniere spécifique.

1.1.2- Le systéeme immunitaire inné et adaptatif

Le mécanisme de défense non spécifique, ou inné, est un mécanisme commun a I'ensemble
du regne animal alors que le mécanisme de défense spécifique, ou adaptatif, est apparu
exclusivement chez les gnathostomes (les vertébrés a machoire). Ces deux systémes agissent
en synergie pour neutraliser au mieux le pathogéne entrant dans I'organisme. Ainsi, lors de la
détection d’un agent pathogéne, différents acteurs de la réponse immunitaire vont se mettre
en place. Dans un premier temps vont intervenir les acteurs du Sl inné et si 'immunité innée

n’a pas suffi, ce seront les acteurs du S| adaptatif qui interviendront dans un second temps
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Tableau 1: Principales fonctions des cellules appartenant au systéeme immunitaire inné.
(Topham and Hewitt 2009; Geissmann et al. 2010)

Cellules Fonctions

- Reconnaissance de molécules associées
aux pathogenes (PAMPs)

- Possede des granules contenant des
médiateurs chimiques comme |’histamine
impliqué dans la vasodilatation des
vaisseaux sanguins facilitant I'arrivée
d’autres cellules immunitaires sur le site
de l'infection

Mastocyte

- Le macrophage est la forme tissulaire du
monocyte

- Reconnaissance de molécules associées
aux pathogénes (PAMPs)

- Phagocyte les pathogenes ou cellules
infectées

- Stimule les autres cellules du systeme
immunitaire inné

Monocyte/Macrophage

- Reconnaissance molécules associées aux

Polynucléaire neutrophile pathogeénes (PAMPs)
- Phagocyte les pathogenes

- Reconnaissance de molécules associées
aux pathogénes (PAMPs)

- Phagocyte les pathogénes

Cellule dendritique - Présente des peptides antigéniques a sa

surface et migre vers les organes

lymphoides secondaires pour activer la

réponse immunitaire adaptative

- Reconnaissance des complexes majeurs
d’histocompatibilité de type | (CMHI)
modifiés a la surface des cellules infectées

Cellule tueuse naturelle (« Natural ou cancéreuses

killer » ou NK) - Pouvoir cytotoxique via la sécrétion de
protéines, comme la perforine,
provoquant des altérations de la
membrane cellulaire
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1.1.2.1- Le systéme immunitaire inné

Le Slinné est la premiére ligne de défense de I'organisme contre les agents pathogénes. Il agit
de maniere immédiate et non spécifique en réponse aux agressions. Il fait intervenir les
barrieres physiques de I'organisme telles que la peau, les muqueuses ou encore les larmes qui
contiennent des lysozymes altérant la paroi de certaines bactéries (Turvey and Broide 2010).
Si les pathogenes franchissent ces barriéres physiques ils seront reconnus par les cellules dites
sentinelles (macrophages, mastocytes, cellule NK (Natural Killer) et cellules dendritiques (ou
DC)) qui patrouillent en permanence dans I'organisme afin de détecter et de répondre au plus
vite a I'entrée d’un pathogene. Les cellules sentinelles vont recruter d’autres cellules du
systeme immunitaires sur le site de I'infection, telles que des granulocytes neutrophiles ou
encore des monocytes, via la sécrétion de cytokines. Les fonctions de I'ensemble des cellules
appartenant aux Sl inné sont résumées dans le tableau 1 (Topham and Hewitt 2009;
Geissmann et al. 2010).

Ainsi, au contact du pathogene, les mastocytes vont libérer le contenu de leurs granules
comportant entre autres des médiateurs chimiques impliqués dans I'inflammation, comme
I’"histamine, qui vont permettre la vasodilatation des vaisseaux sanguins et donc faciliter
I'arrivée d’autres cellules immunitaires comme les neutrophiles sur le site de I'infection (da
Silva, Jamur, and Oliver 2014). Le pathogéne va étre pris en charge et phagocyté par les
macrophages et les DC, et les cellules infectées seront tuées par les cellules NK. Ces cellules
immunitaires vont également sécréter des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa
(Tumor Necrosis Factor a), linterleukine-1 (IL-1) et I'IL-6 ainsi que des cytokines
chimioattractantes comme I'IL8 et CXCL10, afin d’attirer vers le site de l'infection d’autres
cellules du SI inné présentes dans la circulation sanguine, telles que les granulocytes
neutrophiles, les monocytes, d’autres cellules NK et les DC (Arango Duque and Descoteaux
2014) (Figure 1). Les cellules NK font partie de la famille des cellules innées lymphoides (ILC)
qui sont des cellules du systeme immunitaire dépourvues de récepteurs spécifiques aux
antigeénes, dont les fonctions effectrices sont similaires a celles des cellules T de la réponse
adaptative et proviennent des mémes progéniteurs que les lymphocytes appelés progéniteurs
lymphoides commun (CLP) (Cherrier 2014; Das et al. 2018).

Les cellules du Sl inné ne sont pas capables de reconnaitre spécifiquement un pathogene mais

vont reconnaitre, via leurs récepteurs appelés PRR (Pattern-Recognition Receptors), soit des
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Figure 1: Schéma de I'activation de la réponse immunitaire. (Modifié d’aprés http://slideplayer.fr)

Un pathogéne entrant dans I'organisme doit tout d’abord franchir les barrieres physiques telles
que la peau ou les muqueuses (1). 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’histocompatibilité de type | (CMHI) modifié) ainsi que les
cellules dendritiques (DC) et les macrophages. La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et
de chimiokines par les cellules NK, DC et macrophages ainsi que la sécrétion d’histamine par les
mastocytes (permettant la vasodilatation des vaisseaux sanguins (2)) vont permettre de faciliter
I'arrivée d’autres cellules immunitaires sur le site de linfection (3). Dans le cas ou les
pathogenes résistent a I'action des cellules du Sl inné, l'activation du S| adaptatif sera
nécessaire. Pour cela, les cellules présentatrices d’antigenes (ou CPA qui expriment des peptides
antigéniques liés a une molécule CMHII) comme les DC, vont rejoindre la circulation 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 activer (4). Les 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 (Ac) (5). 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 non-soi a leur surface.
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groupes ou “patterns” de molécules communément retrouvés sur certains pathogenes
appelés PAMPS (Pathogen-Associated Molecular Patterns), soit des motifs moléculaires
associés aux dégats cellulaires appelés DAMP (Danger Associated Molecular Pattern) (Suresh
and Mosser 2013). Cette interaction va initier I'activation de voies de signalisation,
aboutissant a I'expression de cytokines ou de chimiokines qui vont protéger I'h6te d'une
infection microbienne (Kawasaki and Kawai 2014).

Malgré I'action précoce du Sl inné, certains pathogénes peuvent résister a ce Sl ou y échapper.
Pour pallier a ce probléeme, les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) comme les DC et les
macrophages, vont aller activer les effecteurs du S| adaptatif dont la réponse sera plus
spécifique au pathogene. Brievement, les CPA vont présenter a leur surface des déterminants
antigéniques (issus de pathogenes préalablement phagocytés) qui vont étre reconnus par des
lymphocytes T (cellules de I'immunité acquise) qui seront ainsi stimulés (Trinchieri et al. 1993).
Ces derniers vont ensuite activer d’autres lymphocytes, les lymphocytes B. On passe alors
d'une réponse immunitaire non spécifique (destruction d'un élément quelconque du non-soi)

a une réponse immunitaire spécifique (destruction d’un élément précis du non soi) (Figure 1).

1.1.2.2- Le systéme immunitaire adaptatif

L'activation de l'immunité adaptative se fait essentiellement au niveau des organes
lymphoides secondaires (OLS). Les OLS sont composés des ganglions lymphatiques, de la rate
et des tissus lymphoides associés aux muqueuses ou MALT (mucosa-associated lymphoid
tissue), comprenant les amygdales et les plagues de Peyer (Figure 2) (Jgnsson 1985). Les OLS
sont des sites privilégiés de rencontre entre les Ag et les cellules immunitaires. C'est au niveau
de ces OLS que s’effectuent les premiéres phases de la réaction immunitaire dite adaptative.
L'immunité adaptative ou acquise est un mécanisme de défense qui fait appel a la
reconnaissance de la nature de I'Ag permettant le développement d'une réponse adaptée via
la production de cellules et de molécules spécialisées. Sa mise en place est retardée par
rapport a l'immunité innée puisque qu’elle intervient quelques jours aprés |'infection.
L'immunité adaptative fait intervenir les lymphocytes T (LT) et B (LB) qui possédent a leur
surface un récepteur, appelé respectivement TCR (T cell receptor) et BCR (B cell receptor),

capable de reconnaitre avec une grande spécificité les Ag pénétrant dans I'organisme.
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Figure 2: Localisation des organes lymphoides primaires et secondaires dans I'organisme.

(Source: www.lymphoma.ca)

Répartition des différents organes lymphoides primaires et secondaires dans |'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
pathogenes et les lymphocytes résidents. Les ganglions sont répartis dans tout I'organisme et
joue le réle de filtre de la lymphe venant des vaisseaux lymphatiques alors que la rate joue le

role de filtre de la circulation sanguine (Jgnsson 1985).



INTRODUCTION

A- Les lymphocytes, acteurs du systéme immunitaire adaptatif

Les lymphocytes sont des cellules sanguines faisant partie de la famille des leucocytes ou
globules blancs. La population sanguine lymphocytaire comprend en moyenne 10-15% de LB,
65-75% de LT et 10-20% de cellules NK (Manda et al. 2003; J. Choi et al. 2014). Les LB et les LT
sont semblables d’'un point de vue morphologique mais divergent d’un point de vue

moléculaire et fonctionnel.

A.1- Les lymphocytes T

Les lymphocytes T expriment a leur surface un récepteur spécifique aux Ags appelé TCR (pour
T cell Receptor), ce qui les différencie des cellules de I'immunité inné. De plus, les LT expriment
un certain nombre de protéines membranaires telles que des intégrines, des récepteurs de
cytokines, ainsi qu’un certain nombre de cluster de différentiation. Il existe deux grands types
de LT, les LT auxiliaire ou helper (LTh) et les LT cytotoxiques (LTc), avec des fonctions
différentes dans la réponse immunitaire. Les LTc, expriment a leur surface le cluster CDS8. lls
sont impliqués dans |’élimination des cellules infectées par un pathogéne et des cellules
cancéreuses via la sécrétion de cytokines comme I'interféron gamma (IFN-y) et le TNF-a (pour
Tumour Necrosis Factor). lIs sont également capables de libérer le contenu de leurs granules
(comportant la perforine et les granzymes) dans le but d’induire I'apoptose des cellules
dangereuses (Andersen et al. 2006). Les LTh expriment a leur surface le cluster de
différenciation CD4. lls vont avoir pour réle principal d’orchestrer la réponse immunitaire. Il
existe trois types principaux de LTh, les Th1, les Th2 et les Th17, avec des phénotypes distincts
de sécrétion de cytokines, induisant des caractéristiques fonctionnelles spécifiques pour
chacun des types. Les cellules Th1 sécrétent des cytokines comme I'IFN-y et le TNF-B, qui leur
permettent d'étre particulierement efficaces contre les infections intracellulaires (virales et
bactériennes) ou pour I'élimination des cellules cancéreuses via |'activation des cellules
cytotoxiques LTc et des cellules NK (Kaiko et al. 2008; Annunziato, Romagnani, and Romagnani
2015). Les cellules Th2 sécretent I'lL-4, I'IL-5, I'IL-10 et I'IL-13. Ils ciblent les organismes
parasitaires, régulent la production d'anticorps et activent les cellules B (Kaiko et al.
2008). Enfin, les cellules Th17, dont la différentiation est sous l'influence du facteur de

transcription RORyt (He et al. 2017), sécretent des cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-
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17, I'lL-23 et I'IL-6, qui leur permettent de jouer un réle dans l'inflammation des tissus et
I'activation des neutrophiles pour combattre les bactéries extracellulaires et certains
champignons (Kaiko et al. 2008). Ces types de LTh et les cytokines qu'ils libérent sont
antagonistes |'un de I'autre et sont dominants en réponse a un agent pathogene particulier.
Parmi les cellules CD4+, il existe une autre population de cellules T qui differe des LT
auxiliaires, appelée lymphocyte T régulateur (Treg). Les cellules Treg sont en charge de la
suppression des activités potentiellement déléteres des LTh et permettent de prévenir les
maladies auto-immunes en maintenant I'auto-tolérance. Ces Treg sécretent de I'lL-10, de I'IL-
4 et du TGF-B (pour Transforming Growth Factor), qui modulent l'activité des lymphocytes T
auxiliaires et suppriment certaines de leurs fonctions, induisant une tolérance aux Ags
(Corthay 2009).

Une des caractéristiques du systéme immunitaire adaptatif est sa capacité a répondre de
maniére plus rapide et plus efficace contre des pathogénes déja rencontrés. Cette réponse est
appelée réponse mémoire ou secondaire. Aprés un premier contact antigénique, des
lymphocytes T CD8+ et des lymphocytes CD4+ mémoire se forment. Ces cellules ont un taux
de renouvellement plus important et plus rapide en présence de d’Ag et également une
meilleure spécificité a I'antigeéne que les cellules T naives (Boyman et al. 2009). Les
lymphocytes T mémoire réactivés sécretent également des quantités importantes de
cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines qui favorisent |'activation et le recrutement
des cellules immunitaires (Lauvau and Soudja 2015). Il existe au moins deux grandes sous-
populations de cellules T mémoires, d’une part, les cellules T mémoires effectrices (TEM) qui
possedent une activité cytolytique permettant de combattre rapidement les pathogenes a
leur site d’entrée (grace a la sécrétion d’IFN-y et de perforine) et d’autre part, les cellules T de
mémoire centrale (TCM) qui permettent de soutenir plus longtemps la réponse immunitaire
en activant la prolifération des TEM et en interagissant avec les CPA dans les OLS (Sallusto et
al. 1999). Ces deux populations se distinguent par I'expression du récepteur de chimiokine
CCR7 qui est présent sur les TCM mais absent sur les TEM (Sallusto et al. 1999). Ces cellules
sont principalement retrouvées dans la rate, le sang et les ganglions lymphatiques mais
d’autres types de cellules mémoires comme les cellules T mémoires résidentes du tissu (TRM),

sont retrouvées au niveau de la peau, des intestins et des poumons (Mueller et al. 2013).
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A.2- Les lymphocytes B

Comme pour les LT, les lymphocytes B (LB) possédent a leur surface des récepteurs spécifiques
aux antigénes aussi appelés immunoglobulines (Ig). Les Ig peuvent étre soit membranaires,
alors appelées BCR (pour B cell receptor), soit sécrétées, appelées alors anticorps. Les
anticorps sont sécrétés par les plasmocytes qui sont issus de la différentiation de cellules B
activées apres liaison a un Ag. De plus, les LB expriment a leur surface de nombreuses
protéines essentielles a leur bon fonctionnement. Parmi elles se trouve la molécule CD20,
présente sur'ensemble des LB matures. Elle joue un réle dans la maturation et la prolifération
des cellules B (LeBien and Tedder 2008). Cette molécule est d’ailleurs la cible du rituximab, un
immunosuppresseur utilisé pour traiter des lymphomes de type non hodgkinien (M. R. Smith
2003). D’autres molécules de surfaces ont été observées telles que CD19, CD21 et CD22
impliquées dans la régulation de la réponse des LB aprées contact avec un Ag donné (Poe,
Hasegawa, and Tedder 2001).

Il existe deux grands types de LB matures, les lymphocytes B-1 et les lymphocytes B-2
(Rothenberg 2016). Les lymphocytes B-2, dits LB conventionnels, sont des LB qui se situent
principalement dans la rate et les ganglions lymphatiques. lls se subdivisent en deux types de
LB B-2, les LB folliculaires (LB Fo) et les LB de la zone marginale (LB ZM), qui portent le nom de
la zone qu’ils occupent au sein des organes lymphoides secondaires. Les LB Fo se différencient
en plasmocytes sécréteurs d’anticorps (Ac) de haute affinité qui vont essentiellement
reconnaitre des Ag dits thymo-dépendants, c’est-a-dire que la réponse immunitaire induite
par ces antigénes nécessite I'aide des LTh (Y. Zhang, Garcia-lbanez, and Toellner 2016). En
revanche, les LB ZM se différencient rapidement en plasmocytes sécréteurs d’Ac de basse
affinité (principalement d’isotype IgM) et reconnaissent des Ag thymo-indépendants (et
également thymo-dépendants) capables de stimuler directement les LB sans l'intervention
des LTh (Pillai, Cariappa, and Moran 2005). Les lymphocytes B de la ZM constituent ainsi la
premiere ligne de défense de I'organisme contre des pathogenes provenant du flux sanguin
avant méme que la réponse adaptative soit assurée par les lymphocytes B FO (Oliver, Martin,
and Kearney 1999). Quant aux cellules B-1, elles ont essentiellement été décrite chez la souris
et comprennent les cellules B-1a (CD5+) et B-1b (CD5-) (Martin, Oliver, and Kearney 2001;
Hardy 2006). Elles répondent également a des Ag thymo-indépendants et ont la capacité de

sécréter spontanément des anticorps naturels IgM de faible affinité (Martin, Oliver, and
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Kearney 2001). Elles se localisent principalement dans les cavités péritonéale et pleurale et
jouent un role crucial dans les étapes précoces des réponses antivirales et antibactériennes.
Chez 'homme, I'existence des cellules B1 reste controversée, mais il a été proposé que les
cellules CD20+CD27+CD43+CD70- du sang de cordon ou du sang périphérique adulte
correspondraient aux cellules B1 murines (Griffin, Holodick, and Rothstein 2011).

De la méme maniére que pour les LT, aprés une premiéere rencontre avec un Ag, une partie
des LB activés va se différencier en LB mémoire. Lors d’un premier contact avec un Ag, les LB
vont former une structure au sein des OLS, appelée centre germinatif dont le but est
d’augmenter la spécificité des BCR (ou immunoglobuline) vis-a-vis de I’Ag. Deux mécanismes
ont lieu dans le centre germinatif. D’une part, un mécanisme permettant d’induire des
mutations aléatoires au sein des domaines variables des immunoglobulines appelé
hypermutation somatique et, d’autre part, un processus qui permet de changer la partie
constante des immunoglobulines et ainsi de modifier I'isotype, appelé commutation de classe
(McHeyzer-Williams et al. 2012). Seuls les LB ayant une haute affinité pour I’Ag en question
survivront pour devenir des lymphocytes B mémoire. En cas d’une seconde infection par le
méme Ag, une partie des lymphocytes B mémoire se différenciera en plasmocytes sécréteurs
d’Ac a haute affinité, I'autre partie constituera un pool de LB mémoire, capable de se diviser
et de se différencier rapidement en cas d’'une nouvelle infection. En plus d’étre hautement
spécifique a un Ag donné, les LB mémoire sont également persistants dans le temps. En effet,
il a été trouvé, chez ’homme, des lymphocytes B mémoire spécifiques au virus de la variole
prés de 50 ans aprés une vaccination anti-variolique (Hammarlund et al. 2003; Crotty et al.

2003).

B- Reconnaissance antigénique et réponse immunitaire

L’interaction avec I’Ag peut s’effectuer de deux manieres différentes, soit par reconnaissance
directe par les LB via leur BCR, soit via les cellules présentatrices d’Ag (CPA) qui vont
phagocyter I’Ag et vont ensuite exposer a leur surface des peptides antigéniques qui seront
présentés aux lymphocytes T (Berzofsky et al. 1988). Il existe deux types de CPA. D’une part,
les CPA « non professionnelles » qui englobent I'ensemble des cellules nuclées de I'organisme
(excepté les cellules germinales) et qui vont présenter aux LT, des peptides antigéniques

endogenes via les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe | (CMH I).
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Figure 3: Activation des LB et LT

La rencontre des différents lymphocytes avec un pathogene donné s’effectue de différentes
manieres. 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 apres 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 prolifération. Une partie des LT et des LB produits
vont se différencier en cellules mémoire qui seront capables de répondre plus efficacement a

ce méme antigéne si une seconde infection devait avoir lieu.
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D’autre part, les CPA « professionnelles », qui comportent les macrophages, les cellules
dendritiques et les LB. Ces derniéres vont présenter des peptides antigéniques exogenes aux
LTh via les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH II) (Neefjes
et al. 2011). La reconnaissance d’un déterminant antigénique par les récepteurs
membranaires lymphocytaires va engendrer |’activation, la prolifération et la maturation des
LB et des LT qui vont venir en aide aux cellules du Sl innée (Figure 1). Une fois I’Ag neutralisé,
se met en place un répertoire de lymphocytes mémoire, correspondant a des lymphocytes T
et B ayant une forte affinité pour I’Ag ce qui permettra ainsi d’engendrer une réponse plus
rapide et plus efficace en cas d’'une nouvelle infection par ce méme Ag (Sallusto et al. 1999;

Dogan et al. 2009) (Figure 3).

1.2- Le systeme immunitaire adaptatif : récepteurs spécifiques de I'antigéene

La particularité de I'immunité adaptative réside dans le fait que la reconnaissance des
antigénes présents dans I'organisme est spécifique a ces derniers. Cette spécificité de
reconnaissance est permise par la présence de récepteurs membranaires a la surface des LT

et des LB.

1.2.1- Les récepteurs a I’antigéne des lymphocytes

Pour les deux grands types lymphocytaires, les récepteurs ont pour particularité de posséder
une région variable et une région constante. La région variable va présenter une séquence
différente d’un lymphocyte a l'autre et ainsi permettre de reconnaitre un large répertoire
d’Ag. Malgré ces similitudes, les récepteurs des LB et des LT présentent des structures

différentes et des partenaires différents.

1.2.1.1- Le récepteur a I'antigéne des lymphocytes T

Le récepteur aux Ags des LT ou TCR (T cell receptor) fournit aux cellules T la capacité de
reconnaitre spécifiquement les peptides antigéniques présentés par les CPA et liés aux
molécules du CMH qu’il a appris a reconnaitre durant sa maturation dans le thymus. Chaque

LT exprime un seul type de TCR qui ne peut reconnaitre qu’un type d’antigene. Les TCR sont
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Figure 4: Structure du récepteur aux antigénes des lymphocytes T (ou TCR) de type ap.

Le TCR af} est constitué de I'association, via un pont disulfure, d’'une chaine lourde B avec une
chaine légére a. Chaque chaine est composée d’une partie constante (PC) et d’une partie
variable (PV) qui permet la reconnaissance du peptide antigénique présenté par les molécules
du CMH. La partie variable de la chaine a est 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 chaine B 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 CD3y, une chaine CD3§, deux chaines CD3T et deux chaines CD3e. 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 le TCR via leur
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).



INTRODUCTION

des glycoprotéines transmembranaires de type | de 80-90 kDa faisant partie de la superfamille
des immunoglobulines. Il s’agit d’'un hétérodimeére constitué de deux chaines polypeptidiques
différentes, une chaine légere (a ou y) et une chaine lourde (B ou 6) liées de facon covalente
par un pont disulfure intracaténaire. Il existe deux types de TCR, le TCR af, qui représente
95% des TCR présents a la surface des LT, est majoritairement retrouvé dans les organes
lymphoides secondaires (Morahan, Malcolm, and Miller 1987; Hunter, Teijeira, and Halin
2016) et le TCR y§, qui représente 5% des LT, plutot associé a la muqueuse intestinale et au
tractus respiratoire (Vroom et al. 1991). Les TCR y6 ne faisant pas I'objet de notre étude, nous
ne présenterons que les TCR af3 (Figure 4). Les chaines du TCR sont constituées d’'un domaine
hydrophobe transmembranaire, permettant leur ancrage dans la membrane cytoplasmique
et de deux domaines extracellulaires, un domaine constant (a I'extrémité C terminal) et un
domaine variable (a I'extrémité N terminal). La partie variable de chacune des chaines contient
trois régions hypervariables, aussi appelées régions déterminant la complémentarité ou CDR
(pour « Complementary Determining Region »), s’associant pour former le paratope qui
interagira avec le complexe CMH-peptide. Les régions CDR1 et CDR2 vont interagir avec les
molécules du CMH ainsi que la partie C-terminale du peptide antigénique pour CDR1p et la
partie N-terminale pour CDR1a (Wucherpfennig et al. 2010; Stone, Harris, and Kranz 2015)
(Figure 5). La région CDR3 est une région hypervariable qui va permettre la reconnaissance
spécifique du peptide antigénique (Wucherpfennig et al. 2010).

Bien que le TCR joue un rdle central dans la reconnaissance antigénique, 'intervention de
corécepteurs est nécessaire pour déclencher une réponse immunitaire compléte. Ainsi, les
TCR af3 sont associés a un co-récepteur CD4 ou CD8 et au complexe CD3. Les co-récepteurs
CD4 et CD8 sont impliqués dans l'interaction des LTh et des LTc, respectivement, avec les
molécules du CMH. La glycoprotéine CD4 est composée de quatre domaines extracellulaire
(D1 a D4) et d’un court domaine intracellulaire alors que CD8 est composé d’une chaine alpha
et d’'une chaine beta (Figure 4). Les co-récepteurs CD8 et CD4 interagissent respectivement
avec le CMH de classe | et Il des CPA (Gao, Rao, and Bell 2002). Quant au complexe CD3, il
n‘intervient en rien dans la reconnaissance du peptide antigénique mais permet la
transduction du signal apres contact avec les CPA (Love and Hayes 2010). Le complexe CD3
est formé de six chaines : une chaine CD3y, une chaine CD36, deux chaines CD3T et deux
chalnes CD3e. La chaine vy, la chaine 6 et les deux chaines € possedent chacune un domaine

immunoglobuline-like et une région intra-cytoplasmique longue présentant des 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 chaine B interagit
également avec la partie C-terminale du peptide antigénique, alors que CDR1 de la chaine a
interagit avec la partie N-terminale. 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 Tyrosine-based Activation Motif) (Letourneur and Klausner 1992). Ces
Motifs ITAM sont des motifs d’activation présentant des tyrosines pouvant étre
phosphorylées par des kinases lors de la transmission du signal afin d’activer le LT (Love and
Hayes 2010). Les chalnes € s’associent en hétéro-diméres avec les chaines y et 6. Les deux
chaines T ont une tres grande partie intra-cytoplasmique, possedent chacune deux motifs

ITAM et forment entre elles un homodimeére (Figure 6).

1.2.1.2- Le récepteur a I'antigéne des lymphocytes B

Les Ig sont des protéines pouvant exister sous forme membranaire (BCR pour B cell receptor)
ou sous forme soluble (anticorps). Le BCR présent a la surface des LB va directement
reconnaitre un Ag de I'environnement. Tout comme les LT, chaque LB n’exprime qu’un seul
type de BCR en plusieurs exemplaires. Il est a noter qu’il existe 5 isotypes d’lg (IgA, IgD, IgE,
IgG, IgM).

Les Ig sont des hétéro-tétrameres constitués de deux chaines légeres L (pour Light) identiques
et deux chailnes lourdes H (pour Heavy) identiques, ces dernieres étant différentes selon
I'isotype (Figure 7). Il existe deux types de chaines Iégeres, la chaine Kappa et la chaine Lambda
et 5 types de chaines lourdes (epsilon pour les IgE, mu pour les IgM, delta pour les IgD, alpha
pour les IgA et gamma pour les IgG). Il est a noter que les IgA et les I1gG sont subdivisés en
sous-classes IgA1l et IgA2 et IgG1 a IgG4.

Chaque chaine est constituée d’'un domaine variable a I'’extrémité N-terminale (VH ou VL) qui
comprend le site de liaison a I'antigéne, d’un domaine constant pour les chaines légéres (CL)
et de trois ou quatre domaines constants (CH1 a CH4) pour les chaines lourdes a I'extrémité
C-terminale (3 CH pour IgG, IgD et IgA et 4 CH pour IgM et IgE). Des ponts disulfures
permettent de lier les chaines |égéres aux chaines lourdes ainsi que les chaines lourdes entre
elles. Les sites de liaison a I'antigéne sont constitués par l'association des 3 régions
hypervariables du VH aux 3 régions hypervariables du VL, également appelés CDR, séparées
par des régions dites « framework » qui permettent un maintien de la structure. La structure
de base des Ig possede deux sites de reconnaissance de I'épitope ce qui lui confere la capacité
de lier deux antigénes identiques. Les anticorps peuvent étre divisés en plusieurs fragments,
le fragment Fc et les fragments Fab. Le fragment Fc (pour fragment cristallisable) correspond

aux domaines CH2 et CH3 ou aux domaines CH2 a CH4 des deux chaines lourdes qui
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Figure 6: Schéma de l'interaction entre une CPA et un LT

Apres avoir phagocyté le pathogéne, les CPA vont exposer a leur surface des peptides
antigéniques qui seront présentés, via le CMH, aux lymphocytes T. Selon le type de CPA, les
peptides antigéniques peuvent étre présentés soit par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe | (CMH 1) activant les LTc, soit par les molécules du CMH 1l
activant les LTh. L'intervention d’un corécepteur CD4 ou CD8 ainsi que du complexe CD3 sont
nécessaires pour déclencher une réponse immunitaire compléte. Les co-récepteurs 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-cytoplasmique
longue présentant des motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif). Ces
motifs ITAM présentent des tyrosines pouvant étre phosphorylées par des kinases comme Lck
(pour lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) aboutissant a une transmission de signal

activant le LT.
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interagissent avec les cellules et les molécules effectrices. Les fragments Fab (pour fragment
antigen binding) correspondent aux deux bras de la molécule d'lg et comprennent la chaine
légere complete associée aux domaines VH et CH1 de la chaine lourde (Figure 7). Tout comme
le TCR, le BCR ne peut a lui seul transmettre le signal. Ainsi, il est toujours associé au dimere
Iga-IgP (ou CD79 a et b). Ces deux chaines sont constituées d’une partie extracellulaire avec
deux domaines immunoglobuline-like reliégs par un pont disulfure, d'une partie
transmembranaire et d’une partie intra-cytoplasmique qui permettra la transmission du signal
en cas d’activation du BCR, grace aux motifs ITAM. La reconnaissance de I’Ag par le BCR va
aboutir a la phosphorylation de tyrosines situées au niveau des motifs ITAM (L. D. Wang and
Clark 2003). Tout comme pour le CD3 du TCR, le dimére Iga-Igp intervient uniqguement dans

la signalisation intra-cellulaire et I'assemblage du récepteur (Dylke et al. 2007) (Figure 7).

1.2.2- La recombinaison V(D)J : processus de création du répertoire des

récepteurs a I’antigéne

Comme nous l'avons vu, les TCR et les BCR présentent des régions variables qui ont pour
fonction de reconnaitre les Ag. L'existence d’un grand nombre d’Ag différents dans
I’environnement (ou répertoire antigénique) a conduit I'organisme a développer des TCR et
des BCR trés différents au niveau de leur région variable. On parle de répertoire de TCR ou

répertoire de BCR.

1.2.2.1- Aspects génétiques

Dans le but de reconnaitre spécifiqguement un grand nombre d’Ag différents, |'organisme a
mis en place différents processus pour créer de la diversité au sein du répertoire des
récepteurs a I’Ag. Parmi ces processus, on trouve la recombinaison V(D)J qui correspond a un
mécanisme de réarrangements somatiques au sein des segments géniques codant pour les
chalnes qui constituent les récepteurs a I’Ag. Ce mécanisme est commun a la formation des
TCR et des BCR. Les segments géniques codant les chaines des TCR et des Ig constituent des
locus différents sur des chromosomes différents d’'une espéce a l'autre (Tableau 2). Les
différents locus codant les chaines des TCR et des Ig comportent a I'état non réarrangé

plusieurs segments géniques V (pour variable), D (pour diversité ; retrouvé uniqguement sur
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Transduction
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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'association, via 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 antigénes. La partie
variable de la chaine légere est fabriquée a partir d’'un segment V et d’'un segment J. La partie
variable de la chaine lourde résulte de I'association de trois segments géniques: V, D et J. Le
BCR est associé au complexe CD79a/CD79b permettant la transduction du signal responsable

de I'activation cellulaire aprés reconnaissance antigénique.



INTRODUCTION

les locus codant les chaines lourdes du TCR et des Ig), J (pour jonction) et C (pour constant)
(Figure 8). Le nombre de segments V, (D), J et C chez 'Homme et la souris est indiqué dans le
tableau 3 (Giudicelli 2004). Les parties variables des chaines formant les récepteurs a I’Ag sont
constituées a partir d’'un segment V, d’un segment D (uniquement pour les chaines lourdes)
et d’un segment J, tandis que la partie constante est constituée d’un segment C. Les segments
géniques V, D et J sont classés en famille, d'aprés leur homologie de séquence (Tableau 4).
Une famille peut contenir des segments géniques fonctionnels et non fonctionnels. Le nombre
de segments fonctionnels dans une famille est extrémement variable. Par exemple chez
I'Homme, la famille IGHV6 contient un seul segment fonctionnel alors que la famille IGHV3,
représente a elle seule la moitié du répertoire des segments géniques V des Ig.

La recombinaison V(D)J consiste a associer de maniéere plus ou moins aléatoire un segment V,
un segment D (uniquement pour les chaines lourdes) et un segment J (Craig H. Bassing, Swat,
and Alt 2002) (Figure 9A). Cette association de segments va conduire a la formation de la
région hypervariable CDR3, impliquée dans la reconnaissance spécifique de I’Ag. Cette région
CDR3 est constituée de la partie 3’ du segment V, du segment D (pour le chaine lourde) et de
la partie 5" du segment J (Figure 9B). On estime que le processus de recombinaison V(D)) et
les processus générant la diversité aux sites de jonctions sont capables de produire 10 - 10%°
Ig différentes (Schroeder 2006) et environ 10%* TCRap différents (Davis and Bjorkman 1988).
Il est a noter que pour les Ig il existe un autre processus qui permet d’augmenter la diversité
du répertoire d’'lg, appelé hypermutation somatique. Comme dit précédemment,
I’hypermutation somatique est un processus par lequel des mutations ponctuelles sont
introduites dans les régions variables des chaines lourdes et |égéres du BCR aprés rencontre
avec un Ag (Z. Li 2004). Ce processus intervient chez des LB matures et ne fera pas |'objet de

notre étude.

1.2.2.2- Choix des segments V, D et J

La premiére étape qui permet de créer de la diversité au sein des répertoires TCR et BCR
résulte de la recombinaison V(D)J qui permet théoriguement d’associer de facon aléatoire les
différents segments géniques. En réalité, cette association n’est pas aléatoire. De nombreuses
études ont montré |'existence de biais dans le choix des différents segments. Si les

associations V-(D)-J étaient aléatoires, la fréquence d’apparition de I'ensemble des

21



Chromosome

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

Tableau 2: Localisation chromosomique des segments géniques codant les chaines lourdes
et légéres qui constituent les récepteurs a I'antigene des LT et des LB.

La localisation chromosomique des génes codant les chaines du TCR et du BCR varie en
fonction des espéeces.

TCRA : chaine alpha du TCR ; TCRB : chaine beta du TCR ; IGH : chaine lourde du BCR ; IGK :
chaine légere kappa du BCR ; IGL : chaine légére lambda du TCR

D’apres Giudicelli et al 2005 et http://www.imgt.org/.



INTRODUCTION

associations possibles seraient équivalentes. Or, le séquencage de I'ensemble des ADNc de
TCRB murins, issu de thymocytes CD4+CD8+ triés, a permis de mettre en évidence des
variations trés importantes dans la fréquence des différentes combinaisons possible de VB/JB
et DB/JB (H. Li et al. 2012). En effet, Li et ses collaborateurs ont constaté que les fréquences
des différentes associations VB-JB et DB-JB fonctionnelles, étaient tres disparates, suggérant
ainsi que les associations de segments géniques ne seraient pas aléatoires. Il a par ailleurs été
montré que le réarrangement des VB dépendait de I'association au préalable de Df avec JB
apres sélection thymique (Carpenter et al. 2009).

De maniére intéressante, des résultats similaires ont été observés pour les Ig. En effet, les
travaux de Raaphorst et ses collaborateurs ont montré que 60% des Ig retrouvées sur les
cellules B matures chez I’'Homme portaient des segments DH appartenant a la famille DXP (qui
appartient a la famille D3) et 14% a la famille DLR (qui appartient a la famille D2) (Raaphorst
et al. 1997). lls ont également constaté que les segments JH4 étaient présents sur 57% des LB
alors que les segments JH5 et JH6 étaient présents a 12%. D’autres études ont montré que les
répertoires TCR et BCR variaient également avec I'dge et le sexe des individus (Murray et al.
2012; Rechavi et al. 2015). L'ensemble de ces travaux montrent que l'utilisation des segments
géniques n’est pas aléatoire. Ces caractéristiques similaires au sein des répertoires TCR et BCR
semblent avoir un intérét biologique important puisqu’il a été démontré que pour un Ag
donné, les récepteurs présentent dans leur site de liaison a I’Ag des groupes de séquences
similaires appelées «core sequences» qui sembleraient intervenir dans la reconnaissance
spécifique des différents agents pathogénes (Triick et al. 2015; Dash et al. 2017).

Les mécanismes a I'origine des biais au sein du répertoire des récepteurs a I’Ag sont a I’heure
actuelle peu connus. Des études ont montré que certaines associations V(D)) étaient plus
favorablement sélectionnées lors des sélections subies par les lymphocytes durant leur
développement (Raaphorst et al. 1997; Carpenter et al. 2009). D’autres travaux ont démontré
gue le remodelage chromatinien influencait le choix des segments géniques durant la
recombinaison V(D)J (C.-R. Xu et al. 2008; Ndifon et al. 2012). Ces différents points seront

développés dans les parties 1.2.2.4 et 1.2.3.

1.2.2.3- Mécanismes moléculaires de la recombinaison V(D)J
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Figure 8: Représentation schématique des locus codant les chaines du TCR et du BCR chez

I’Homme

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

A. Représentation de I'organisation des différents segments géniques des locus TCRa/6 et
TCRB.

B. Représentation de I'organisation des différents segments géniques des locus IgH, Igk et IgA.
Le locus IgH comporte 9 geénes 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 des Ig), J (pour jonction) et C (pour constant).
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La recombinaison V(D)J peut étre divisée en 4 grandes étapes qui sont résumées dans la figure
10. Ainsi, l'initiation de la recombinaison est réalisée par le rapprochement de deux segments
géniques suivi du clivage de I’ADN, d’ajouts éventuels de nucléotides puis de la réparation de
I’ADN. Ces différentes étapes de recombinaison vont conduire a la construction d’un locus
dont la transcription conduira a I'expression d’une chaine BCR ou TCR susceptible d’étre

fonctionnelle.

A- Initiation de la recombinaison V(D)J

Le réarrangement génique des chaines lourdes des récepteurs a I’Ag débute avant celui des
chaines légeres (Craig H. Bassing, Swat, and Alt 2002). La recombinaison V(D)J va étre dirigée
par des séquences signales de recombinaison (RSS) qui sont situées a I'extrémité 3’ des
segments V, de part et d’autre des segments D et a I'extrémité 5’ des segments J (Figure 10
étape 1). Ces RSS sont constituées d’un heptameére (de séquence consensus CACAGTG) et d’un
nonamere (de séquence consensus ACAAAAACC) séparés par un espaceur de 23 ou 12
nucléotides (nommées RSS-23 et RSS-12 respectivement). Au sein du locus IgH, les segments
VH et JH possedent chacun un RSS-23 alors que les segments D possedent un RSS-12 au niveau
de leur extrémité 5’ et 3’. Au sein du locus TCRp, les segments VB sont associés a un RSS-23,
les segments JB a un RSS-12 et les segments D a un RSS-23 a I'extrémité 3’ et un RSS-12 a
I'extrémité 5’ (Craig H. Bassing, Swat, and Alt 2002). La recombinaison débute par la
reconnaissance des séquences RSS par des nucléases appelées RAG1l et RAG2 (pour
Recombination activating gene) qui vont tout d’abord rapprocher les segments cibles. Les
protéines RAG forment un complexe stabilisé par les protéines HMGB1/2 (High Mobility Group
Protein) qui permettent une meilleure fixation des protéines RAG sur les RSS. La fixation du
complexe RAG sur une RSS va aboutir a I’hybridation d’'un RSS ayant un espaceur de 23
nucléotides avec un RSS ayant un espaceur de 12 nucléotides, c’est la regle du 12/23
(Tonegawa 1983). De cette maniere, deux segments possédant le méme espaceur ne peuvent
recombiner entre eux et la recombinaison V(D)J ne peut s’effectuer entre deux segments de
méme type (H. Lu et al. 2008). Les protéines RAG sont indispensables a l'initiation de la
recombinaison V(D)J ainsi qu’a la maturation des lymphocytes. Des études ont montré que
leur mutation entraine un blocage de la différenciation des lymphocytes provoquant ainsi un

déficit immunitaire combiné sévére (DICS) (Mombaerts et al. 1992; Shinkai et al. 1992). RAG1
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TRBV TRBD TRBJ TRBC
Total Fonctionnel | Total | Fonctionnel | Total Fonctionnel | Total | Fonctionnel
Homme | 64-67 40-48 2 2 14 12-13 2 2
Souris 35 21-22 2 2 14 11 2 2
TRAV TRAJ TRAC
Total Fonctionnel Total Fonctionnel Total Fonctionnel
Homme 54 45-47 61 50 1 1
Souris 98 73-84 60 38 1 1
B.
IGH
IGHV IGHD IGHJ IGHC
Total Fonctionnel | Total | Fonctionnel | Total | Fonctionnel | Total | Fonctionnel
Homme 123-129 38-46 27 23 9 6 11 9
Souris 152 97 17-20 14 4 4 8-9 8-9
IGL
IGLV IGLJ IGLC
Total Fonctionnel | Total | Fonctionnel | Total | Fonctionnel
Homme | 73-74 29-33 7-11 4-5 7-11 4-5
Souris 8 8 5 3 4 2-3
IGK
IGKV IGKJ IGKC
Total | Fonctionnel | Total | Fonctionnel | Total | Fonctionnel
Homme | 76 34-38 5 5 1 1
Souris 174 94-96 5 4 1 1

Tableau 3: Nombre de segments géniques dans les locus codant les chaines lourdes et

légeres du TCRap et du BCR.

A. Comparaison du nombre de segments V (variable), D (diversité), J (jonction) et C (constant)

dans les locus codant les chaines légéres a et lourdes B du TCR chez I’'Homme et la souris.

B. Comparaison du nombre de segments V, D, J et C dans les locus codant les chaines légeres

et lourdes du BCR chez ’'Homme et la souris.

D’apreés Giudicelli et al 2005 et http://www.imgt.org/.
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se lie aux RSS hybridés via son domaine de liaison au nonamere et son domaine central de
liaison a I'heptameére. Ensuite, RAG2 se lie a RAG1 pour former un complexe qui va étre
capable de réaliser une coupure en simple brin de 'ADN entre la séquence codante des
segments a réarranger et les RSS. L’activité catalytique de clivage est portée par RAG1, RAG2
joue un réle important dans la stabilisation du complexe et la reconnaissance des sites de
clivages (Roth 2014). Le clivage de ’ADN engendre la formation d’une extrémité 3’OH libre qui
va attaquer le brin d’ADN opposé par une réaction de transestérification formant des
structures en épingle a cheveux aux extrémités des segments géniques et des bouts francs aux

extrémités des séquences non codantes flanquées par les RSS.

B- Recrutement du systéme de réparation NHEJ

La cassure double brin de I’ADN causée par les protéines RAGs, va engendrer le recrutement
du systéme de réparation de I’ADN NHEJ (pour Non Homologous End Joining) (Brandsma and
Gent 2012) (Figure 11). Les protéines Ku70 et Ku80 vont se fixer au niveau des extrémités de
la cassure de I’ADN. La présence des dimeres Ku va engendrer le recrutement de deux DNA-
PKcs (pour DNA-dependent protein kinase) a chaque extrémité de la cassure pour ainsi former
le complexe DNA-PK (Singleton et al. 1999). Une fois activés, les DNA-PKcs vont venir
phosphoryler XRCC4 permettant d’activer le complexe de ligation XRCC4/Ligase IV (Critchlow,
Bowater, and Jackson 1997; Sharma et al. 2016) qui s’associe a la protéine XLF (pour XRCC4-
like factor) (Ahnesorg, Smith, and Jackson 2006) afin de permettre, dans un premier temps,
de joindre les bouts francs de la séquence non codante pour former une boucle d’excision
(Malu et al. 2012). Les structures en épingle a cheveux générées au niveau des extrémités
codantes vont étre prises en charge par le complexe Artemis/DNA-PK (Figure 10 étape 2) (Ma
et al. 2002; Goodarzi et al. 2006). Artemis a une activité exonucléase 5’23’ et une activité
endonucléase lorsqu’il est couplé au complexe DNA-PK (Schlissel 2002). Elle va ainsi cliver les
structures en épingles a cheveux créant des séquences palindromiques (Ma et al. 2002) qui
vont conduire a I'ajout de nucléotides au niveau des jonctions V-D et D-J pour les chaines
lourdes et de la jonction V-J pour les chaines légéres. Il a été montré qu’Artémis est un acteur
clé pour cette étape. En effet, des études ont montré que la mutation d’Artemis est retrouvée
chez des patients souffrant du syndrome DICS (déficit immunitaire combiné sévere) qui est

une maladie héréditaire rare caractérisée par un affaiblissement du taux de LB et de LT

24



A.

TRAV TRAJ TRBV TRBD TRBJ
. 41 61 30 2 2
Humain . R .
(TRAV1 aVv41) | (TRAJ1alel) | (TRBV1aV30) | (TRAD1etD2) | (TRAJ1 etl)2)
. 23 61 31 2 2
Souris . R R
(TRAV1aV23) | (TRAJ1alel) | (TRBV1aV3l) | (TRAD1etD2) | (TRAJ1et)J2)

w
~
~
(o))

Humain . . R
(IGHV1aVv7) | (IGHD1aD7) | (IGHJ1 aJe)
. 16 6 4
Souris . R R
(IGHV1 aVvi16) | (IGHD1 aD6) | (IGHJ1 al4)

~
(6}
[N
[
~

Humain . . . .
(IGKV1aVv7) | (IGKJ1aJ5) | (IGLV1 aVil) (IcL1 al7)
. 20 5 3 4
Souris R . . .
(IGKV1 a Vv20) | (IGKJ1aJ5) | (IGLV1 aV3) (IGLJ1 a J4)

Tableau 4: Répartition en familles des segments V, D et J codant les chaines lourdes et

légeres du TCRap et du BCR.

A. Nombre de familles de segments V, D et J codant les chaines légéres a et lourdes B du TCR

chez I’'Homme et la souris

B. Nombre de familles de segments V, D et J codant les chaines légéres et lourdes du BCR chez

'Homme et la souris

Entre parentheses est signalée I'appellation donnée aux différentes familles de segments.

D’apres Giudicelli et al 2005 et http://www.imgt.org/.
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favorisant la survenue d’infections opportunistes graves et récurrentes (Moshous et al. 2001;

Dalal and Tasher 2012).

C- Création de la diversité de jonction

La coupure des structures en épingles par Artemis va permettre a une autre protéine,
exprimée spécifiqguement par les lymphocytes, d’intervenir, la TdT (pour terminal
deoxynucleotidyl transferase) (Figure 10 étape 3). TdT est une ADN polymérase qui interagit
avec les protéines Ku au niveau de son domaine BRCT (pour BRCA1 C Terminus) (Mahajan et
al. 1999) et ajoute de maniere aléatoire des nucléotides aux extrémités 3’ libres des séquences
codantes. Ces nucléotides non génomiques sont appelés N-nucléotides. Cette addition
nucléotidique aux extrémités des séquences codantes augmente la diversité du répertoire TCR
et BCR. Une étude a montré que des souris knock-out pour TdT présentaient une diminution
de la diversité du TCR d’environ dix fois par rapport aux souris controles (Cabaniols et al. 2001).
Ce résultat montre I'importance de I'addition de N-nucléotides par la TdT pour la création d’un
répertoire TCR diversifié. L’activité de TdT est visible au niveau des jonctions V-D et D-J de la
chaine B ainsi qu’au niveau de la jonction V-J de la chaine a du TCR, méme si son activité
diminue fortement lors du réarrangement de la chaine a (Cabaniols et al. 2001). En revanche
TdT n’agit pas au niveau des jonctions des chaines légéres des Ig, I'enzyme intervient
uniqguement au niveau des jonctions V-D et D-J de la chaine lourde des Ig (Benedict et al. 2000).
Globalement, les activités des enzymes RAG, Artémis et TdT vont permettre d’augmenter la
diversité au niveau des jonctions entre segments géniques, permettant ainsi de créer un
répertoire naif de récepteurs a I’Ag déja tres diversifié.

En revanche, il est important de souligner qu’en raison de la nature imprécise des enzymes
intervenant dans ce processus, il est susceptible de produire des chaines TCR/BCR non
fonctionnelles. En effet, I'activité méme des enzymes RAG, Artemis et TdT, qui aboutit a la
délétion ou a l'insertion de nucléotides au niveau des jonctions, peut conduire dans deux tiers
des cas a un décalage du cadre de lecture (Malu et al. 2012). Ce décalage du cadre de lecture
est susceptible d’engendrer I'apparition d’'un codon stop prématuré ou de modifier la
séquence en acide aminé des régions constantes, aboutissant ainsi a la synthése de chaines

non fonctionnelles.
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Figure 9: Schéma de la recombinaison V(D)) et du transcrit final d’une chaine lourde de
récepteur a I’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 premiére chaine a étre réarrangée lors de
la lymphopoiese. La recombinaison débute par I'association aléatoire d’un segment D (pour
diversité) avec un segment J (pour jonction). Un segment V (pour variable) est ensuite associé
aléatoirement a I'ensemble DJ pour former la partie variable du récepteur (PV). Le transcrit
synthétisé lors de la recombinaison V(D)J correspond a I'association des segments recombinés
V-D-J et contient également le segment C qui compose la partie constante (PC) du récepteur.
La traduction de I’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 régions hypervariables 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- Finalisation de la réparation des brins d’ADN et expression des récepteurs a 'antigéne

La recombinaison V(D)J se termine par le recrutement d’une polymérase de la famille des pol
X suivis du complexe de ligation XRCC4-DNA ligase IV pour finaliser la ligation des segments
géniques V, D (pour les chaines lourdes) et J (Figure 10 étape 4).

Le segment C codant la partie constante des récepteurs est associé par épissage aux segments
géniques en dehors du processus de recombinaison. Pour le BCR, les deux premiers génes C
transcrits sont Cy, dans la majorité des cas, et C§, plus rarement du fait de leur localisation
sur le locus IgH en aval des segments JH (Figure 8). Ceci implique que les premiers isotypes
exprimés sur le LB sont les IgM en majorité et les IgD plus rarement (Geisberger, Lamers, and
Achatz 2006). Les autres isotypes seront exprimés aprées rencontre avec I’Ag par le processus

de commutation de classe (Kracker and Radbruch 2004).

1.2.2.4- Régulation de la recombinaison V(D)J

Méme si la recombinaison V(D)J est un mécanisme essentiel assurant la mise en place du S|
adaptatif et de la diversité des récepteurs antigéniques, il reste cependant un mécanisme
potentiellement dangereux en raison de la génération de cassures double brins de ’ADN. Les
défauts de la recombinaison V(D)J sont a I'origine d'un large éventail de maladies allant des
déficits immunitaires a I'apparition de lymphomes (Craig H. Bassing, Swat, and Alt 2002). Dans
le but d’éviter au mieux les erreurs liées au processus de recombinaison V(D)J, il existe

différents niveaux de régulation.

A- Régle 12/23 et séquences RSS

La recombinaison V(D)) est un processus finement régulé. En effet, il existe différents
mécanismes qui vont influencer le recrutement des protéines RAGs et leur activité. Le premier
niveau de régulation de la recombinaison V(D)) est lié a la régle 12/23 de Tonegawa qui

implique que seuls deux segments ayant des RSS différentes (espaceur de 12 et 23 pb) peuvent
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o Reconnaissance des séquences signales (RSS) par RAG1 et 2
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Figure 10: Représentation schématique des différentes étapes de la recombinaison V(D)J.

Le processus de recombinaison V(D)) 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 dernieres 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 I’ADN entre la
séquence codante des segments a réarranger et les heptameres des RSS (1). Cette 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 libres (2). Ensuite, intervient
I’ADN polymérase TdT qui catalyse I'addition aléatoire de nucléotides aux extrémités 3’ libres
des segments (3). Le systeme NHEJ recrute ensuite des polymérases de la famille des pol X
suivis du complexe de ligation XRCC4-DNA ligase IV pour finaliser le réarrangement en liant les

segments codant entre eux (4).
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étre réarrangés (Tonegawa 1983). Cette restriction permet de prévenir les réarrangements
aberrants en forcant la reconnaissance de deux segments géniques compatibles. Cependant
la régle 12/23 n’est pas a elle seule responsable du choix correct des segments géniques a
recombiner. En effet, I’étude du réarrangement d’un mini-locus transgénique, introduit dans
des cellules non lymphoides, et composé d’un segment VB associé a un RSS-23, un segment
DB associé a un RSS-12 en 5’ et un segment JB également associé a un RSS-12, a montré que
la RSS-12 du DB, et non la RSS-12 du JB, était capable d’effectuer un réarrangement avec la
RSS-23 du VB malgré la compatibilité avec la régle 12/23 entre les segments VB et JB (Sleckman
et al. 2000; C. H. Bassing et al. 2000). Ces études ont mis en évidence un niveau de régulation
supplémentaire, la restriction B12/23 (pour Beyond 12/23) qui assure |'utilisation du segment
génique D lors du réarrangement des chaines lourdes des récepteurs aux antigénes. Cette
régulation est liée a la séquence méme des RSS, plus particulierement des nonameres situés
au niveau 5’ des segments D et de leurs espaceurs, dont la modification partielle ou totale des
séquences engendre une diminution voire une abolition du réarrangement entre les segments
D et V (Hughes et al. 2003). De plus, il a été montré qu’une mutation au niveau des RSS ou au
niveau des espaceurs engendre une altération de I'activité de clivage de ’ADN par les RAGs
due a une altération de l'interaction RAG-ADN (Olaru et al. 2004), montrant ainsi I'importance
des séquences nucléotidiques des RSS. Cependant, il est important de noter que cette
reconnaissance peut étre erronée par des séquences RSS cryptiques (ou cRSS) qui
correspondent a des séquences d’ADN proches des séquences RSS authentiques. Ces cRSS,
associées a des oncogénes ou des genes suppresseurs de tumeur, vont étre reconnues par les
protéines RAGs, aboutissant ainsi a une recombinaison illégitime, responsable de la survenue

de certains lymphomes (Papaemmanuil et al. 2014; Roth 2014).

B- Régulation transcriptionnelle des protéines RAGs

Les protéines RAGs sont des facteurs hautement régulés au cours du développement
lymphocytaire ce qui constitue une autre ligne de régulation de la recombinaison. En effet, les
protéines RAGs sont exprimées de facon différentielle durant le développement des
lymphocytes. Le taux de transcription des RAGs est élevé durant le réarrangement des chaines
constituant le TCR et le BCR mais diminue lorsque le processus de recombinaison est terminé

(Nagaoka, Yu, and Nussenzweig 2000). Il a également été montré que les protéines RAGs

27



Cassure double brin

Ku Ku
DNA- DNA-
PKcs PKcs

J’

=8¢ V8=

Ligation l

D’aprés Brandsma and Gent 2012

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

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 I'ADN permettant de les protéger. La
présence des dimeres Ku va engendrer le recrutement de deux DNA-PKcs (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 XRCC4-like factor) afin de
permettre la ligature des extrémités. Les structures en épingle a cheveux générées au niveau
des extrémités codantes vont étre prises en charge par le complexe Artemis/DNA-PK qui va
cliver ces structures. Le recrutement d’'une polymérase de la famille des pol X suivi du

complexe de ligation XRCC4-DNA ligase IV permet de finaliser la ligation des extrémités d’ADN.
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étaient exprimées différemment durant le cycle cellulaire pour éviter d’insérer des mutations
dans 'ADN qui pourraient étre délétéres a l'organisme. C'est pourquoi I'expression des
protéines RAGs est élevée durant la phase GO/G1 (phase de quiescence/croissance des
cellules) avant de fortement diminuer (de 5 et 20 fois pour RAG1 et RAG2 respectivement)
avant I'entrée des cellules en phase S (duplication du génome) jusqu’en phase M (division
cellulaire) (Lin and Desiderio 1994). De plus, différents acteurs impliqués dans la régulation de
I’expression des RAGs ont été décrits dans la littérature. Parmi eux se trouve un élément
régulateur du locus RAG nommé Erag. Erag est activé uniquement dans les cellules B et sa
délétion entraine un blocage du développement des cellules B au stade pro-B (Hsu et al. 2003).
Erag active le promoteur de RAG1/2 et permet leur expression lors de la lymphopoiése B. Un
autre élément régulateur, activant le promoteur de RAG2, nommé D3, a été décrit pour étre
actif dans toutes les cellules lymphoides et possede de nombreux sites de liaison pour des
facteurs de transcription lymphoides tels que Lyf-1 et C/EBP (X.-C. Wei et al. 2002). D’autres
éléments régulateurs en cis ont été identifiés tels qu’ASE (pour « anti-silencing element »)
trouvé uniquement dans les LT et Ep trouvé uniguement dans les LB (Kuo and Schlissel 2009).

Ces éléments régulateurs limitent donc I'expression des protéines RAG aux lymphocytes.

C- Accessibilité du locus et remodelage de la chromatine

Dans la cellule, 'ADN est présent sous forme de chromatine, c’est-a-dire d’ADN et de
protéines qui lui sont associées. La compaction de 'ADN sous forme de chromatine est
permise grace aux complexes histones. Ceux-ci sont composés de 8 sous-unités correspondant
a 4 histones différents présents en 2 exemplaires chacun (H2A, H2B, H3 et H4). L’association
histones-ADN est stabilisée par I’histone linker H1 (Figure 12 A) (Flllgrabe, Hajji, and Joseph
2010; Henikoff 2008), 'ensemble formant le nucléosome. Les histones ont une structure
centrale globulaire par laquelle ils interagissent entre eux, tandis que leurs extrémités N et C
terminales, aussi appelées queues d’histones, sont libres. Ces derniéres sont soumises a de
nombreuses modifications post-traductionnelles (acétylation, méthylation, phosphorylation
et ubiquitination) mais la majorité de ces modifications sont situées sur les queues N-
terminales des histones (Spivakov and Fisher 2007; Shukla, Vaissiére, and Herceg 2008).
L’ensemble de ces modifications forme le code histone qui intervient dans la régulation du

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-traductionnelles des histones

A. Représentation schématique d’un nucléosome composé de 8 sous-unités de 4 histones
différents, H2A, H2B, H3 et H4. L'association histones-ADN 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 post-traductionnelles 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 multi-boucles en forme de rosette distinctes dans
les cellules B précoces. Au cours de la différentiation cellulaire, ces structures se compactent
sur elles-mémes, notamment grace a la régulation du remodelage de la chromatine via les
modifications post-traductionnelles 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 (Lennartsson and Ekwall 2009). Certaines de ces modifications sont connues
comme étant des marques répressives de la transcription comme la tri-méthylation de la
lysine 27 de I'histone H3 et d’autres comme des marques actives de la transcription comme la
tri-méthylation de la lysine 4 de I’histone H3 (Lennartsson and Ekwall 2009). Ces modifications
sont également des signaux nécessaires au recrutement de complexes protéiques et jouent le
role de plateforme pour ces derniers (Marifio-Ramirez et al. 2005; Hu et al. 2018). Dans le cas
de la recombinaison V(D)J, la régulation de la structure chromatinienne participe notamment
au rapprochement des régions du locus les plus éloignées (Bossen, Mansson, and Murre 2012)
et les modifications post-traductionnelles ont été associées au choix des segments lors de la
recombinaison (C.-R. Xu et al. 2008; Subrahmanyam et al. 2012) (Figure 12 B). De plus, des
études ont montré que les modifications post-traductionnelles des histones influencaient
I'accessibilité des protéines RAG sur le locus a recombiner. Matthews et ses collaborateurs
ont montré que l'initiation de la recombinaison V(D)J était permise grace a la reconnaissance
de la tri-méthylation de la lysine 4 de I’histone H3 (H3K4me3) via le motif en doigt de zinc de
la protéine RAG2 (Matthews et al. 2007). Une autre étude a montré que |’éviction transitoire
des histones H2A et H2B au niveau des segments codant les chaines légeres des Ig, permettait
aux RSS d’étre découverts et d’étre reconnus par les protéines RAG, autorisant ainsi ces
derniéres a débuter leur activité nucléasique (Bevington and Boyes 2013) (Figure 12 B).

La structure de la chromatine peut également étre régulée par la méthylation de I’ADN. La
méthylation de I’ADN est essentiellement associée a une répression transcriptionnelle. Cette
modification consiste en I'ajout de groupements méthyl au niveau des bases cytosines,
préférentiellement localisées dans des régions riches en GC (régions de plus de 200 bp
comprenant au moins 50% de bases GC), appelées ilots CpG. La méthylation de I’ADN est
différemment régulée lors de la recombinaison V(D)J. En effet, il a été montré qu’avant
I'initiation de la recombinaison V(D)J, les segments DH et JH des Ig sont méthylés pour étre
ensuite déméthylés lors de leur réarrangement (Selimyan et al. 2013). Le produit DH-JH formé
est également déméthylé durant le processus de recombinaison, lui permettant ainsi d’étre
réarrangé avec un segment VH. De plus, la méthylation de I’ADN participe activement a la
régulation du processus de recombinaison V(D)J puisqu’il a été montré que la méthylation de
I'heptamere des RSS inhibe I'activité de clivage du complexe RAG1/RAG2 (Nakase, Takahama,

and Akamatsu 2003). Ceci est notamment d{ a la reconnaissance de mCpG par les protéines

29






INTRODUCTION

MBD (methyl-CpG binding domain) qui bloquent I'interaction des RAGs avec les RSS. Ainsi les

modifications de la chromatine vont influencer fortement la recombinaison V(D)J.

D- Exclusion allélique

A la surface de chaque lymphocyte est exprimé un récepteur spécifique et unique. De ce fait,
les chaines lourdes et légéres des récepteurs TCR et BCR sont produits a partir d’un seul
chromosome. Ce phénomene est assuré par le mécanisme d'exclusion allélique. Il a été
montré que le choix de l'allele soumis a la recombinaison V(D)) n’est pas lié a l'origine
maternel ou paternel de I'allele, éliminant ainsi I'empreinte génomique en tant que régulateur
potentiel pour ce processus étroitement régulé (Gebert et al. 2017). Lors du réarrangement
des chaines lourdes, une premiere recombinaison est tentée sur |'un des deux chromosomes
pris au hasard. Si la recombinaison est réussie, c'est-a-dire si une chaine lourde fonctionnelle
est synthétisée, le second chromosome ne sera pas recombiné et ne sera pas exprimé. Si au
contraire, la tentative de recombinaison conduit a la synthése d’une chaine non fonctionnelle,
une nouvelle recombinaison est tentée sur |'autre chromosome. Si ce dernier réarrangement
conduit a nouveau a un produit non fonctionnel, le lymphocyte mourra par apoptose. En
revanche, si le réarrangement est productif, la cellule recoit un signal de survie, prolifere et le
méme scénario se reproduira avec les chromosomes codant les chaines |égéres. Ce processus
est en fait permis par la diminution et I'accessibilité des protéines RAG sur le deuxieme
chromosome empéchant ainsi la recombinaison V(D)) de redémarrer (Brady, Steinel, and
Bassing 2010).

L’exclusion allélique permet donc a chaque lymphocyte de posséder a leur surface un seul
type de récepteur exprimé en plusieurs exemplaires (c’est-a-dire que les lymphocytes
expriment plusieurs récepteurs ayant une chaine lourde et une chaine légére identique). Ceci
a effectivement été montré pour les LT qui expriment a leur surface des TCR formés d’un seul
réarrangement productif de la chaine B (Casanova et al. 1991). En revanche, I'exclusion
allélique lors de la recombinaison de la chaine a ne semble pas étre aussi précise puisque plus
d’1/3 des LT périphériques exprimeraient a leur surface deux TCR différents, associant une
méme chaine B a deux chaines a différentes suite a la recombinaison des deux alleles a

(Padovan et al. 1993; Alam, Crispe, and Gascoigne 1995).
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Il est intéressant de souligner que pour les LB, qui peuvent exprimer différentes classes
d’'immunoglobulines ou isotypes, il existe un phénoméne, appelé I'exclusion isotypique, qui
permet a chaque LB d’exprimer des BCR formés d’un seul type de chaine légere (chaine k ou

A) ainsi que d’un seul type de classe ou sous-classe de chaine lourde.

1.2.3- Origine et maturation des lymphocytes

1.2.3.1- Origine embryonnaire des lymphocytes

Le développement des cellules souches hématopoiétiques (CSH) chez 'Homme et la souris

débute dans le sac vitellin a partir du 16™ et du 7°™ jour de vie feetale respectivement. Les

cellules souches hématopoiétiques apparaissent ensuite dans I'aorte dorsale de la région
Aorte-Gonades-Mésonéphros (AGM) au 11éme jour 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 précurseurs du sac vitellin généreraient des
érythrocytes, des cellules myéloides et des cellules NK alors que les progéniteurs de la

région AGM géneéreraient a la fois des cellules B et des cellules T (Grzywacz, Miller, and

Verneris 2010). Les précurseurs hématopoiétiques vont ensuite coloniser le foie foetal a
partir du 23°™ jour de grossesse chez I’'Homme et du 10™¢ jour de gestation chez la souris
(Houssaint 1981; Fontaine-Perus et al. 1981; Tavian and Péault 2005). Les CSH vont ensuite
migrer vers la moelle osseuse a partir de la 11¥™¢ semaine chez 'Homme et & partir du 17ém¢
jour embryonnaire chez la souris (Chotinantakul and Leeanansaksiri 2012). C'est dans la
moelle osseuse qu’aura lieu durant toute la vie de I'individu, la maturation des lymphocytes B
naifs.

A partir de la 92™e semaine embryonnaire chez ’'Homme (Haynes et al. 1988) et du 12™e jour
de gestation pour la souris, les précurseurs des cellules T, ou pro-thymocytes, migrent dans le
thymus via la circulation sanguine (Amagai, Itoi, and Kondo 1995). La migration des pro-
thymocytes de la moelle osseuse vers le thymus est permise grace a des chémokines telles
gue CXCL12 et CCL25 dont les récepteurs sont sous I'influence des protéines kinases JAK (Janus
Kinase) (Soldevila et al. 2004). Ces cellules finiront leur maturation a l'intérieur du thymus et

conduiront a la production des cellules matures T naives.
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Figure 13: Représentation schématique de I’hématopoiese

L’'hématopoiése correspond au développement de I'ensemble des cellules sanguines. Au cours
de I’hématopoiese, les cellules souches hématopoiétiques 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 ou pré-thymocytes) 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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1.2.3.2- Lieu de développement des lymphocytes : Organes lymphoides

primaires

Les lymphocytes T et B acquierent leurs fonctions effectrices dans les organes lymphoides
primaires avant de rejoindre les organes lymphoides secondaires dans lesquels ils vont exercer
leur pouvoir de défense contre les pathogénes. Les organes lymphoides primaires (OLP) sont
composés de la moelle osseuse, du thymus ainsi que du foie foetal durant le développement
embryonnaire (Figure 2). Dans ces organes, les lymphocytes proliferent et se différencient a
partir des progéniteurs lymphoides dans le but d’acquérir leur immunocompétence et d’étre
capable de reconnaitre les Ag (Hirose et al. 2002). Le processus de maturation dans les OLP
est appelé lymphopoiése. Les progéniteurs lymphocytaires sont issus des CSH présentes dans
la moelle osseuse. Ces progéniteurs vont ensuite se différencier en LB ou en LT. Dans le cas
des LT, la lymphopoiese s’effectue au sein du thymus tandis que pour les LB, la lymphopoiese
s’effectue dans la moelle osseuse. Suite a leur maturation dans les OLP, les lymphocytes vont
migrer vers les organes lymphoides secondaires (OLS) via la circulation sanguine (Stevens,

Weissman, and Butcher 1982).

A- La moelle osseuse

La moelle osseuse se présente sous deux formes, la moelle rouge et la moelle jaune. La moelle
rouge situe dans les os plats (cotes, vertébres, bassin, etc) et dans la partie épiphysaire des os
longs. Le rble majeur de la moelle rouge est la production des cellules sanguines, ou
hématopoiése, a partir des cellules souches hématopoiétiques (CSH). La moelle jaune se situe
quant a elle a I'intérieur des os longs au sein de la cavité médullaire. Elle est essentiellement
composée d’adipocytes. Avec I'age, la moelle jaune remplace peu a peu la moelle rouge mais
son réle est encore peu connu (Prabhakar, Ershler, and Longo 2009). La moelle osseuse
renferme un microenvironnement médullaire constitué d’'un ensemble de cellules non
hématopoiétiques comme des adipocytes, des ostéoblastes, des ostéoclastes et des cellules
endothéliales. Ce microenvironnement est organisé sous forme de niches hématopoiétiques
a l'intérieur desquels se déroule les différentes étapes de maturation des cellules sanguines
(Isern and Méndez-Ferrer 2011). Ces niches assurent la maintenance et la régulation des
fonctions des cellules souches grace a la sécrétion par les cellules stromales de facteurs de

croissance ou cytokines essentiels au développement des CSH comme la chimiokine CXCL12
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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’apres Berrih-Aknin et al, 1999
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(ou SDF-1 pour « stromal cell derived factor 1 ») sécrétée par les cellules stromales, qui va se
lier au récepteur CXCR4 présent a la surface des CSH et jouer un réle dans la rétention et la
différentiation des progéniteurs hématopoiétiques (Panaroni and Wu 2013; Nagasawa 2015).
Au cours de I'hématopoiese, les CSH se différencient en deux types de progéniteurs, les
progéniteurs lymphoides, qui donneront aprés maturation les cellules NK, les lymphocytes T
et B et les progéniteurs myéloides qui sont a I’origines des érythrocytes, des autres leucocytes
(granulocytes, monocytes, macrophages) et des plaquettes (Figure 13). Au sein de la moelle
osseuse a lieu la maturation des lymphocytes B qui se développent a partir des précurseurs
lymphoides communs. En revanche pour les cellules T, les précurseurs (ou pré-thymocytes),
vont quitter la moelle osseuse pour rejoindre le thymus ou ils finiront leur maturation pour

donner des lymphocytes T matures (Sambandam et al. 2008).

B- Le thymus

Le thymus est une glande endocrine située dans la partie supérieure du thorax. Chez '/Homme,
le thymus est completement formé a la naissance alors que chez la souris sa structure
définitive n’est atteinte que vers la 4éme semaine apreés la naissance. Il est constitué de deux
lobes reliés entre eux par du tissu conjonctif et chacun divisés en lobules (Figure 14). La partie
périphérique constitue le cortex et la partie interne constitue la médulla (Figure 14). La
maturation des cellules T débute dans le cortex et se termine dans la médulla avant que les
cellules matures rejoignent la circulation sanguine (Berrih-Aknin and Eymard 1999). La
migration cortex-medulla des cellules T en développement est notamment permise via le
récepteur de chimiokine CCR7, présent a leur surface, qui se lie aux molécules CCL19 et CCL21

sécrétés par les cellules stromales du thymus (Ueno et al. 2004).

1.2.3.3- La lymphopoiese T
A- Les stades de développement

Durant la lymphopoiése T, les cellules vont acquérir et perdre certains marqueurs de surface,
ce qui rend possible leur distinction au cours du développement. Les progéniteurs T (ou pré-
thymocytes) sont issus du méme progéniteur commun a I'origine des cellules B et siegent donc

au sein de la moelle osseuse avant de rejoindre la partie corticale du thymus ol se déroulera
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Figure 15: Représentation schématique de la lymphopoiése T.

A. La lymphopoiese 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 chaine B du TCR. La chaine B va s’associer avec une pseudo chaine a qui sera ensuite
remplacée par une vraie chaine a. 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
légere est terminé et le TCR est mature. Au cours de la derniere étape de maturation, les
cellules vont exprimer I'un ou I'autre des marqueurs CD4/CDS8, elles sont alors au stade simple
positif CD4+ ou simple positif CD8+ (SP) et vont rejoindre la circulation périphérique.

B. Au cours de la lymphopoiese, les progéniteurs T provenant de la moelle osseuse arrivent
dans le thymus au niveau de la partie corticale via la circulation sanguine. Les progéniteurs se
différencient en cellules DN ou va s’effectuer la B sélection permettant de sélectionner les LT
avec une chaine B fonctionnelle. Les cellules DN passant la B sélection 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
antigenes du soi afin qu’ils acquierent la tolérance vis-a-vis du soi. Au final, seulement 5% des
cellules T en développement passeront I'ensemble des sélections thymiques et deviendront
des cellules matures SP qui quitteront ensuite le thymus pour rejoindre les organes
lymphoides secondaires via la circulation sanguine.
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I'ensemble des étapes de maturation des LT. Ces progéniteurs T vont tout d’abord se
différentier en cellules dites double négatives (DN). Cette appellation fait référence a
I'absence d’expression des protéines membranaires CD4 et CD8. C'est a ce stade que
s’effectue la recombinaison V(D)J des chaines lourdes et |égéres du TCR. Les cellules DN vont
ensuite se différencier en cellules double positives (DP) pour les marqueurs CD4 et CD8. Entre
le stade DN et DP, les cellules T vont exprimer transitoirement le marqueur CD8, ces cellules
sont alors appelées cellules immatures simples positives CD8 ou ISP8 (Tan et al. 2011). Les
cellules DP vont ensuite migrer vers la zone médullaire du thymus pour donner les cellules
matures simples positives (SP) qui vont exprimer a leur surface un des deux co-récepteurs
CD4 (SP4) ou CD8 (SP8) (Figure 15 A et B). Cette transition cortico-médullaire est permise par
I'interaction du récepteur CCR7 et de ses ligands CCL19 et CCL21 sécrétés par les cellules
stromales du thymus (Ueno et al. 2004) ainsi que par 'interaction de la protéine plexinD1 avec
son ligand, semaphorin3E, fortement exprimé au niveau de la zone médullaire du thymus (Y.
I. Choi et al. 2008). Les cellules SP vont ensuite quitter le thymus pour rejoindre les organes
lymphoides secondaires via la circulation sanguine. Les cellules simples positives CD4 sont a

I'origine des LTh et les cellules simples positives CD8 sont a |'origine des LTc.

B- Les sous-populations doubles négatives et I’évolution de leur phénotype au cours de la
lymphopoiése T

Les cellules DN peuvent étre subdivisées en quatre grandes sous-populations cellulaires (DN1
a DN4), différenciables grace a I'expression des marqueurs CD25 (récepteur a I'lL2) et CD44
(impliqué dans la migration et la différenciation cellulaire) (Féger, Marhaba, and Zéller 2000).
La transition DN1-DN2 est visualisée par I'expression du récepteur a I'lL2 impliqué dans la
prolifération et la protection contre I'apoptose des cellules DN (Cong et al. 2016). Les cellules
DN1 (CD44+/CD25-) et DN2 (CD44+/CD25+) constituent les cellules pro-T qui se différencient
ensuite en cellules DN3 (CD44-/CD25+) puis DN4 (CD44-/CD25-) constituant les cellules pré-T.
Par ailleurs, chaque sous-population négative peut étre subdivisée en différents sous-groupes
de cellules DN en fonction de I’expression de différents marqueurs. En effet, les cellules DN1
peuvent étre subdivisées en 5 sous-groupes (DN1a a DN1e) en fonction du niveau d’expression
de c-kit et CD24 : DN1a (c-kit*/CD24-), DN1b (c-kit/CD24*), DN1c (c-kit"/CD24-), DN1d (c-
kit-/CD24*) et DN1e (c-kit-/CD24"). Les cellules DN1a et DN1b donnent naissances aux cellules
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T alors que les cellules DN1c, d et e donnent naissances a des cellules non T comme les NK et
les DCs thymiques (Braunstein and Anderson 2012). Parmi les cellules DN2 se distinguent deux
sous-groupes, DN2a (Ick-/c-kit") et DN2b (lck*/c-kit™) différenciables par I'expression de Ick et
c-kit. Les cellules DN2a donnent naissances a des cellules non T (NK, DC) alors que les cellules
DN2b se différencient uniquement en cellules T (Braunstein and Anderson 2012). Les cellules
DN3 et DN4 ont, quant a elles, 3 niveaux de maturations différenciables grace a I’expression
différentielle des marqueurs CD25 et CD28 (Teague et al. 2010): DN3a (CD25"/CD28'°), DN3b
(CD25M/CD28"), DN3c (CD25M/CD28/"), DN4a (CD25'°/CD28™), DN4b (CD25°/CD28") et DN4c
(CD25'°/CD28-°u'°),

C- Les étapes de la recombinaison V(D)J au cours de la lymphopoiése T

Comme nous l'avons dit précédemment, la recombinaison V(D)J se déroule au stade DN de la
lymphopoiése T. Plus précisément, c’est au stade DN2 que débute le réarrangement de la
chaine B du TCR par I'association du segment DB avec JB. L’association du segment VB avec
DBJB s’effectue quant a elle au stade DN3 (Outters et al. 2015). Le stade DN3 correspond
également a la formation du complexe CD3, qui débute dans le réticulum endoplasmique
avant de s’associer a la chaine B du TCR (Alarcon et al. 1988). Ensuite, la chaine B réarrangée
va s’apparier avec le complexe CD3 et un substitut de chaine a (pTa ou pseudo-chaine a) pour
former le pré-TCRB (H. von Boehmer and Fehling 1997). Entre le stade DN3a et DN3b
s’effectue la « B sélection » qui correspond a un événement permettant uniquement la survie
des cellules T possédant une chaine 3 de TCR fonctionnelle. Si la chaine B est fonctionnelle, le
pré-TCR va émettre un signal de survie a la cellule T, lui permettant de se différencier en cellule
DN4 (Haks et al. 1999). Puis, les cellules DN4 vont se différencier en cellules ISP8 puis DP. C’est
au stade DP que s’effectue le réarrangement la chaine a du TCR (Harald von Boehmer 2005).
Une fois le TCR formé, les cellules DP donnent naissance aux cellules SP4/SP8 qui vont

rejoindre la circulation sanguine.

D- Les régulateurs de la lymphopoiese T
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Figure 16: Expression de molécules de surface et de genes impliqués dans le développement
des lymphocytes T
La maturation des cellules T implique I'expression différentielle de nombreux régulateurs dont

les fenétres d’expression sont indiquées en orange.
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Un certain nombre de régulateurs sont reconnus pour jouer un réle déterminant dans
I'engagement et la différentiation des cellules T (Figure 16) (Van de Walle et al. 2016;
Longabaugh et al. 2017). Seulement quelques-uns d’entre eux sont décrits dans le paragraphe
suivant.

Au cours de la maturation précoce des cellules T intervient la chimiokine CXCR4 (exprimée a
la surface des cellules T) et son ligand CXCL12 (exprimé par les cellules thymiques stromales
dans le cortex) qui jouent un role important dans la migration des progéniteurs T de la moelle
osseuse vers le thymus (Figure 15 B). En effet, I’étude de Plotkin et ses collegues a montré que
la mutation de CXCR4 empéchait la migration des progéniteurs T sanguins vers la partie
corticale du thymus ce qui entraine un blocage des cellules T au stade DN1 (Plotkin et al. 2003).
De plus, d’autres études ont montré que la maturation précoce des LT était également sous
I'influence de la signalisation par Notch-1. Le récepteur Notch est une glycoprotéine
membranaire qui, aprés avoir lié son ligand (Delta-like ou Jagged), va subir un clivage libérant
son domaine intracellulaire (Deftos and Bevan 2000; Yang, Jeremiah Bell, and Bhandoola
2010). Ce domaine va ensuite migrer vers le noyau des cellules et former, avec d’autres
facteurs, un complexe transcriptionnel capable de réguler I'expression d’un grand nombre de
génes cibles tel que Hesl, essentiel a la maturation des cellules T aux stades DN et au
réarrangement du TCR (Tomita et al. 1999) et I'IL7R, indispensable a la maturation et aux
étapes de sélections des LT fonctionnels (Gonzalez-Garcia et al. 2009). La voie de signalisation
Notch-1 joue également un role essentiel dans I'inhibition du développement des cellules non-
T pour promouvoir I'engagement des CSH vers la lignée T (Rothenberg 2017). L'inactivation
inductible de Notchl chez la souris, engendre un blocage sévére du développement des
cellules T au stade progéniteur T — DN1 et engendre le développement de cellules B au sein
du thymus (Radtke et al. 1999; A. Wilson, MacDonald, and Radtke 2001). Inversement,
I'activation inductible de la voie Notch-1 induit un développement ectopique de lymphocytes
T dans la moelle osseuse ainsi qu’un blocage de la différenciation des cellules B (Pui et al.
1999). De plus, I'activation inductible de la voie Notch dans les OLP de poulet induit I'apoptose
et I'arrét du cycle cellulaire des cellules B (Morimura et al. 2000). L’ensemble de ces résultats
montrent I'importance du récepteur Notch dans le développement des LT au détriment de la
lignée B.

La maturation tardive des LT est sous l'influence d’autres régulateurs dont les facteurs de

transcription E2A et HEB qui forment I'hétérodimere E2A-HEB. L'étude de Zhuang a montré
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que I'hétérodimere E2A-HEB est impliqué dans la transition DP-SP et plus particulierement
dans le développement des cellules DP en cellules T CD4+ (Jones-Mason et al. 2012). Cet
hétérodimere est également important dans les stades plus précoces du développement des
LT puisqu’il a été montré que la mutation du gene HEB ou E2A induit un blocage précoce du
développement des LT plus particulierement au stade DN3 (Bain et al. 1994; Barndt, Dai, and
Zhuang 2000). De plus, il est actuellement connu que I’"hétérodimere E2A-HEB se lie aux sites
E-box présents au niveau d’éléments régulateurs des loci du TCR, régulant ainsi I'accessibilité
des segments codant les chaines du TCR lors de la recombinaison V(D)J (Barndt, Dai, and
Zhuang 2000; Agata et al. 2007).

Enfin, de nombreux autres acteurs, comme Bclllb, GATA3, Kit, etc, ont été reconnus pour
jouer un role essentiel dans le développement des cellules T (Yang, Jeremiah Bell, and

Bhandoola 2010; Ng et al. 2018).

E- Les phases de sélections

Le processus de recombinaison V(D)J a I'origine de la formation du TCR n’est pas infaillible, il
est susceptible de produire des TCR non productifs ou méme autoréactifs. Pour pallier ces
erreurs, I'organisme a mis en place différents points de contréle durant la lymphopoiése T, on

parle de sélections thymiques.

E.1- La B sélection

Apres formation du pré-TCR au stade DN3, les cellules vont subir une premiere phase de
sélection appelée la B-sélection. Cette sélection consiste a éliminer par apoptose les cellules
possédant une chaine B de TCR non fonctionnelle. Les cellules ayant une chaine B
fonctionnelle complexée a une pseudo-chaine a (pTa) et au complexe CD3 seront dans la
capacité de générer un signal autonome qui va conduire a leur survie et a la possibilité de
progresser vers le stade DN4 (Yamasaki and Saito 2007). Les éléments constituants le pré-TCR
jouent un réle différent dans le processus de B sélection. Des études ont montré que chez des
souris pTCRa -/- (ne possédant pas la pseudo chaine a) le développement des cellules T est
altéré et les LT sont partiellement bloqués au stade DN3, montrant ainsi I'importance de la

pseudo chaine a dans le développement des cellules DN3 (Fehling et al. 1995). De plus, le pré-
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Figure 17: Voies de signalisation mises en place lors de la B sélection.

La signalisation coopérative entre le pré-TCR et CXCR4, qui empruntent les voies de
signalisation PI3K et MAPK, sont nécessaires a la survie des cellules T lors de la B sélection. La
signalisation PI3K du pré-TCR est médiée par l'isoforme de classe IA p1106 et la sous-unité
p85. La phosphorylation de CD3 € et 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 SDF-1, ou CXCL12, a son récepteur CXCR4 initie également les voies
de signalisation MAPK et PI3K. CXCL12 stimule |'association physique de CXCR4 et du TCR et
utilise les domaines ITAM de liaison ZAP-70 du TCR pour la transduction du signal. La
signalisation médiée par PI3K de CXCR4 est principalement médiée par I'isoforme p110y de
classe IB et sa sous-unité régulatrice p101 qui se lie aux sous-unités GBy qui sont libérées lors
de I'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 TCRp.
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TCR joue un réle important dans le processus d’exclusion allélique puisqu’il a été montré qu’en
absence de pTa, le nombre de thymocytes portant deux réarrangements productifs était
multiplié par 7 (Aifantis et al. 1997). En revanche la pseudo-chaine a n’est pas impliquée dans
la signalisation pré-TCR puisque I'administration d’un anticorps anti CD3e chez des souris
double KO pTa”" x RAG 7~ suffit a restaurer le développement des cellules T (H. J. Fehling et al.
1997). Une autre étude a montré le role essentiel du complexe CD3 dans la survie et la
différentiation des cellules DN en DP. Pour cela, Jacobs et ses collégues ont traité des souris
RAG1-/- (dont le TCR n’est pas réarrangé) avec un anticorps dirigé contre la chaine € du CD3
et ont observé que les cellules T étaient capables de passer la B sélection et de se développer
en cellules DP (Jacobs et al. 1994). Cette étude montre que la signalisation intra-cellulaire via
le complexe CD3 est primordiale pour la survie des LT au cours de la B sélection. Les voies de
signalisation activées a partir du pré-TCR sont extrémement complexes et diversifiées, on
trouve notamment la voie des MAP kinase et celle de la Phosphoinositide 3-kinase (PI13K)
(Figure 17) dont l'activation correcte va aboutir a la survie, a la prolifération et a la
différentiation des cellules DN3 (Michie and Zudiga-Pfliicker 2002; Janas and Turner 2010).
D’autres molécules sont également impliquées dans les signaux de survie des LT lors de la B
sélection comme la chimiokine CXCL12 (exprimée par les cellules épithéliales corticales du
thymus) qui apres fixation a son récepteur CXCR4 (exprimé a la surface des cellules T
immatures) va activer I'enzyme P13K et d’autres molécules de la voie MAPK (Kumar et al. 2006;
Janas and Turner 2010) (Figure 17). De plus, le récepteur CXCR4 agirait comme co-stimulateur
du pré-TCR et leur interaction permettrait a CXCR4 d’augmenter son potentiel chimiotactique
et au pré-TCR d’induire une régulation a la hausse de |'expression de génes anti-apoptotiques
indispensables a la survie des thymocytes et a leur développement en thymocytes DN4

(Trampont et al. 2010).

E.2- Les sélections positive et négative

Pour éviter que les lymphocytes ne s’activent en présence des molécules du soi au sein de
I’organisme, provoquant ainsi la survenue de maladies auto-immunes, I'organisme a mis en
place un systeme permettant de sélectionner uniquement les cellules T ayant acquis une
tolérance au soi. Pour cela, les cellules T vont subir deux sélections successives, la sélection

positive suivie de la sélection négative.
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Figure 18: Modele d’affinité du TCR lors des sélections thymiques

L'affinité du TCR pour les complexes CMH-peptide du soi retrouvés a la surface des cellules
épithéliales thymiques est déterminant lors des processus de sélections thymiques. Les
cellules DP portant un TCR avec une faible affinité pour le complexe CMH-peptide 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 qu’elles ne soient par la suite autoréactives, c’est ce que I'on appelle la sélection

négative.
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E.2.1- Sélection positive

La sélection positive s’effectue au niveau de la partie corticale du thymus qui abrite les cellules
épithéliales corticales thymiques (cTEC) et va entrainer la mort par apoptose d’environ 75-
80% des cellules T (Yates 2014). La sélection positive consiste a sélectionner les cellules T
capables de reconnaitre les molécules du CMH a la surface des cTEC qui sont associées a un
peptide du soi (pCMH). A ce jour, les mécanismes impliqués dans la sélection positive ne sont
pas totalement élucidés. Il est d’ores et déja connu I'importance des cTECs dans ce processus
de sélection. Ces derniéres agissent en tant que CPA et expriment une variété de complexes
pPCMH lors de la sélection positive. L'importance des cTECs dans la sélection positive a été
montrée par I'équipe de Justin Van De Wiele qui a travaillé sur des souris transgéniques ne
présentant que des molécules de CMHI au niveau des cellules corticales du thymus (de ce fait,
aucune cellules de la partie médullaire du thymus ne possédaient de molécule de CMHI a leur
surface) (Capone et al. 2001). Cette étude a montré que la sélection positive des cellules T
CD8+ des souris transgéniques était normale mais hautement autoréactive. Ces résultats
indiquent que les cTECs peuvent induire la sélection positive des LT mais ne sont pas capables
d’induire la tolérance du soi, suggérant ainsi que la sélection négative s’effectuerait
exclusivement au niveau des cellules de la partie médullaire du thymus (Capone et al. 2001).
Des résultats similaires ont été constatés pour les cellules CD4+ (Laufer et al. 1996).

Le destin d’un LT au stade DP, lors de la sélection positive, dépend du degré d’affinité/avidité
de son TCR pour un pCMH (Ludger Klein et al. 2009) (Figure 18). Les DP ayant un TCR de faible
affinité pour son pCMH sont éliminés (mort par négligence). Il en est de méme pour ceux
possédant une affinité trop grande (délétion clonale ou sélection négative), car ils sont
susceptibles d’étre d’autoréactifs face au soi. Seuls les LT avec une affinité intermédiaire
recoivent un signal de survie et peuvent poursuivre leur maturation.

Il est a noter qu’au stade DP les lymphocytes T n’expriment ni le récepteur a IL-7 (Yu et al.
2006), ni le facteur de survie Bcl-2 (Gratiot-Deans et al. 1994) ce qui les prédestinent
fortement a la mort. Seul un signal de survie permettrait aux cellules DP d’échapper a
I"'apoptose et de continuer leur maturation.

La sélection positive fait intervenir de nombreuses protéines impliquées dans la signalisation

intracellulaire comme les chaines 6 et { du complexe CD3, ou encore les molécules
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appartenant a la voie ERK (Starr, Jameson, and Hogquist 2003). D’autres facteurs, comme E2A
et HEB, ont été montrés comme étant impliqués dans le blocage des cellules DP jusqu’a ce
qu’elles recoivent un signal de sélection positive via leur TCR (M. E. Jones and Zhuang 2007).
En effet, la déficience en E2A entraine un passage des cellules DP vers le stade SP avec des
TCR non fonctionnels, aboutissant au développement d’un lymphome a cellules T (Bain et al.
1997; M. E. Jones and Zhuang 2007).

Il est important de noter que le peptide associé au CMH a la surface des cTECs n’induit pas la
sélection d’un TCR spécifique a ce peptide mais permet la sélection de TCR différents
structurellement, capables de reconnaitre différents Ag. En effet, des études menées sur des
souris transgéniques possédant des molécules de CMH-I (B. Wang et al. 2009) ou Il
(Ignatowicz, Kappler, and Marrack 1996) liées de fagon covalente a un peptide défini, ont
montré que les TCR des LT périphériques présentaient une diversité de répertoire normale en
termes d’usage des segments VB et qui plus est, étaient capables de reconnaitre d’autres
peptides.

Finalement, la sélection positive s’accompagne d’une séparation entre les cellules SP4
restreintes aux molécules de CMH-II et SP8 restreintes aux molécules de CMH-I. L’analyse de
souris transgéniques pour un TCR restreint a une molécule de CMH-I (Vugmeyster et al. 1998)
ou bien a une molécule du CMH-II (Madsen et al. 1999) montre un bais évident pour la lignée

T aff CD8+ ou CD4+, respectivement.

E.2.2- Sélection négative

La sélection positive est donc une étape cruciale qui permet de ne garder que les LT capables
de reconnaitre les complexes CMH/peptide exprimés a la surface des cTECs. Cependant, lors
de cette étape des LT autoréactifs peuvent étre générés ce qui représente un danger pour
I'organisme. La sélection négative va permettre de neutraliser ces cellules autoréactives et
ainsi a mettre en place un premier niveau de tolérance appelée tolérance centrale. Les
thymocytes positivement sélectionnés vont migrer vers la médulla ou va s’effectuer la
sélection négative. Cette migration est permise par la signalisation faisant intervenir le
récepteur aux chimiokines CCR7 et ses ligands (Ueno et al. 2004). Selon le modéle classique
d’affinité vu précédemment, les LT possédant une affinité trop forte pour le pPCMH meurent

par apoptose (délétion clonale). Les molécules impliquées dans la signalisation intracellulaire
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du TCR induisant la mort des LT autoréactifs sont nombreuses. Certaines voies de signalisation
sont indispensables a la fois a la sélection positive et a la sélection négative comme la voie
ERK. En revanche, certaines molécules de signalisations ont été montrées comme étant
exclusives a la sélection négative comme Grb2 (Starr, Jameson, and Hogquist 2003). Par
ailleurs, plusieurs types cellulaires sont impliqués dans la sélection négative. Parmi eux on
trouve les cellules médullaires épithéliales thymiques (mTEC), les cellules dendritiques (DC) et
les cellules B thymiques. L'origine et le mode de fonctionnement des cellules B thymiques
soulévent encore beaucoup de questions (Perera and Huang 2015) mais leur réle dans la
présentation antigénique induisant la sélection négative des cellules T a été démontré (Inaba
et al. 1991). En revanche, le mécanisme d’action des mTECs et des DCs a été le sujet de
nombreuses études. Ces cellules présentent sur leurs molécules du CMH, des Ag du soi
exprimés au niveau des organes périphériques dans le but d’éliminer les LT qui répondent a
des Ag du soi extérieur au thymus. L'expression ectopique de ces Ag par les mTECs est sous le
controle de la protéine AIRE (Autolmmune REgulator) qui régule la transcription des génes
tissus-spécifiques dans le thymus, telle que linsuline, qui sont généralement exprimés
exclusivement dans des organes périphériques spécifiques (Anderson et al. 2002). La
déficience d’AIRE chez 'Homme engendre un syndrome auto-immun appelé I’APECED
(Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidiasis Ectodermal Dystrophy) (Finnish-German
APECED Consortium 1997). De la méme maniere, la déficience du facteur de transcription AIRE
chez des souris engendre un développement accru d’anticorps auto-immuns (Ramsey 2002).
Ces études montrent I'importance d’AIRE dans le processus de sélection négative des LT. AIRE
est également impliqué dans le mécanisme de transfert d’Ag tissulaires spécifiques des mTEC
vers les DCs (Hubert et al. 2011), permettant ainsi d’augmenter la probabilité de rencontre
avec un thymocyte spécifique de I’Ag tissulaire présenté (Millet, Naquet, and Guinamard
2008). Il existe trois grandes populations de DC participant de maniére différente a la délétion
clonale des LT, comprenant une population de DC plasmacytoides (pDC) et deux populations
de DC conventionnelles (cDC) comportant des DC résidentes dans le thymus et des DC
migratoires provenant des organes périphériques et migrant vers le thymus (Wu and
Shortman 2005). Les cDC résidentes seraient capables de capturer et de présenter les Ag
présents dans le microenvironnement thymique dont des Ag amenés par la circulation
sanguine ou provenant des mTEC (Proietto et al. 2008). Les pDC, malgré un pouvoir de

présentation antigénique plus faible que les cDC, et les DC migratoires seraient capables de
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capturer des Ag de la périphérie et de les transporter dans le thymus afin d’éliminer les LT
spécifiques de ces Ag (Hadeiba et al. 2012; Ludger Klein et al. 2014). La capacité de I'ensemble
de ces cellules a présenter un grand nombre d’Ag du soi différents permet d’améliorer
I’efficacité de la sélection négative a évincer les LT autoréactifs. Au final, seulement 5% des
cellules T en développement passeront I'ensemble des sélections thymiques (Starr, Jameson,
and Hogquist 2003).

Malgré la mise en ceuvre de ces processus de sélection, certaines cellules T autoréactives
réussissent a passer les barriéres de sélection et rejoignent la périphérie ol elles peuvent
potentiellement déclencher I'auto-immunité. Il existe par conséquent des mécanismes de

tolérance périphérique pour protéger |'organisme contre ces cellules.

F- La tolérance périphérique

Certains thymocytes autoréactifs ne sont pas éliminés au niveau du thymus et réussissent a
rejoindre la périphérie. La raison principale de I'échappement des thymocytes a la tolérance
centrale est que certains Ag du soi exprimés en périphérie ne seraient pas ou peu exprimés au
niveau thymique (L. Klein and Kyewski 2000). Pour pallier a ce défaut de sélection, plusieurs
mécanismes existent en périphérie : I'anergie (inactivation du LT autoréactif), la délétion
clonale, I'ignorance (le LT autoréactif ne s’active pas soit parce que I’Ag du soi est présent en
trop petite concentration, soit parce que I’Ag du soi est séquestré dans des organes non
vascularisés comme au niveau de la chambre antérieur de I'ceil (Niederkorn 2003)) et la
régulation par les LT régulateurs (inhibent la prolifération et la fonction des LT autoréactifs) et
par les DC tolérogénes (induisent I'anergie des LT naifs autoréactifs) (Schietinger and
Greenberg 2014; Xing and Hogquist 2012). Il existe également un autre phénomene pour
pallier les TCR autoréactifs appelé « editing ». Cet événement consiste a internaliser le
récepteur TCR défectueux et a débuter le réarrangement génique d’un autre récepteur

(Wagner 2007).

1.2.3.4- Lymphopoiése B

A- Stades de développement
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Figure 19: Représentation schématique de la lymphopoiése B.

La lymphopoiese B correspond a la maturation, dans la moelle osseuse, des cellules B a partir
de cellules souches hématopoiétiques (CSH). Ces CSH vont donner naissance aux progéniteurs
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-B ou s’effectue le réarrangement des chaines lourdes via le processus de recombinaison
V(D)J. Les cellules pro-B se différencient en cellules pré-B ou les chaines lourdes s’associent a
des pseudo chaines légeres pour former le pré-BCR. Au stade B immature, les pseudo chaines
légeres 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 co-expression membranaire d’'une IgM et d’une IgD. Ces cellules B

matures vont ensuite rejoindre la circulation périphérique.



INTRODUCTION

Comme nous l'avons vu précédemment, les CSH donnent naissance a deux grandes lignées
cellulaires, la lignée lymphoide et la lignée myéloide. La lignée lymphoide donne naissance aux
LT, qui maturent dans le thymus et aux LB qui eux maturent au sein de la moelle osseuse. La
maturation des LB (ou lymphopoiése B) dans la moelle osseuse, s’effectue a partir des cellules
souches hématopoiétiques (CSH) qui sont capables de s’auto-renouveler, de reconstituer
I’ensemble du systeme hématopoiétique (Figure 19) et de maintenir la production des cellules
sanguines a I'état d'équilibre (Laurenti and Gottgens 2018). Ces CSH vont se différencier en
cellules progénitrices multipotentes (PM). Ces cellules ont la capacité de se différencier soit
en cellules progénitrices lymphoides communes (PLC), soit en cellules myéloides
progénitrices. Les PLC sont restreints a la lignée lymphoide et peuvent donner naissance aussi
bien a des cellules B qu’a des cellules T (Kondo 2010). Du coté de la lignée B, les PLC vont
donner naissance aux cellules pro-B. Le stade pro-B peut se diviser en deux sous-stades, le
stade pré-pro-B et le stade pro-B tardif. Au stade pré-pro-B débute le réarrangement DH-JH
de la chaine lourde des Ig. Le stade pro-B tardif se caractérise par le réarrangement VH-DJH
de la chaine lourde. Une fois la chaine lourde formée, les cellules pro-B se différencient en
cellules pré-B. Ce stade pré-B comporte également deux sous-stades, le stade « grande pré-
B » (ou « large pre-B ») et le stade « petite pré-B » (ou « small pre-B »). Au stade « grande pré-
B » se forme le pré-BCR. Ce pré-BCR est composé de I'hétérodimeére Iga/IgB et de la chaine
lourde réarrangée, associée avec une pseudo chaine légére, qui est elle-méme constituée de
I’association de deux protéines VpréB et A5 (Martensson et al. 2010; M. Zhang, Srivastava, and
Lu 2004). Si le pré-BCR est productif, il va émettre un signal de survie a la cellule, grace a la
signalisation via I'lL-7, lui permettant ainsi de proliférer (Marshall et al. 1998; Patton, Plumb,
and Abraham 2014) et de poursuivre sa maturation vers le stade « petite pré-B ». A ce stade,
s’effectue le réarrangement VL-JL sur le locus des chaines légéres (réarrangement de la chaine
K puis réarrangement de la chaine A si les réarrangements k ne sont pas fonctionnels) (M. van
der Burg et al. 2002; Martensson et al. 2010). De la méme maniére que pour les LT, lorsque le
premier réarrangement des chaines lourdes et légeres est productif sur le premier allele, le
second allele va subir I’exclusion allélique (Christian Vettermann and Schlissel 2010). La chaine
légére créée va remplacer la pseudo-chaine légére et une IgM de surface va alors étre
exprimée a la membrane de la cellule, les cellules sont alors appelées cellules B immatures.
Ces cellules B immatures vont subir une sélection dite négative qui consiste a éliminer les

cellules B autoréactives et a garder uniquement celles qui ont acquis la tolérance vis-a-vis du
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soi (Sandel and Monroe 1999). Les cellules B immatures sélectionnées vont ensuite quitter la
moelle et rejoindre les organes lymphoides secondaires dans lesquelles elles subiront des
étapes supplémentaires de maturation pour donner naissance aux cellules B matures naives,
caractérisées par la co-expression des isotypes IgM et IgD (Chung, Silverman, and Monroe

2003).

B- Modification du phénotype au cours de la lymphopoiése B

Au cours de la lymphopoiése, les cellules acquiérent et/ou perdent I'expression de certaines
protéines membranaires qui jouent un réle dans l'acquisition des différentes fonctions
lymphocytaires.

Les CSH (Lin-/ Sca-1"/ c-kit"/ CD34+/ IL7Ra-/ FIt3-) se caractérisent par I'absence de
marqueurs de surface spécifiques des cellules matures, appelés « lineage » (ou Lin, qui
regroupe un ensemble de marqueurs comme CD2, CD3, CD11b, CD11c, CD14, CD16, CD19,
CD24, CD56, CD66b et la glycophorine A). Les PLC (Lin-/ Sca-1'°/ c-kit'°/ CD34+/ IL7Ra+/ Flt3+)
se distinguent des CSH, entre autre, par |'expression du récepteur a l'interleukine 7 (ou IL-
7Ra), qui est essentiel a la survie et a la prolifération des cellules progénitrices B mais
également indispensable a la maturation des cellules pro-B et qui se trouve impliqué dans le
réarrangement des chaines lourdes et légéres des Ig (Bertolino et al. 2005; Clark et al. 2014).
Au stade pro-B (B220'°/ CD19+/ CD43+/ IgM-), les cellules vont exprimer d’autres marqueurs
de surface tels que B220 (ou CD45R, impliqué dans la modulation de la transduction du signal
via le BCR (Justement 2001)), CD19 (jouant un réle important dans la différentiation et la
prolifération des cellules B (de Rie et al. 1989)), CD43 (impliqué dans I'adhésion et la survie
cellulaire (Rosenstein, Santana, and Pedraza-Alva 1999)) et CD79a/CD79b (ou Igoa/IgB,
constituant le module de transduction du signal). Au stade pré-B (B220'°/ CD19+/ CD43-/ IgM-
), les cellules vont perdre I'expression de CD43 mais vont exprimer d’autres protéines de
surface comme CD20 (dont le réle est d’agir comme un canal a ions calciques qui va permettre
de réguler I'activation des cellules B (Walshe et al. 2008)). Le passage du stade pré-B au stade
B immature (B220'°/CD19+/ CD43-/ IgM+) se traduit par I'expression de I'lgM de surface
nouvellement formée. Le stade B mature (B220"/CD19+/ CD43-/ IgM+) se traduit, quant a

lui, par une augmentation de I'expression de B220 ainsi que par 'apparition de I’expression

44



B B

CSH Pro-B Pré-B .
immature mature

Molécule Fonction
FIt3 Signalisation
Kit Signalisation

Récepteur I'lL-7

IL-7R facteur de
croissance
E2A/EBF Facteur de
transcription
CD19 Signalisation
B220 Signalisation
CDh43 Adhésion/survie
CD79 Signalisation
Lin Marqueurs des
cellules matures
lgM Recor.m'als.sance
antigénique
Facteur de
Ikaros L.
transcription
PaxS Facteur de

transcription

Figure 20: Expression des molécules de surfaces et de geénes impliqués dans le
développement des lymphocytes B
La maturation des cellules B implique I'expression différentielle de nombreux régulateurs dont

les fenétres d’expression sont indiquées en orange.



INTRODUCTION

de la protéine CD21, qui, avec CD19, participera a la transduction du signal intracellulaire lors

de I'activation du LB (Tedder, Zhou, and Engel 1994).

C- Les différents régulateurs de la lymphopoiése B

Comme pour la lymphopoiese T, un grand nombre de régulateurs spécifiques intervient au
cours de la lymphopoiése B dans le but de contréler les différentes étapes de maturation
(Figure 20) (Laurenti et al. 2013).

L’étape de différenciation des CSH en cellules PM fait intervenir différentes protéines comme
des chimiokines et des facteurs de transcription. En effet, le microenvironnement médullaire
sécrete la chimiokine CXCL12 (ou SDF-1 pour « Stromal cell Derived Factor 1) qui va se lier au
récepteur CXCR4 présent a la surface des CSH et va ensuite va agir comme un facteur de
croissance pour les précurseurs B (Nagasawa 2015). D’autres facteurs nécessaires au
développement des CSH existent. Parmi eux se trouvent les facteurs de transcriptions PU.1 et
Ikaros. La concentration de PU.1 influence I'engagement des CSH vers le lignée lymphoide ou
la lignée myéloide (Hosokawa et al. 2018) et est essentielle pour le développement des
progéniteurs multipotents au cours de I’hématopoiese (Pang et al. 2018). Un taux
d’expression faible de PU.1 correle avec I'entrée dans la voie lymphoide, tandis qu’une
expression élevée est associée a une entrée dans la voie myéloide (DeKoter and Singh 2000).
De plus, il a été montré que I'absence d’expression de PU.1 dans des embryons murins (viables
jusqu’a 18 jours de gestation seulement) engendre la perte d’expression des transcrits
RAG1/RAG2 et de génes spécifiques de la lignée B (comme VpréB) ainsi que I'absence de
progéniteurs des lymphocytes B dans le foie feetal (Scott et al. 1994). Quant a lkaros, son réle
majeur dans la différenciation lymphoide a été mis en évidence principalement grace aux
modeles d’invalidation du gene chez la souris, dont la conséquence observée fut I'absence de
cellules pro-B et pré-B dans la moelle osseuse, un blocage de la lymphopoiese et une
diminution des effecteurs de la recombinaison V(D)J (J. H. Wang et al. 1996; Kirstetter et al.
2002; Heizmann, Kastner, and Chan 2018).

D’autres facteurs de transcription ont été montrés comme étant nécessaires a la
différenciation des cellules progénitrices en PLC. Parmi eux, Hoxa9 et FIt3, qui agissent en

synergie. Par ailleurs, il été mis en évidence que I'inhibition d’un de ces 2 facteurs diminue de
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maniére drastique le nombre de PLC ainsi que I'ensemble des cellules B qui en découle (Gwin
et al. 2013).

La différenciation des PLC en cellules pro-B requiert plusieurs régulateurs comme I'IL-7, E2A
et EBF. En effet, l'interaction de I'IL-7, sécrété par les cellules stromales de la moelle osseuse,
avec son récepteur IL-7Ra (ou CD127), présent a la surface des lymphocytes B, est
indispensable a la survie, a la différentiation et a la prolifération des cellules B (Corfe and Paige
2012). L’IL-7 va également réguler I'activité de régulateurs de transcription tels que E2A et EBF
(pour early B cell factor) essentiels a la maturation des PLC en cellules pro-B (Singh, Medina,
and Pongubala 2005). Une étude a montré que E2A et EBF sont capables d’induire les
réarrangements Vk-Jk et VA-JA, ainsi que le réarrangement DH-JH, dans une lignée de cellules
non-B lorsqu'ils sont en présence des recombinases RAG-1 et RAG-2, suggérant ainsi que ces
deux facteurs participent activement au réarrangement des Ig (Bain et al. 1994; Romanow et
al. 2000). Il a également été démontré que le facteur de transcription C/EBPa est requis pour
la maturation des PLC en cellule pre-pro-B (H. Guo et al. 2018).

Pour finir, un autre régulateur de la lymphopoiése B a été mis en évidence, appelé Pax5.
L’expression de Pax5 est observée du stade pro-B jusqu’au stade B mature mais est absente
dans les cellules plasmatiques différenciées (Barberis et al. 1990). Son expression dans les
cellules pro-B est notamment permise par les facteurs E2A et EBF et est essentielle au
maintien des cellules pro-B dans leur voie de différenciation (Cobaleda et al. 2007). D’ailleurs,
son invalidation chez la souris engendre un blocage de la lymphopoiése B au stade pro-B (Nutt
et al. 1997). Pax5 va également réprimer des genes non spécifiques de la lignée B comme
CD33 (exprimé a la surface des cellules myéloides) et activer les génes spécifiques de la lignée
lymphoide comme CD79a, CD19 et CD21 (Cobaleda et al. 2007). Par ailleurs, son role dans le
processus de recombinaison V(D)J a été montré dans différentes études. En effet, I’étude des
associations VH-DH-JH chez des souris Pax5 -/-, a montré que ces souris présentent une
diminution des réarrangements des segments VH-DJH de 50 fois comparées aux témoins (Nutt
et al. 1997). Cependant, aucune altération dans les réarrangements DH-JH n’a été observée
(Nutt et al. 1997). De plus, il a été montré que Pax5 pouvait induire le réarrangement des VH
distaux en modifiant la conformation spatiale du locus IgH qui, en se contractant, rapproche
les VH distaux des segments DH/JH réarrangés (Fuxa et al. 2004). Il a méme été observé que
Pax5 favorise la modification répressive H3K27me3 de I’histone 3 au niveau des VH proximaux

pour permettre aux VH distaux d’étre plus facilement réarrangés (C.-R. Xu et al. 2008).
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D- Les sélections positive et négative des LB

D.1- Sélection positive via le pré-BCR

De la méme maniere que pour les LT, différents points de contréle durant la lymphopoiése B
ont été décrits pour éviter la production de BCR non productifs ou autoréactifs. Le premier
point de controle est effectué au stade pré-B, apres formation du pré-BCR, dans le but
d’éliminer les cellules B ayant réarrangés les segments de chaines lourdes de fagon non
productive. Cette sélection est notamment permise par la transduction du signal passant par
le complexe Iga/IgB, qui engendre un blocage de la différentiation des cellules B au stade pré-
B lorsqu’ils sont absents, sans affecter le réarrangement de la chaine lourde (Pelanda et al.
2002). Un blocage au stade pré-B est également observé chez les souris présentant une
mutation dans la partie constante de leur chaine p, montrant ainsi son importance pour la
prolifération des cellules pré-B et le passage au stade B immature (Kitamura et al. 1991). La
déficience en protéines A5 et VpréB chez la souris diminue aussi fortement le nombre de
cellules pré-B dans la moelle osseuse mais influence peu le développement final des cellules
B qui sont présentes en nombre normal en périphérie et dont la réponse immunitaire est
similaire a celle observée chez les souris contréles (Shimizu et al. 2002). Cependant, chez
I'Homme, la déficience de A5 engendre une déficience sévere en cellules B dans le sang
menant a une agammaglobulinémie (déficit en Ig dans le sang) (Minegishi et al. 1998).
L'ensemble de ces résultats montre que les éléments constituant le pré-BCR sont
indispensables pour la maturation des cellules pré-B. Le mécanisme qui conduit a la sélection
positive des cellules B n’est pas totalement élucidé. Selon les travaux du groupe de Melchers,
le signal de sélection serait « tonique », c’est-a-dire délivré indépendamment de la
reconnaissance d’un quelconque ligand exogéene par le pré-BCR et il dépendrait de la queue
riche en arginine au niveau de la protéine A5 (Ohnishi and Melchers 2003). D’autres groupes
ont montré que ce signal de sélection pourrait étre fourni par la reconnaissance d’un ligand
exprimé par le stroma médullaire comme I’héparane sulfate (Bradl et al. 2003) ou la galactine-
1 (uniguement chez 'Homme) (Gauthier et al. 2002). Méme si les avis divergent concernant
la reconnaissance ou non de ligands médullaires par le pré-BCR, les différentes découvertes
s’accordent sur un point, I'importance de A5 dans l'initialisation du signal de sélection positive.

En effet, il a été montré que la mutation de la queue de A5 altere principalement la
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prolifération mais influe peu la survie et la différenciation des cellules pré-B (C. Vettermann
et al. 2008). Il a ainsi été proposé que l'interaction de la queue de A5 avec I’héparane sulfate
présent dans le stroma médullaire permettrait d’amplifier les signaux de prolifération des
cellules pré-B (C. Vettermann et al. 2008). Ainsi, une étude a montré que le traitement d’une
lignée de cellules pré-B a I’héparane sulfate augmente indirectement I'action de I'lL7 ainsi que
la phosphorylation de ERK, tous deux impliqués dans la prolifération des cellules B, montrant
ainsi I'importance de I'interaction entre les cellules stromales et le pré-BCR (Milne, Corfe, and
Paige 2008). Finalement, toute cellule incapable d’assembler son pré-BCR, ou d’associer et de
transporter a la membrane une chaine lourde p sera éliminée par apoptose. Ainsi, 75% des
cellules pré-B seront éliminées durant la lymphopoiése B. Les cellules positivement
sélectionnées vont, quant a elles, débuter le réarrangement de la chaine légere du BCR et

passer ainsi au stade B immature.

D.2- Sélection négative des cellules Bimmatures

Afin d’éliminer les BCR autoréactifs, les cellules B immatures vont subir une sélection négative
similaire a celle trouvée chez les LT. Les récepteurs BCR nouvellement réarrangés vont
interagir avec les Ag du soi présents dans I’environnement médullaire et ces interactions vont
définir le devenir des cellules B immatures. Plusieurs processus sont impliqués dans la
tolérance centrale dont la délétion clonale (ou mort par apoptose). La délétion clonale a été
décrite dans les travaux menées par Nemazee et ses collaborateurs. lIs ont étudié les cellules
B de souris transgéniques qui portent des Ig anti-H-2Kk (et H-2Kb) dirigés contre la molécule
de CMH H-2Kk. Le résultat de cette étude a montré que les cellules B autoréactives portant
les Ig anti-H-2Kk ont été éliminées des tissus immunitaires secondaires comme la rate et les
ganglions lymphatiques et sont absentes dans le sang de ces souris, montrant ainsi que les
cellules B autoréactives ont subi une apoptose (D. A. Nemazee and Biirki 1989). D’autres
études ont montré que les cellules B autoréactives sont également sujettes a un autre
évenement qui est I'anergie. Goodnow et ses collaborateurs ont réalisé une expérience qui a
consisté a croiser des souris transgéniques exprimant le lysozyme de blanc d’ceufs de poulet
(HEL pour « Hen Egg-white Lysozyme ») avec des souris exprimant une Ig transgénique
spécifique de HEL. lls ont ainsi montré que leur progéniture sont capables de développer des

cellules B matures portant des Ig anti HEL et pouvant migrer vers la périphérie mais qui sont
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non fonctionnelles face a I’Ag HEL suggérant que ces cellules B sont entrées en phase d’anergie
(Goodnow et al. 1988). Des études ultérieures ont montré que la délétion clonale et I'anergie
ne sont pas les seuls modes de sélection contre les cellules Bimmatures autoréactives, il existe
en effet un autre systeme, qui est I'édition du récepteur (ou « editing ») comme décrit
précédemment pour les LT. Durant ce processus, les cellules B immatures autoréactives
réactivent leur programme de réarrangement de la chaine légére, entrainant I'expression
d'une nouvelle chaine Iégere associée a la chaine lourde existante pour former un BCR non
autoréactif (Tiegs, Russell, and Nemazee 1993). L’édition du récepteur serait le principal
processus, lors de la sélection négative, mis en place pour pallier a I'autoréactivité des cellules
B. En effet, il a été montré que I'environnement médullaire est plutét protecteur pour les
cellules B envers les signaux apoptotiques, ce qui n’est pas le cas pour I'environnement
splénique (Sandel and Monroe 1999). De plus, il a également été constaté une augmentation
de I'expression de RAG2 dans les cellules Bimmatures, ce qui converge avec la notion d’édition
des Ig autoréactives plutét qu’une délétion clonale (Sandel and Monroe 1999).

Les cellules B immatures réussissant a passer la sélection négative, vont recevoir un signal de
survie via la voie de signalisation ERK/MAP et PI3K, conduisant a leur différentiation en cellules
B matures suivi de leur migration vers les organes lymphoides secondaires ou elles subiront
d’autres étapes de maturation (D. Nemazee 2017; Abdelrasoul et al. 2018). Dans ces organes,
les cellules B matures naives vont rencontrer pour la premiére fois un Ag exogéne. Les cellules
B matures qui reconnaissent I’Ag vont s’activer et deux processus supplémentaires de
diversification du répertoire B vont intervenir, I’hypermutation somatique (introduction de
mutations ponctuelles et aléatoires dans les domaines variables du BCR) et la commutation
isotypique (modification de I'isotype de la chaine lourde du BCR) (Z. Li 2004) qui permettent
d’augmenter a la fois I'affinité du récepteur pour I’Ag et I'efficacité de la réponse immunitaire.
Ces dernieres étapes de maturation des LB vont conduire a la formation d’un pool de cellules

B mémoires et de plasmocytes sécréteurs d’Ac (Shinnakasu and Kurosaki 2017).

2- IMPACTS DU STRESS SUR LE SYSTEME IMMUNITAIRE

2.1- Le stress
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2.1.1- Définition

Dans son ouvrage « Introduction a I’étude de la médecine expérimentale » en 1865, Claude
BERNARD, médecin francais, présente le concept d’équilibre du milieu intérieur (Bernard
1865). Il introduit la notion d'un équilibre physiologique dynamique interne, assuré par des
mécanismes capables de maintenir des conditions internes constantes face a des conditions
externes variables. Le physiologiste américain Walter Bradford Cannon reprendra ce concept
d’équilibre intérieur de I'organisme et le nommera homéostasie (Cannon 1926). Par ailleurs,
il décrit pour la premiére fois le principe de « fight-or-flight » ou « combat-fuite »,
correspondant a la réponse de I'organisme face a une menace (Cannon 1915). Selon Cannon,
la réponse « combat-fuite » est le résultat d’'une décharge du systeme nerveux autonome qui
meéne I'animal a fuir ou bien a combattre lorsqu’il est face a une menace. Cannon parviendra
ensuite a prouver que la sécrétion d’adrénaline s’éléve lorsque le systeme nerveux d’un
animal est excité par une émotion violente. Il découvrira en 1931 la sympathine, une
substance sécrétée au niveau des glandes médullosurrénales dans le circulation générale,
appelée aujourd’hui la noradrénaline (R. S. Harris, Marrian, and Thimann 1957). En outre, les
travaux de Cannon ont décrit I'importance du systeme nerveux central dans la prise en charge
des stimuli et la régulation de I'homéostasie lorsque I'organisme est face a un danger
potentiel. Les travaux de Cannon s’avereront correspondre aux premieres étapes de réponse
au stress aussi appelé syndrome général d'adaptation, décrit par I’'endocrinologue Hans Selye.
Le concept de stress est introduit par Selye au début du XX®™e siécle. Il décrit le stress, comme
étant « la réponse non spécifique de I'organisme a toute sollicitation», autrement dit, le stress
est une réaction physiologique d’adaptation de I'organisme face a toutes perturbations
déséquilibrant ’'homéostasie interne (Selye 1956). Selye explique que la réponse au stress est
généralisée et qu’elle s’effectue en trois stades différents. Le premier stade correspond a la
phase d’alarme qui correspond a la réponse « combat-fuite » décrite par Cannon. La réponse
est de courte durée et I'organisme va mobiliser ses ressources énergétiques rapidement. En
effet, durant cette phase, la concentration plasmatique de glucose, de triglycérides et d’acides
gras libres augmente considérablement dans les premiéres minutes qui suivent la survenue
du stress, de méme que le rythme cardiaque et la pression artérielle (Carlson, Levi, and Oro
1968; De Boer et al. 1990). La seconde étape est la phase de résistance, si le stress persiste

I'organisme continue a puiser dans ses ressources afin de revenir a I'état d’équilibre
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homéostatique. La troisieme phase est la phase d’épuisement. Cette phase se produit lorsque
le stimulus stressant se répéte ou lorsqu’il devient trop long. L'organisme épuise alors
considérablement ses ressources énergétiques et ne peut plus s’adapter efficacement a
I'agent stressant. Cette phase entraine souvent la survenue d’un état pathologique comme la
dépression (Godbout and Glaser 2006).

Dans ses études, Selye distingue deux types de stress, le stress positif ou « eustress », qui est
sain et bénéfique a I'organisme, provoquant une sensation de bien-étre et de satisfaction et
le stress négatif ou « distress », qui se traduit par un sentiment de frustration et d’anxiété
pouvant mener a un état dépressif et qui ne permettrait pas un retour a I'équilibre. Il est
important de souligner que la perception du stress et la sévérité de son impact est individu
dépendant (Selye 1975). Aujourd’hui, on décrit deux autres types de stress, le stress aigu et
le stress chronique qui different, entre autres, par la durée d’exposition a I’'agent stressant. En
effet, le stress aigu correspond a un stress le plus souvent intense et limité dans le temps
(quelques heures). Face au stress aigu, l'organisme agit rapidement en mobilisant les
ressources énergétiques nécessaires pour répondre au mieux a l'agent stressant. Il a été
montré que dans certains cas, le stress aigu pouvait améliorer les performances physiques et
cognitives d’un individu lorsque celui-ci était contraint de faire face a un challenge. C’est la cas
lors d’un passage d’examens scolaires ou d’'une compétition sportive (Takemura, Kikuchi, and
Inaba 1999; Corbett, Weinberg, and Duarte 2017). Cependant, lorsque le stress aigu est trop
intense (comme une agression physique), il peut aboutir a un déséquilibre émotionnel et
engendrer des troubles psychiatriques comme la dépression ou des troubles d’anxiétés
généralisés (Cahill and Pontoski 2005). Le stress chronique, quant a lui, est associé a des effets
délétéres pour I'organisme. Il correspond a des agressions intenses ou modérées, mais
répétées et prolongées dans le temps (plusieurs mois). Il épuise les ressources énergétiques
de I'organisme favorisant ainsi la survenue de pathologies comme des maladies mentales
(dépressions, déficiences cognitives), des maladies cardiovasculaires ou encore le cancer

(Godbout and Glaser 2006).

2.1.2- Quelques chiffres
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Compte tenu du fait que le stress est percu différemment selon les individus, il est difficile
d’évaluer de maniere chiffrée ses conséquences sur I'organisme. Cependant, de nombreuses
études ont été menées pour évaluer le stress au travail. Le stress toucherait 4 salariés sur 10
(Enquéte ANACT/CSA, juin 2009). En Europe, le colt annuel du stress lié au travail est estimé
a 20 milliards d’euros (source : Agence européenne pour la sécurité et la santé au travail — EU-
OSHA, 2014). En France, ce chiffre (comprenant les frais médicaux, les dépenses liées a
I'absentéisme, aux cessations d’activité et aux déces prématurés) a été estimé entre 1,9 et 3
milliards d’euros en 2007. Selon I’'OMS (Organisation mondiale de la santé), la France serait le
3eme pays recensant le plus grand nombre de dépressions liées au travail. (Rapport du 12 mars
2008). Le stress est donc devenu un probléme de santé publique majeur au sein de notre
société. Les mécanismes d’action et de régulation du stress font donc I'objet de nombreuses

études afin de limiter I'émergence de pathologies liées au stress.

2.2- Mécanismes physiologiques de la réponse au stress

2.2.1- Activation du systeme sympathique

Les facteurs de stress sont nombreux, mais il est possible de les classer dans deux grandes
catégories, d'une part, les stress physico-chimiques comme par exemple
les radiations (solaires ou autres), les changements de pression ou de température, le bruit,
I’exposition a des agents toxiques etc... et d’autre part, les stress socio-environnementaux, qui
sont plus difficiles a identifier mais qui regroupent toutes les perturbations susceptibles de
modifier I'état émotionnel de I'individu comme le déces d’un proche, les problemes familiaux
ou encore les soucis d’argent, etc... . Les stress physico-chimiques sont détectés par des
récepteurs spécifiques, tels que des récepteurs mécaniques ou thermosensibles, au niveau de
la périphérie du corps, qui vont émettre des signaux somatosensoriels jusqu’au systeme
nerveux central (SNC) par I'intermédiaire de fibres nerveuses sensitives (Chen and Lyga 2014).
Les stress socio-environnementaux vont étre percus par les organes sensoriels et les
innervations afférentes qui réceptionnent les informations avant de les transmettre au SNC
(Herman et al. 2005). Dans le cerveau, il existe un circuit neuronal qui détermine ce qui est
menacant et donc stressant pour l'individu. Les acteurs de ce circuit comprennent

I'hippocampe, I'amygdale et les zones du cortex préfrontal aussi appelés systeme limbique
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Figure 21: Schéma récapitulatif de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS).

L'activation de I'axe HHS engendre la libération de I’'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'hormone 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 systéme 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 processus de stress physiologiques et
comportementaux qui peuvent étre adaptatifs a court terme et inadaptés a long terme. Le
systeme limbique réalise une analyse comparative entre le stress percu et les expériences
affectives passées afin d’élaborer une réponse adaptée qui sera permise par 'activité de
I"hypothalamus, organe clé dans le déclenchement des réactions au stress (Herman et al.
2005). Une fois le stimulus intégré et percu comme stressant, I’hypothalamus va alors activer
le systeme nerveux sympathique en utilisant comme médiateurs préférentiels les
catécholamines (adrénaline, noradrénaline et dopamine) (Palkovits 1981; Goldstein 1987).
Ces derniéres vont étre responsables de I'augmentation du rythme cardiaque, de la pression
artérielle, du transport de dioxygéne et également de 'augmentation plasmatique du glucose
et des acides gras libres permettant au sujet de réagir physiquement au danger (Wortsman
2002; Ranabir and Reetu 2011). Ce phénomene physiologique correspond au premier stade

de réponse au stress, appelé phase d’alarme, qui a été décrite précédemment.

2.2.2- Activation de I'axe corticotrope ou HHS

2.2.2.1- Organisation fonctionnelle de I'axe corticotrope

La seconde phase, ou phase de résistance, implique I'activation d’un systeme hormonal
appelé axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) (Figure 21). Sous I'effet du stress,
I’hypothalamus est stimulé au niveau des neurones sécrétoires du noyau paraventriculaire.
Ces derniers vont secréter deux neuropeptides, I’arginine vasopressine qui par son activité
antidiurétique permet de réguler la sécrétion de catécholamines (ltoh et al. 2006) et la
corticolibérine ou CRH (corticotropin-releasing hormone). La fixation de la CRH sur ses
récepteurs spécifiques situés au niveau de I'hypophyse, entraine la sécrétion dans la
circulation systémique de I’hormone hypophysaire, I’ACTH (Adrenocorticotropic hormone)
qui est une hormone dérivant de la pro-opiomelanocortine (POMC). L’ACTH se fixe ensuite a
son récepteur spécifique (MC2-R ou récepteurs aux mélanocortines) situé essentiellement au
niveau des glandes corticosurrénales. Ces derniéres sont des glandes endocrines qui
constituent la couche externe des glandes surrénales situées au-dessus des reins et qui sont
impliquées dans la sécrétion des stéroides dont les glucocorticoides. En se fixant sur son

récepteur, ’ACTH va induire la synthése et la libération des glucocorticoides dans la 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 dimére va ensuite
se fixer sur I’ADN au niveau d’un promoteur GRE (glucocorticoid-response elements) et venir
réguler I'expression des genes cibles impliqués dans des fonctions tres variées telles que

I'inflammation, la prolifération cellulaire, I'apoptose, la transduction de signal, etc....
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sanguine. En fait, 'ACTH promeut I'étape initiale de la conversion du cholestérol en
glucocorticoides comme la corticostérone chez le rongeur ou le cortisol chez 'Homme. Les
glucocorticoides agissent sur les cellules cibles en se liant a deux types de récepteurs
nucléaires : les récepteurs aux minéralocorticoides (MR) codés par le gene nr3c2 et les
récepteurs aux glucocorticoides (GR) codés par le gene nr3c1. La fixation des glucocorticoides
sur ces récepteurs va stimuler le catabolisme des lipides et des protéines, inhiber la sécrétion
d'insuline et donc augmenter la production de glucose pour apporter |'énergie nécessaire a

I’organisme pour répondre efficacement au stress (Macfarlane, Forbes, and Walker 2008).

2.2.2.2- Les récepteurs aux glucocorticoides

Les MR et les GR different par leur localisation tissulaire dans I'organisme et par leur affinité
pour les glucocorticoides naturels. En effet, les glucocorticoides naturels se fixent aux MR avec
une affinité 10 fois supérieur par rapport aux GR (De Kloet et al. 1998). Les glucocorticoides
naturels ne se fixent sur les GR qu’aprés une sécrétion importante de glucocorticoides
(pendant le pic du cycle circadien ou pendant un stress) (De Kloet et al. 1998; Finsterwald and
Alberini 2014). Bien que les glucocorticoides aient une meilleure affinité pour les MR, la
distribution des GR au sein de I'organisme est beaucoup plus importante. En effet, les MR se
trouvent principalement au niveau du systéme limbique du cerveau (hippocampe, amygdale,
régions restreintes du cortex) et de I'hypothalamus (Seckl et al. 1991; P. D. Patel et al. 2000)
alors que les GR sont plus largement distribués dans le cerveau (Seckl et al. 1991; P. D. Patel
et al. 2000) et sont également retrouvés au niveau de nombreux organes tels que les muscles
squelettiques ou le foie (Lattin et al. 2012). De maniére intéressante, les GR sont aussi présents
au niveau des cellules du S| comme les LT, les LB et les neutrophiles (Miller et al. 1998; Gruver-

Yates, Quinn, and Cidlowski 2014).

2.2.2.3- Mode d’action des GR

Les récepteurs GR sont en réalité des facteurs de transcription. L'interaction ligand-récepteur
va induire la formation d’un dimere de récepteurs qui va transloquer dans le noyau (Figure
22). Ce dimére va ensuite se fixer sur I’ADN au niveau d’'un promoteur GRE (glucocorticoid-

response elements) et venir réguler I'expression des genes cibles (Datson et al. 2008). Ce
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complexe peut ainsi réguler de nombreux génes impliqués dans des fonctions tres variées tels
que I'inflammation, la prolifération cellulaire, I'apoptose, la transduction de signal, I'adhésion
cellulaire, les structures neuronales, le métabolisme, etc... (J.-C. Wang et al. 2004; Datson et

al. 2008).

2.2.2.4- Régulation de I'axe corticotrope

Comme il a été décrit précédemment, les glucocorticoides sont impliqués dans de nombreux
processus biologiques permettant a I'organisme de maintenir son homéostasie. Cependant, a
fortes concentrations et a long terme, les glucocorticoides deviennent néfastes et induisent
un état de dépression (Pariante and Lightman 2008). De ce fait, leur production est trés
finement régulée. Pour éviter la surcharge de glucocorticoides dans I'organisme, il existe un
rétrocontréle négatif de I'axe HHS, dépendant des GR, au niveau de I'hypothalamus, de
I’hypophyse, des glandes surrénales et de I"hippocampe (Figure 21). L'autorégulation de la
sécrétion des glucocorticoides aboutit a la diminution de la sécrétion de CRH au niveau de
I’hypothalamus, a I'inhibition de la sécrétion de ’ACTH par I’hypophyse et finalement a I'arrét
de la sécrétion des glucocorticoides par les glandes surrénales en maintenant ainsi les taux
circulants de corticostérone dans les limites physiologiques. (S. M. Smith and Vale 2006).
D’autre part, il a été montré sur une lignée cellulaire (HelLa) exprimant les GR par transfection,
gu’un traitement de 24h avec un glucocorticoide synthétique (dexaméthasone) engendre une
diminution de I'expression des ARN codant les GR ainsi qu’une diminution du taux de GR
protéiques dans ces cellules (Burnstein et al. 1991). Une autre étude a montré que des rats
ayant subi une perfusion de corticostérone directement dans le noyau paraventriculaire de
I’hypothalamus, ne présentent pas d’augmentation d’expression de [I'’ACTH, ni
d’augmentation de la CRH induite par un stress de contention, contrairement aux témoins qui
voient leurs expressions d’ACTH et de CRH augmenter apres avoir été stressés (Weiser,
Osterlund, and Spencer 2011). Les glucocorticoides peuvent également agir directement sur
les glandes surrénales en diminuant I’expression de genes codant pour des enzymes impliqués
dans la stéroidogenése et ainsi inhiber la production de novo de corticoides (Carsia and
Malamed 1983; Arola et al. 1994).

Un autre mécanisme de régulation des glucocorticoides existe au niveau intracellulaire. Ce

mécanisme fait intervenir deux enzymes, les 11 béta hydroxystéroide déshydrogénases de
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Figure 23: Role des 11B-HSD dans la régulation de I'activité de la corticostérone.

La 11BHSD1 catalyse la transformation de la 11-déhydrocorticostérone (forme inactive) en

corticostérone (forme active). A 'inverse, la 11B-HSD2 va inactiver la corticostérone afin de

donner de la 11-déhydrocorticostérone.
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type 1 et de type 2 (11B-HSD1 et 11B-HSD2 respectivement) qui vont soit activer, soit inactiver
les glucocorticoides circulants (Figure 23). En effet, 11B-HSD1 catalyse la forme active des
glucocorticoides grace a son activité réductase, c’est-a-dire qu’il va convertir la 11-
déhydrocorticostérone (forme inactive chez le rongeur) et la cortisone (forme inactive chez
I'Homme) en corticostérone (forme active chez le rongeur) et en cortisol (forme active chez
I'Homme) (Chapman, Holmes, and Seckl 2013). 11B-HSD2 va catalyser, quant a lui, la forme
inactive des glucocorticoides grace a son activité déshydrogénase (Chapman, Holmes, and
Seckl 2013). 11B-HSD1 est tres largement exprimé dans |‘organisme (coeur, muscles
squelettiques, tissus adipeux, foie, cerveau, ... etc) alors que I'expression de 11B-HSD2 est plus
limitée (rein, pancréas, épithélium de la peau, poumon, célon, ...etc). L'expression généralisée
de ces enzymes au sein de l'organisme permet de réguler localement I'action des
glucocorticoides. Les souris déficientes en 113-HSD1 présentent une hyperplasie des glandes
surrénales ainsi qu’une réponse exagérée au stress de contrainte qui se traduit par une
augmentation du taux plasmatique d’ACTH et de corticostérone (H. J. Harris et al. 2001). Ces
résultats suggerent que I'enzyme 11B-HSD1 permettrait d’augmenter la sensibilité de I'axe
HHS a la rétroaction négative des glucocorticoides faisant de lui un régulateur important de
I’exposition aux glucocorticoides. La 11B-HSD2 est fortement exprimée dans les tissus foetaux,
comme le cerveau et le placenta, ce qui lui confere un réle de «barriere aux glucocorticoides»
(Wyrwoll, Holmes, and Seckl 2011). En effet, la mutation du géne codant cette enzyme, durant
le développement murin, altére la croissance des animaux (plus petits a la naissance),
perturbe le développement cérébral (cervelet plus petit) et provoque un comportement plus
anxieux lors de tests comportementaux (M. C. Holmes et al. 2006; Megan C. Holmes et al.
2006). Cette enzyme est donc neuroprotectrice lors du développement foetal en régulant

étroitement le transfert des glucocorticoides materno-foetaux.
L'ensemble de ces mécanismes régulateurs est essentiel pour éviter une exposition trop
importante aux glucocorticoides. Il arrive cependant que ces mécanismes soient affectés par

le stress chronique, induisant un exces de glucocorticoides qui auront des effets délétéres sur

I'organisme.

2.3- Impacts du stress chronique sur I'organisme
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Comme nous l'avons vu précédemment, I'impact du stress sur l'organisme dépend de
I'intensité et de la durée d’exposition au stress mais également de I'dge et du sexe de

I'individu.

2.3.1- Impacts du stress en fonction du sexe

Il est aujourd’hui bien connu que les femmes sont plus sensibles au stress que les hommes.
En effet, la prévalence de la dépression est 1,7 fois plus élevée chez la femme que chez
I’'hnomme (Albert 2015). Cette différence face au stress chronique a également été observée
chez les rongeurs (Paré et al. 1999; Bereshchenko, Bruscoli, and Riccardi 2018). De
nombreuses études ont essayé d’élucider les mécanismes biologiques responsables de cette
différence. Ainsi, il a été montré que les hormones sexuelles, telle que I'cestradiol, étaient
étroitement liées au contrdle de I'axe HHS. En effet, I'injection de dexaméthasone (DX) chez
des animaux ovariectomisés, diminue le taux de corticostérone et d’ACTH par rapport aux
animaux non traités a la DX, traduisant I'activation du rétrocontréle de I'axe HHS lors d’un
stress. En revanche, chez ces mémes animaux ovariectomisés, l'injection de la DX apres un
traitement avec un estradiol synthétique, augmente la taux de corticostérone plasmatique,
suggérant que cette fois la boucle de rétrocontréle négative de I'axe HHS n’est pas activée
(Verma, Balhara, and Gupta 2011). Cette étude suggere donc que I'cestradiol diminue la
sensibilité de I'axe HHS a la rétroaction, pouvant expliquer ainsi la raison pour laquelle les
individus femelles sont plus sensibles au stress. De plus, il a été montré que les cellules du
noyau paraventriculaire de I’"hypothalamus expriment des récepteurs aux cestrogénes (RE)
capables d’activer ou d’inhiber (selon le type de RE) I'expression de la CRH, et ainsi de moduler
le taux d’anxiété des individus (Handa, Mani, and Uht 2012).

Il est intéressant de noter que comme le stress, I'efficacité méme du systéme immunitaire est
dépendante du sexe des individus. En effet, 80% des maladies auto-immunes touchent les
femmes, les hommes ont presque deux fois plus de risques de mourir d'un cancer malin et les
anticorps induits par les vaccins contre la grippe sont toujours au moins deux fois plus
abondants chez les femmes que chez les hommes (S. L. Klein and Flanagan 2016). Ces
différences sont également liées aux hormones sexuelles. En effet, ces hormones peuvent
potentialiser la réponse immunitaire notamment via les éléments de réponses aux

androgenes et aux cestrogenes au niveau des promoteurs de génes impliqués dans I'immunité
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inné mais aussi via les récepteurs aux ocestrogénes présents a la surface des lymphocytes,

macrophages et DC (S. L. Klein and Flanagan 2016; Bereshchenko, Bruscoli, and Riccardi 2018).

2.3.2- Impacts du stress en fonction de I’age

Le stress est capable d’affecter I'organisme du stade embryonnaire jusqu’a la fin de la vie des
individus. Les glucocorticoides sont primordiaux au bon développement feetal des animaux et
sont d’ailleurs présents dans tous les organes vitaux afin de participer a leur maturation
(Kitraki, Kittas, and Stylianopoulou 1997). Mais a trop fortes concentrations, ces
glucocorticoides peuvent devenir néfastes a la croissance foetale. Il est actuellement connu
que la corticostérone maternelle est capable de passer la barriere placentaire pour venir
rejoindre la circulation sanguine du foetus (Zarrow, Philpott, and Denenberg 1970),
témoignant ainsi de I’existence de la transmission materno-foetal du stress. Il a été démontré
gue des animaux nés de meéres stressées durant leur gestation, présentent un taux plus élevé
de corticostérone, ainsi qu’une augmentation des récepteurs aux glucocorticoides, tant d’un
point de vue transcriptionnel que d’un point de vue protéique (Pascuan et al. 2014). De
nombreuses études ont démontré que le stress subit durant la gestation peut affecter le
développement embryonnaire et foetale. Ainsi, Abrari et son équipe ont démontré que des
rates soumises a une séquence de stress différents durant toute leur gestation, donnent
naissance a une progéniture présentant des troubles du comportement et de la mémoire ainsi
gu’une diminution du poids corporel (Modir et al. 2014). Le stade gestationnel est donc un
stade tres sensible au stress.

L'impact du stress a I’age adulte est différent entre des individus jeunes et des individus dgées.
En effet, il a été montré que I'exposition de souris dgées a un protocole de stress chronique
engendre une altération de la mémoire, une diminution du poids corporel ainsi qu’une
augmentation de I'activité locomotrice lors des tests comportementaux, traduisant un état
d’anxiété avancé (Lotan et al. 2017). Les souris jeunes ne présentaient aucun de ces troubles.
Ces résultats montrent qu’en vieillissant, la sensibilité au stress augmente et les conséquences
sur I'organisme sont plus importantes.

Finalement, tout au long de la vie, le stress peut impacter de nombreux systémes vitaux de
maniere plus ou moins importante. L'impact du stress sur le systeme immunitaire a d’ailleurs

été souvent étudié. Le stress chronique est trés souvent associé a une immunosuppression,
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susceptible de favoriser la survenue de pathologies (Mizoguchi et al. 2001; Ronald Glaser and

Kiecolt-Glaser 2005).

2.4- Impacts du stress chronique sur le systeme immunitaire

2.4.1- Communication bidirectionnelle entre le systeme immunitaire et le systéeme
nerveux central

Il est aujourd’hui admis qu’il existe une communication bidirectionnelle entre le systeme
nerveux central et le systéeme immunitaire. Tout d’abord, les organes lymphoides primaires et
secondaires sont innervés par le systeme nerveux autonome qui va libérer, au niveau des
terminaisons nerveuses, des neurotransmetteurs et des médiateurs neuroendocriniens
(Felten 1993). Ces hormones et substances neurochimiques sont capables de moduler la
réponse immunitaire grace a des récepteurs qui leurs sont spécifiques, présents a la surface
des cellules immunitaires (ThyagaRajan and Priyanka 2012). Un autre circuit dans cette
communication bidirectionnelle implique des produits du systéme immunitaire, comme les
cytokines (IL-1, TNF-a, IL-6,...) qui peuvent traverser la barriere hémato-encéphalique et
modifier les activités neuronales dans le SNC notamment pendant la fievre ou lors de maladies
inflammatoires (Banks, Kastin, and Broadwell 1995; Luheshi and Rothwell 1996; Isoméaki and
Punnonen 1997). Ainsi, la communication bidirectionnelle entre ces deux systemes indique
qu’il existe un lien tres étroit entre le stress et la santé des individus.

Le stress est globalement reconnu pour avoir un effet immunosuppresseur sur I'organisme.
Or, il est important de souligner que le stress aigu est capable d’améliorer I'efficacité du
systeme immunitaire. En effet, plusieurs études ont montré que le stress aigu augmente le
nombre de macrophages et de DC au niveau du site de I'infection ainsi que le nombre de
lymphocytes T et B de maniéere a renforcer I'immunité innée et adaptative (F. S. Dhabhar and
McEwen 1996; Saint-Mezard et al. 2003; Viswanathan, Daugherty, and Dhabhar 2005).
L'implication du stress aigu dans la formation de lymphocytes T mémoire ainsi que dans
I'amélioration de la réponse immunitaire lors de la réexposition a l'antigéne a été également
observée (F. S. Dhabhar and McEwen 1996; Firdaus S. Dhabhar and Viswanathan 2005). En

revanche, les stress chroniques sont eux associés a I'inhibition du systeme immunitaire.
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2.4.2- Effets du stress chronique sur le systéme immunitaire inné

L’ensemble des études consistant a élucider les effets du stress sur le Sl a permis de montrer
que le stress induit une redistribution des cellules immunitaires au niveau des différents tissus
(Firdaus S. Dhabhar et al. 2012). En effet, un stress aigu engendre, dans un premier temps,
une mobilisation des cellules immunitaires (comme les neutrophiles, les monocytes ou les
lymphocytes) au niveau sanguin. Dans un deuxieme temps, le nombre de ces cellules diminue
dans le compartiment sanguin et augmente dans les organes périphériques, ce qui traduit un
trafic de ces cellules du sang vers les OLS ou les sites infectés (Firdaus S. Dhabhar et al. 2012).
Cependant, I'exposition au stress a long terme engendre la diminution générale du nombre
de cellules immunitaires circulantes ainsi que la perte de la redistribution des cellules entre
les différents tissus (F. S. Dhabhar and McEwen 1997). Ceci serait lié a I'expression de la
molécule d’adhésion CD62 a la surface des cellules immunitaires qui a été montrée comme
étant diminuée chez des vaches injectées avec du dexaméthasone (Weber et al. 2001).

Le stress chronique psychologique affecte également fortement la capacité phagocytaire des
neutrophiles entrainant une diminution de I'activité bactéricide de ces derniers (Tsukamoto
and Machida 2014). De plus, le stress chronique diminue la survie des macrophages, leur
capacité phagocytaire ainsi que leur capacité a présenter les antigenes aux LT en diminuant
I’expression des molécules du CMH-II (Sesti-Costa et al. 2012; Nakatani, Amano, and Takeda
2013). D’autres cellules du systeme immunitaire inné sont également impactées par le stress
chronique. En effet, il a été montré que I'injection répétée de corticostérone durant plusieurs
jours a des rats, engendre la diminution de la cytotoxicité des cellules NK (Rosenne et al. 2014).
Les glucocorticoides régulent également a la baisse les molécules impliquées dans la
présentation antigénique des DC, leur capacité a sécréter des cytokines pro-inflammatoires et
bloguent la maturation finale des DC suggérant que les glucocorticoides altérent la fonction
mais également la maturation des DC (Piemonti et al. 1999; Vétillard and Schlecht-Louf 2018).
Les glucocorticoides sont surtout connus pour leur pouvoir anti-inflammatoire. En effet, ils
suppriment la production de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1, I'lL-6 et le TNF-a par
les macrophages et les DC (Fantuzzi and Ghezzi 1993; Piemonti et al. 1999; Sesti-Costa et al.
2012) et augmentent I'expression de protéines anti-inflammatoires comme I'lL-10 et la
lipocortin-1 (Barnes 1998). Cependant, il a été constaté dans des cas de stress chroniques,

comme chez des sujets dépressifs, une augmentation des cytokines pro-inflammatoires,
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suggérant que les glucocorticoides n‘ont pas exclusivement un effet anti-inflammatoire

(Fitzgerald et al. 2005).

2.4.3- Effets du stress sur le systéme immunitaire adaptatif

Les glucocorticoides libérés lors de stress chroniques impactent négativement les effecteurs
de I'immunité adaptative. En effet, la prolifération et la migration des lymphocytes s’averent
étre affectées par l'augmentation des glucocorticoides aprés un stress (Verburg-Van
Kemenade et al. 1999; Firdaus S. Dhabhar 2009; Flint et al. 2011). De maniére intéressante,
Rinner et al. ont montré qu'un stress court (1 min de manipulation) induit une augmentation
de la prolifération des cellules T et B circulantes lorsque ces derniéres sont cultivées avec des
mitogénes tandis qu'un stress plus long (immobilisation de 2h) induit une diminution des
mémes réponses prolifératives (Rinner et al. 1992). Le nombre de cellules T et B mémoires est
également diminué par le stress chronique, ce qui va fortement altérer la réponse immunitaire
lors des vaccinations (Burns et al. 2003; Y. Wang et al. 2016; Maydych et al. 2017).

Cependant, face a un méme stress chronique, les LT et les LB sont différemment impactés. En
effet, il a été observé que les cellules T murines diminuent fortement aprés un stress de type
immobilisation alors que peu de modifications des cellules B sont constatées, suggérant ainsi
que les LT et les LB ont une sensibilité différente face au stress (Dominguez-Gerpe and Rey-

Méndez 2001).

2.4.3.1- Effets du stress sur les lymphocytes T

De nombreuses études ont montré que les LT sont sensibles au stress. Une étude menée sur
des rats soumis a un stress répété, de type choc électrique pendant 7 ou 14 jours, a montré
gue leur masse corporelle ainsi que la masse de leur rate sont fortement diminuées par le
stress (Batuman et al. 1990). Cette méme expérience a permis de mettre en évidence une
diminution du nombre total de cellules mononucléées, en particulier des cellules T
cytotoxiques, dans la rate et le sang ainsi qu’une diminution de leur capacité proliférative
aprés stimulation mitogénique (Batuman et al. 1990). Il a également été constaté que les
troubles psychologiques chez I’'Homme, comme la dépression, peuvent induire une

diminution du nombre de lymphocytes T et B et altérer la prolifération lymphocytaire
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(Schleifer et al. 1983, 1984). Des résultats similaires ont été observés dans une autre étude
menée sur des souris qui ont été contraintes a rester dans un tube pendant 14h en étant
privées de nourriture (Tarcic et al., 1998). Dans cette expérience, les souris stressées (et sans
nourriture) présentent une diminution de la masse thymique due a la diminution du nombre
de lymphocytes T (plus particulierement des cellules DP) liée a une augmentation de leur
apoptose (Tarcic et al., 1998). De maniere intéressante, I'étude par cytométrie en flux de
cellules CD4+ provenant de patients déprimés a révélé une augmentation importante de leur
apoptose ainsi qu’une augmentation de I'expression du récepteur de Fas (récepteur qui
participe a la signalisation apoptotique par Fas-ligand) (Szuster-Ciesielska et al. 2008).
L’exposition a des stress chroniques moins séveres est également délétere pour les LT. En
effet, 'exposition des rats a différents stress trés légers (comme I'inversion jour/nuit pendant
24h) durant 3 semaines, induit une diminution du nombre de LT CD4+, CD8+ et DP (Guan et
al. 2014) ainsi qu’une diminution de I'interleukine IL-2 plasmatique sécrétée par les LT, dont
le réle est d’activer la réponse immunitaire spécifique via la prolifération des lymphocytes, ce
qui pourrait expliquer la perte de réponse vis-a-vis des agents mitogenes observée dans
d’autres expériences (Batuman et al. 1990; Guan et al. 2014). De plus, il a été montré que la
charge virale est fortement augmentée chez des souris exposées a un stress socio-
environnemental avant une infection virale et que cette augmentation de charge virale est
associée a une diminution de I'expression des génes codant les marqueurs CD4 et CD8 et a
une diminution de la réponse des lymphocytes T (Young et al. 2013).

Par ailleurs, une étude a montré que la production physiologique diurne de glucocorticoides
chez les souris induit I'expression de I'lL-7R dans les cellules T ce qui contribue a la survie des
cellules T et a leur redistribution entre les ganglions lymphatiques, la rate et le sang en
contrélant l'expression du récepteur de la chimiokine CXCR4 (Shimba et al. 2018).
L'accumulation de cellules T dans la rate la nuit renforce la réponse immunitaire face a des

agents pathogenes.

2.4.3.2- Effets du stress sur les lymphocytes B

Comme pour les LT, le stress peut altérer de maniére importante la fonction et I'efficacité des

LB. Par exemple, chez des souris dans lesquelles des implants ont été placés afin d’élever le
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taux de glucocorticoide sanguin a des niveaux analogues a ceux induits par des stress ou des
traumatismes, il a été observé une réduction de 50% des lymphocytes B périphériques qui
s’explique par I'apoptose des progéniteurs B (Garvy and Fraker 1991; Garvy et al. 1993). Il a
par ailleurs été démontré dans une étude menée chez des étudiants, qu’un stress
psychologique chronique, mise en évidence par une augmentation du taux de cortisol
salivaire, induit également une diminution des lymphocytes B circulants (McGregor et al.
2016). De plus, I'augmentation du taux de corticostérone est associée a une diminution de
I’expression des molécules du CMH-II sur les LB qui sont indispensables a I'interaction entre
cellules B et cellules T, ce qui suggére que I'activation des LB par les LT est affectée par le stress
(Weiss, Collier, and Pruett 1996). La sécrétion d’lg se voit également affectée lors de stress
chroniques. En effet, un étude menée sur des rats ayant subi quotidiennement un stress
physique de contention de 6h pendant 15 jours, a révélé que les concentrations sériques d’IgA,
IgE, IgG et IgM sont fortement diminuées (Moazzam, Hussain, and Ahmad 2013). Des résultats
opposés ont été constatés chez des étudiants ayant un niveau de stress élevé pendant un
examen académique (Maes et al. 1997).

Il a par ailleurs été montré que le stress chronique altere la réponse aux vaccins. En effet, une
étude a montré que le stress psychologique, comme le fait de s’occuper d’un proche souffrant,
induit une diminution de la réponse immunitaire au vaccin anti-pneumonie a pneumocoque ;
moins d’anticorps IgG sont produits (R. Glaser et al. 2000). Une autre étude a montré que le
taux d’Ac induit par un vaccin contre I’hépatite B, est diminué chez des sujets qui présentent
un niveau élevé de stress, montrant que le stress psychologique influence négativement la

réponse immunitaire humorale (Jabaaij et al. 1993).

2.4.4- Effets du stress sur le systeme immunitaire feetal

Il est intéressant de noter que le stress chronique impacte également le systeme immunitaire
durant le développement foetal. En effet, des travaux ont mis en évidence une diminution de
la quantité de lymphocytes circulants (principalement les lymphocytes T), une altération de la
capacité proliférative des lymphocytes (Gotz, Wittlinger, and Stefanski 2007) et une
augmentation du taux de cytokines pro-inflammatoires (Diz-Chaves et al. 2013) chez des
rongeurs nés de meéres stressées. Chez ’'Homme, il a été observé que des enfants nés de méres

anxieuses ou dépressives sont plus susceptibles d’étre malades durant leur premiéere année
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de vie, suggérant ainsi que leur systeme immunitaire serait moins efficace face aux

pathogenes comparés a celui d’enfants nés de méres moins stressées (Beijers et al. 2010).

3- EFFETS DES VOLS SPATIAUX SUR LE CORPS HUMAIN

Depuis de nombreuses années 'Homme s’est lancé dans la conquéte de I'espace. L'espoir de
pouvoir un jour aller sur d’autres planéetes est, aujourd’hui encore, au cceur de I'actualité.
Cependant, les missions actuelles et méme futures reposent sur des temps de vols longs
(environ 6 mois pour les astronautes a bord de la station spatiale internationale (ISS) et
environ 18 mois pour un aller-retour vers Mars). Or, les effets des vols spatiaux sur un
organisme humain restent aujourd’hui incomplétement connus. Il est donc indispensable
d’approfondir nos connaissances sur les effets des vols spatiaux de longues durées sur le corps

humain.

3.1- Stress subits lors des vols spatiaux

Lors des vols spatiaux, les astronautes sont soumis a de nombreux stress différents de type

physiques, psychologiques et socio-environnementaux.

Parmi les facteurs de stress physiques rencontrés par les astronautes durant un vol se

trouvent :

- lestempératures extrémes. En effet, lors de I’entrée dans I'atmosphére, le vaisseau spatial
est soumis a des forces de frottement avec l'air qui peuvent élever la température a
2000°C autour du vaisseau, qui est protégé par un bouclier thermique. Malgré ce dispositif
de protection, la température de I’habitacle augmente brutalement. De plus, a I'extérieur
de la station spatiale internationale (ISS), les variations thermiques sont extrémes, variant
de -100 a 100 °C ce qui contraint les astronautes a porter des scaphandres pressurisés lors
des sorties dans I'espace (ainsi que pendant I'atterrissage et le décollage) pour éviter au
maximum les risques de brdlure (Thirsk et al. 2009). Par ailleurs, il a été montré qu’a bord
de I'lSS, les astronautes présentent une augmentation d’un degré de leur température
centrale corporelle au repos pouvant aller jusqu’a 40°C lors d’effort physique
(température proche de la fievre en condition physiologique) (Stahn et al. 2017). Cette

augmentation de température corporelle est notamment liée a la diminution de 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 socio-environnementaux. Ces stress alterent I'ensemble des
fonctions physiologiques. Cette représentation schématique du corps humain présente les

principaux effets déléteres liés aux conditions spatiales. (d’apres Guéguinou et al. 2009)
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qui entrave le transfert de chaleur par convection et diminue 'efficacité de I'évaporation.
Le stress thermique est donc devenu un probléme critique pendant I'exercice physique en
apesanteur.

les rayonnements ionisants chargés en particules de haute énergie. Les astronautes sont
en effet exposés au rayonnement spatial provenant de sources solaires et cosmiques qui
émettent des rayons gamma, des rayons X et des UV.

le bruit ambiant a bord de I'ISS. Les différents composants du vaisseau spatial comme les
ventilateurs, les pompes et les moteurs, générent un bruit continu proche de 60 dB
susceptible d’altérer le sommeil et la concentration des astronautes (Thirsk et al. 2009).
le changement de gravité. Au cours d’un vol habité, les astronautes sont exposés a des
forces gravitationnelles. Au moment du décollage et de I'atterrissage, les astronautes sont
soumis a une hypergravité alors qu’a bord de I'ISS, ils sont en micropesanteur (diminution

chronique de la gravité lors de leur séjour spatial).

En plus des stress physiques, les astronautes sont soumis a des stress psychologiques et socio-

environnementaux. Parmi ceux-ci se trouvent :

I’alternance jour/nuit. L’ISS faisant le tour de la Terre en une heure et demie, le jour alterne
avec la nuit toutes les quarante-cing minutes, ce qui a pour conséquence de perturber le
rythme circadien des astronautes (J.-H. Guo et al. 2014).

le confinement et I'isolement social. Les astronautes sont forcés de vivre en petit comité,
dans un espace clot, avec d’autres astronautes de nationalités différentes et doivent
s’adapter a I'éloignement de leurs proches (Pagel and Chouker 2016). La peur permanente
d’étre confronté a une issue fatale lors de leur mission est également un élément

psychologiquement stressant.

3.2- Effets des vols spatiaux sur I'organisme

Les stress subis par les astronautes lors de vols spatiaux altérent I'’ensemble des systémes

physiologiques de I'organisme (Guéguinou et al. 2009) (Figure 24). Un des premiers effets

résultant des modifications gravitationnelles est la redistribution des fluides corporelles. En

effet, pendant le vol spatial, les fluides corporelles se déplacent vers la téte engendrant une

diminution d’environ 10% du volume dans les membres inférieurs et donnant un aspect

65






INTRODUCTION

« bouffi » au visage (Williams et al. 2009). Les gradients de pression artérielle associés a une
posture verticale sur la Terre sont modifiés en apesanteur (Hargens and Watenpaugh 1996).
Ainsi, I'exposition a I'apesanteur réduit la pression artérielle moyenne au niveau des pieds et
I'augmente au niveau de la téte. Par conséquent, les vaisseaux sanguins situés dans la partie
inférieure du corps sont exposés de fagon chronique a une pression artérielle inférieure a la
normale, alors que ceux situés entre le coeur et la téte sont exposés a une pression artérielle
plus forte. De plus, le déplacement des fluides vers la téte affecte les barorécepteurs du
systéme vasculaire central, ce qui déclenche la suppression du systeme rénine-angiotensine-
aldostérone, entrainant une augmentation de I'excrétion rénale de sel et d'eau et une
réduction nette du volume plasmatique (Glell 1995). La réduction du volume plasmatique
entraine une augmentation transitoire des taux d'hématocrite. Cela semble provoquer une
diminution de la sécrétion de I'érythropoiétine, conduisant a une diminution des globules
rouges, ce qui engendre une anémie lors du retour sur Terre et une réduction globale

d'environ 10% du volume sanguin total (Williams et al. 2009).

Les changements gravitationnels affectent également le systeme vestibulaire des astronautes
qui vont éprouver le « mal de I'espace », semblable au mal des transports sur Terre. Ce mal
de I'espace est di a la perte des signaux liés a la gravité au niveau des otolites de I'oreille
interne qui se traduit par la paleur du visage, des vomissements, de la fatigue, la perte
d’appétit et une désorientation (Heer and Paloski 2006). De plus, le risque de déficience
visuelle et d’hypertension intracranienne augmentent considérablement durant des missions
longues (Nelson, Mulugeta, and Myers 2014).

La micropesanteur associée aux bruits constants engendrés par le fonctionnement de I'ISS,
I'alternance jour/nuit modifiée et les horaires de travail pendant les missions spatiales
perturbent le sommeil et impactent le rythme circadien, compromettant ainsi I'humeur, la
cognition et la performance des astronautes en orbite. En effet, les stress physiques et
psychologiques rencontrés lors des missions spatiales influencent I'activation de I'axe HHS
induisant des niveaux élevés de cortisol pendant et apres un vol spatial (Stowe, Sams, and
Pierson 2011; Benjamin et al. 2016).

La micropesanteur induit également une atrophie musculaire et une déminéralisation

osseuse. Aprés une mission de six mois, un astronaute peut perdre plus de 30% du volume
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musculaire au niveau des muscles posturaux (comme |'extenseur du genou) et 12% de la
masse des os porteurs (comme les vertebres, le bassin) (Williams et al. 2009).

Il est également important de noter que I'exposition aux radiations augmente le risque de
mutations génétiques et de cancer chez les astronautes (Chancellor, Scott, and Sutton 2014).
Fait intéressant, I'impact des stress rencontrés lors de vols spatiaux sur les muscles, le
squelette, les arteres, les organes des sens, le systéme nerveux et le systéme immunitaire sont
comparables a ceux observés chez des personnes agées, montrant ainsi I'intérét d’approfondir

nos connaissances sur les effets de ces vols spatiaux sur I'organisme (Suedfeld et al. 2016).

3.3- Effets des vols spatiaux sur le systeme immunitaire

L’'ensemble des stress rencontrés lors des vols spatiaux va également impacter le systeme
immunitaire. De maniere générale, les astronautes ont tendance a étre immunodéprimés
durant une mission spatiale. Cependant, les effets observés aprés un séjour en microgravité
varient considérablement d’'une étude a l'autre a cause des durées variables des missions et
de la variabilité interindividuelle.

Au cours des vols, les astronautes sont contraints de vivre dans un milieu confiné ou I'air est
recyclé. Le risque d’exposition aux pathogénes ainsi que le risque de transmission entre
individus est donc plus élevé, d’autant plus qu’en apesanteur certains microorganismes
deviennent plus résistants aux antibiotiques (P. W. Taylor 2015). Il a d’ailleurs été observé que
la réactivation de virus latents comme le virus de I’herpés (Epstein-Barr), de la varicelle ou du
cytomégalovirus est présente chez plus de 80% des astronautes durant un vol spatial de courte
durée (10-16 jours) (S. K. Mehta et al. 2014). La réactivation de ces mémes virus a été
constatée chez plus de 95% des astronautes a bord de I'ISS durant un vol long (60-180 jours)
avec une excrétion virale (nombre de copies virales) plus importante comparée aux vols courts
(Satish K. Mehta et al. 2017). Les vols spatiaux peuvent également augmenter la dangerosité
des microorganismes en augmentant leur virulence. En effet, il a été montré qu’une souche
de Salmonella cultivée dans un bioréacteur mimant I'apesanteur est beaucoup plus virulente
une fois inoculée a des souris et présente une résistance plus forte a la destruction par les
macrophages comparée a la méme souche non soumise a I'apesanteur (Nickerson et al. 2000).
Des résultats similaires ont été observés dans une étude menée sur des souris infectées par

Salmonella typhimurium qui a été cultivée dans I'espace lors du vol STS-115. Cette étude a
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montré que les souris infectées par les bactéries cultivées dans I'espace présente un taux de
mortalité plus grand par rapport a celles infectées par la souche témoins cultivée au sol (J. W.
Wilson et al. 2007; James W. Wilson et al. 2008). De plus, l'analyse des bactéries S.
typhimurium et Pseudomonas aeruginosa soumises a des vols spatiaux a montré des
différences dans I'expression de nombreux genes ainsi que le role de la protéine régulatrice
Hfq dans I'augmentation de leur virulence (J. W. Wilson et al. 2007; Crabbé et al. 2011). Afin
d’éviter le risque de mettre en danger la santé des astronautes lors de vols spatiaux qui
deviennent de plus en plus long, il est donc nécessaire d’approfondir nos connaissances sur
les altérations du systéeme immunitaire en condition de vol. De nombreuses études se sont

déja penchées sur la question au cours de ces derniéres années.

3.3.1- Effets des vols spatiaux sur le systeme immunitaire inné

Le systéme immunitaire inné est fortement impacté par les vols spatiaux. L’étude des cellules
NK d’astronautes ayant effectué un vol long a bord de I'ISS (128-195 jours) a montré que leur
pouvoir cytotoxique et leur nombre de cellules NK est diminué apres le vol (Rykova et al.
2008). De plus, une autre étude a démontré que des cellules NK humaines, cultivées dans des
conditions de microgravité simulée pendant au moins 48, présentent une cytotoxicité
diminuée associée a une augmentation de I'apoptose ainsi qu’une diminution de I'expression
de l'interféron-y (IFN-y) et de la perforine (Q. Li et al. 2013). Il a également été montré, qu’a
partir de 9-11 jours de vol, les neutrophiles circulant des astronautes sont fortement
augmentés en nombre mais présentent une diminution de leur capacité a phagocyter des
bactéries (Kaur et al. 2004). La capacité phagocytaire des monocytes chez les astronautes est
également fortement réduite aprés 5 jours de vol (Kaur et al. 2005). De plus, il a été montré
que I'expression de cytokines plasmatiques, jouant un role de médiateur et de régulateur dans
de nombreux processus biologiques dont le SI, est perturbée par les vols spatiaux. En effet,
I’analyse de la concentration plasmatique de différentes cytokines chez 28 astronautes ayant
effectué un vol long a bord de I'ISS a montré une augmentation de quelques cytokines pro-
inflammatoires, comme le TNF-a et I'IL-6, ainsi qu’une augmentation des certains facteurs de
croissance comme VEGF (vascular endothelial growth factor), impliqué dans I'angiogenese, et
de différentes chimiokines dont I'IL-8 qui est impliquée dans le recrutement des

polynucléaires neutrophiles sur le site de I'infection (Brian E. Crucian et al. 2014). Ces résultats

68






INTRODUCTION

suggerent donc que les vols spatiaux de longues durées perturbent la régulation du systeme
immunitaire. De plus, I'apesanteur induit des modifications du cytosquelette des leucocytes
ce qui va engendrer des altérations de la prolifération, de la transduction de signal, de
I'activation lymphocytaire ainsi que de I'adhésion cellulaire contribuant ainsi a la diminution
de I'efficacité de la réponse immunitaire (Grove, Pishak, and Mastro 1995; Pippia et al. 2011;

Paulsen et al. 2014; Littleton and Ludwick 2015).

3.3.2- Effets des vols spatiaux sur le systeme immunitaire adaptatif

Les organes lymphoides primaires et secondaires ainsi que les cellules qui y résident sont
fortement impactés par les vols spatiaux. Il a par exemple été montré chez des souris ayant
volés 13 jours, une diminution de la masse splénique et thymique associée a une diminution
du nombre de leucocytes et une diminution de la capacité proliférative des cellules B en
réponse a un mitogene (Baqgai et al. 2009). Les lymphocytes T et B sont donc fortement
impactés par les conditions rencontrées lors de vols spatiaux, les principaux effets sont

détaillés dans les parties suivantes.

3.3.2.1- Effets sur les lymphocytes T

Des altérations majeures ont été constatées au niveau du nombre et de la fonction des
différentes populations lymphocytaires T. De maniere générale, le nombre de lymphocytes T
CD4+ et CD8+ diminue en condition spatiales. Cette diminution est associée a une
augmentation de I'apoptose des cellules T (Lewis et al. 1998; Cubano and Lewis 2000). Une
étude menée sur 16 astronautes, ayant effectués des vols longs a bord de I'lISS, a montré une
diminution de 45 % de la thymopoiése associée a une augmentation du niveau de cortisol
plasmatique et urinaire aprés I'atterrissage (Benjamin et al. 2016). En plus de leur capacité
proliférative altérée, I'activation des lymphocytes T en réponse a des mitogenes est fortement
inhibée en condition de vol ou de micropesanteur simulée (Cogoli and Tschopp 1985; D.
Cooper and Pellis 1998). Des études indiquent que cette défaillance d’activation serait en
partie due a la diminution de la sécrétion de cytokines activatrices des lymphocytes T comme
I'IL-2 et I'IFN-y associée a la diminution de I'expression génique de I'lL-2 et de son récepteur

en condition de vol et de micropesanteur simulée (Walther et al. 1998; B. E. Crucian, Cubbage,
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and Sams 2000; Brian E. Crucian et al. 2008; Stowe, Sams, and Pierson 2011). De plus,
différentes études ont analysé la sécrétion de cytokines liées a la sous-population Th1, comme
I'IFN-y, et de celles liées a la sous-population Th2 comme I'lL-10. De maniere générale, ces
études ont montré une diminution du ratio I'lFN-y/IL-10 qui sous-entend une augmentation
de la population Th2 (Brian E. Crucian et al. 2008; B. V. Morukov et al. 2010; B. Morukov et al.
2011; Stowe, Sams, and Pierson 2011; Guéguinou et al. 2012). Or, cette population est
impliquée dans la survenue de certaines maladies auto-immunes systémiques ainsi que dans
des réactions allergiques respiratoires et cutanées (Romagnani 1991; Deo et al. 2010) qui ont
par ailleurs été observées chez certains astronautes apres un vol de longue durée (B. Crucian
et al. 2016).

De plus, il a été montré que la micropesanteur et I’"hypergravité modifient la structure du
cytosquelette des cellules T qui est impliquée dans la formation des synapses immunologiques
entre LT et CPA, et la mobilité cellulaire (Cogoli-Greuter et al. 1996; Pellis et al. 1997; Sciola et
al. 1999; Galimberti et al. 2006; Meloni et al. 2011). C’est d’ailleurs a travers le cytosquelette
gue sont détectées les modifications mécaniques comme les changements gravitationnels
(Ingber 1999) qui sont ensuite transmises a la cellule par I'intermédiaire des voies de
signalisation intracellulaires (Fletcher and Mullins 2010). Or la transduction des signaux
intracellulaires chez les LT est également altérée par les conditions spatiales. En effet, il a été
montré que la voie de signalisation de la protéine kinase A (PKA) est diminuée en microgravité
ce qui induit une diminution de I'expression de facteurs de transcription comme NF-kB, CREB
et STAT ainsi que de la transcription de génes cibles impliqués dans I’activation des cellules T

(Boonyaratanakornkit et al. 2005; Paulsen et al. 2010; Chang et al. 2012).

3.3.2.2- Effets sur les lymphocytes B

Les lymphocytes B sont également impactés par les vols spatiaux. Il a par exemple été constaté
une diminution du nombre de lymphocytes B spléniques chez des souris ayant volé 13 jours
durant la mission STS-118 (Gridley et al. 2009). Cette diminution a été confirmée chez un
modéele murin au sol appelé HU (pour Hindlimb Unloading) permettant de mimer certaines
conditions du vol spatial (Gaignier et al. 2014; X.-C. Wei et al. 2002). Alors que I'effet des vols
spatiaux sur I'immunité cellulaire a largement été étudié ces derniéres années, peu d’études

existent concernant I’effet des conditions spatiales sur I'immunité humorale des astronautes.
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Quelques études ont analysé le taux plasmatique d’lg pendant un vol de courte ou de longue
durée. Deux études ont montré que durant un vol de courte durée, le taux plasmatique des
immunoglobulines IgA, 1gG et IgM des astronautes n’est pas modifié (Voss 1984; Rykova et al.
2008). En revanche, des résultats contradictoires ont été observés lors des vols de longues
durées. Une étude a montré qu’il n'y avait pas de changement du taux d’lg chez les
astronautes (Rykova et al. 2008) tandis qu’une autre étude a révélé des taux plasmatiques
d’IgA et d’lgM augmentés (Konstantinova et al. 1993). En outre, nous avons actuellement peu
de connaissances concernant |'activation des cellules B dans des conditions de vols spatiaux.
Cependant, des études menées sur un amphibien urodéle, Pleurodeles waltl, ont permis
d’améliorer nos connaissances sur les effets des vols spatiaux sur la réponse humorale aprés
stimulation antigénique. Durant la mission Genesis, des P. walt/ ont séjourné 5 mois a bord de
la station spatiale Mir et ont été immunisés par voie orale. L’analyse des transcrits de chaines
lourdes d’lgM et d’IgY (qui est I’équivalent des IgA sécrétoires chez I’'Homme) au sein de la
rate de ces animaux, a montré que le niveau d’expression des ARNm codant la chaine lourde
d’lgM est normal alors que celui d’IgY est augmenté de trois fois (Boxio, Dournon, and Frippiat
2005). De plus, dans cette méme étude, les auteurs ont analysé I'expression des différentes
familles de segments VH constituant la partie variable de la chaine lourde des IgM et ont
montré une expression différente des familles VH, principalement codés par des segments
appartenant aux familles VHII et VHVI, chez les animaux en vol comparés aux témoins. Une
autre étude a révélé que les segments appartenant a ces deux familles sont différemment
exprimés chez ces mémes animaux (Bascove et al. 2009). Enfin, il a été montré que les
hypermutations somatiques, qui diversifient les sites de liaison des anticorps pour améliorer
leur affinité, sont deux fois moins abondantes chez les P. walt/ immunisés a bord de la station
Mir, suggérant que I'affinité des anticorps pourrait étre moins efficace dans I'espace ce qui
diminuerait I'efficacité de la réponse immunitaire humorale (Bascove et al. 2011). L'ensemble
de ces résultats suggere donc que les vols spatiaux affectent la production d’anticorps ainsi
que le répertoire d’Ac en réponse a une stimulation antigénique.

Malgré toutes ces données sur I'immunité innée, les LT et les LB, I'effet des vols spatiaux sur

le systeme immunitaire reste un sujet d’étude nécessitant d’étre approfondi.

4- OBJECTIFS
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La conquéte de I'espace est toujours d’actualité. L’étude de I'impact des vols spatiaux sur
I'organisme est donc nécessaire pour pouvoir développer des moyens permettant de
contrecarrer les effets négatifs des conditions spatiales et ainsi maintenir les astronautes en
bonne santé. Aujourd’hui nous savons que les stress rencontrés lors des vols spatiaux
affaiblissent le systeme immunitaire des astronautes, favorisant ainsi la survenue de
pathologies. Il est par conséquent important d’étudier de maniére approfondie I'ensemble
des mécanismes affectés et responsables de cet affaiblissement immunitaire. Cependant,
compte tenue de la rareté des missions spatiales et du nombre tres limité d’échantillons
provenant d’astronautes, il est indispensable pour les chercheurs d’utiliser des modeles
animaux au sol. Ces modeles animaux ont pour objectifs de mimer au mieux les différents
types de stress subis par les astronautes durant les vols spatiaux pour ainsi mettre en évidence
les mécanismes a I'origine des perturbations observées. Il est donc important de bien choisir
le modele animal en fonction du systeme biologique étudié. Différents modeéles ont été
développés pour étudier I'impact des conditions spatiales sur le systéme immunitaire. Durant
ma these, nous avons décidé d’utiliser trois différents modeles animaux pour répondre a trois

objectifs différents.

4.1- Premier objectif : Etude du répertoire d’anticorps de P.walt/

Le premier modele animal utilisé pour étudier 'effet des vols spatiaux sur le systeme
immunitaire humoral est le pleurodele. Le pleurodele ou Pleurodeles waltl (P. waltl), est
une espece d'urodeles de la famille des Salamandridae. 1| a été montré que cet animal
partage de nombreuses caractéristiques de I'immunité adaptative avec 'Homme (M. D.
Cooper and Alder 2006; Frippiat 2013) notamment au niveau de la machinerie moléculaire de
la recombinaison V(D)J requise pour la formation des Ig (Frippiat et al. 2001; Schenten et al.
2013). De plus, le pleurodéle nécessite peu de moyens matériels pour sa reproduction, son
développement et son élevage, ce qui facilite son utilisation aussi bien en laboratoire qu’a
bord d’une station spatiale (Frippiat 2013). Le pleurodele est donc un modeéle trés intéressant
pour étudier les effets d’un vol spatial sur le systeme immunitaire humoral. Cependant, pour

certains auteurs la diversité du répertoire d’lg des amphibiens urodeles serait limitée par
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rapport au répertoire des mammiféres, considérant ainsi leur systéeme immunitaire comme
étant immunodéficient (Charlemagne 1987; H. M. Patel and Hsu 1997; Tournefier et al. 1998).
D’autres ont constaté que ces animaux pouvaient présenter une complexité assez importante
au niveau de leur répertoire d’anticorps (Fellah, Jacques, and Charlemagne 1994; Golub,
Fellah, and Charlemagne 1997). Compte tenu des résultats contradictoires observés au niveau
de la diversité du répertoire d’Ac des urodéles et compte tenu du fait que le pleurodéle est un
modele qui a été utilisé avec succes lors de différentes missions spatiales dans le domaine de
I'immunologie, nous avons étudié le répertoire de chaines lourdes d’lg chez P. waltl afin de
lever les incertitudes concernant le niveau de diversité de ce répertoire d’anticorps chez cette

espece.

4.2- Deuxieme objectif : Effets de stress chroniques socio-environnementaux
imprévisibles sur la lymphopoiése T et le répertoire TCRB

De nombreuses recherches ont été réalisées afin d’étudier I'effet des vols spatiaux sur le
systeme immunitaire inné et sur les réponses immunitaires des lymphocytes apres stimulation
antigénique. Cependant, peu d’études se sont penchées sur l'effet de ces vols sur le
développement précoce des lymphocytes au sein des organes lymphoides primaires. Woods
et ses collaborateurs ont observé que la microgravité appliquée a des cultures organotypiques
de thymus feetaux (via un clinostat) avait pour conséquence la diminution des cellules T
doubles positives et des cellules T simples positives CD4+ et CD8+ (Woods et al. 2003). Par
ailleurs, notre équipe a précédemment étudié I'impact de I'exposition a I"hypergravité
pendant le développement foetal murin sur le répertoire TCRB (Ghislin et al. 2015). L’analyse
d’une mini-banque d’ADNc codant pour les chaines TCRB, a permis de mettre en évidence une
modification de plus de 85% du répertoire TCRB entre les souriceaux nés de meres soumises
a I'hypergravité et les souriceaux témoins. Cette modification de répertoire résulte
notamment d’une modification de la fréquence d’utilisation des segments V et J ainsi que
d’une modification de la taille et de la composition en acides aminés de la région CDR3. Ces
résultats suggerent que la capacité de reconnaissance des antigénes par le TCR pourrait étre
altérée. De plus, cette méme étude a révélé que les effecteurs de la recombinaison V(D))
étaient également impactés par I'hypergravité. L'ensemble de ces données montre donc que

les modifications gravitationnelles affectent la lymphopoiése T ainsi que le répertoire TCR.
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Cependant, les astronautes ne sont pas soumis qu’a des stress gravitaires. Lors de leurs
missions, ils sont également confrontés a des stress socio-environnementaux (confinement,
éloignement familial, alternance jour/nuit perturbée). C’est pourquoi nous avons voulu savoir
si des stress chroniques socio-environnementaux pouvaient, au méme titre que les
modifications de gravité, altérer la lymphopoiese T et le répertoire TCRB. Afin de mimer les
stress chroniques socio-environnementaux rencontrés en vol, nous avons utilisés, en
collaboration avec I'unité UMR 894 de Paris, un modele de stress chronique léger appelé
CUMS (pour Chronic Unpredictable Mild Stress) (Pardon et al. 2000). Il a été montré que ce
modele induit des modifications du S| adulte, similaires a celles rencontrées lors de vols
spatiaux (Gaignier et al 2018). Ainsi, pour répondre a notre question nous avons appliqué ce
modéle durant la gestation de souris et avons étudié la lymphopoiése T et le répertoire TCR
des souriceaux. Dans le cadre de cette étude, nous avons choisi de travailler sur les souriceaux
exposés a ce modele durant toute la période de leur développement foetal afin de s’assurer
que la lymphopoiese T et la création du répertoire de TCRB n’avaient lieu qu’en condition de
stress, éliminant ainsi les effets potentiels d’un développement précédent en conditions

normales.

4.3- Troisieme objectif : Effets de I’hypokinésie des membres postérieurs et
du vieillissement sur la diversité du répertoire BCR murin

Au méme titre que la lymphopoiése T, peu d’études ont été menées sur I'effet des vols
spatiaux sur le développement des cellules B. Une étude a montré que les niveaux de
transcription des chaines lourdes d'lgM et du facteur de transcription lkaros, essentiel au
développement des cellules B, sont modifiés lorsque des embryons de P. walt/ sont soumis a
des changements de gravité, suggérant un impact des modifications gravitationnelles sur la
lymphopoiése B. Cette hypothese a ensuite été confirmée chez des souris soumises a un
modeéle de suspension anti-orthostatique (HU). Le modéle HU (ou modele d’hypokinésie des
membres postérieurs) est un modele animal validé par la communauté scientifique et
couramment utilisé pour reproduire au sol les principales modifications physiologiques
induites par les vols spatiaux comme I|'atrophie musculaire et osseuse aux niveaux des
membres postérieurs et une augmentation du flux sanguin vers la téte (E. R. Morey-Holton

and Globus 2002; Globus and Morey-Holton 2016). Nos travaux menés en collaboration avec
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I'unité INSERM UMRS940 (Paris), ont montré que des souris adultes soumises a une
hypokinésie des membres postérieurs via le modele HU, présentent des altérations de la
lymphopoiése B (Lescale et al. 2015). De maniere intéressante, cette étude a montré que les
effets du modele HU sur la lymphopoiese B sont comparables a ceux observés chez des
animaux agés. Ainsi, il a été constaté chez les animaux HU et agés une diminution du nombre
de cellules pro-B, pré-B et B-immatures (stades ou il y’a formation du BCR par la
recombinaison V(D)J) ainsi qu’une diminution de la signalisation par le récepteur a I‘IL-7
essentielle a la différenciation des LB. Ces résultats suggerent que le processus de
recombinaison V(D)J, responsable de la diversité du répertoire d’Ac, pourrait étre affecté aussi
bien par la suspension anti-orthostatique que par le vieillissement. Aussi, pour vérifier cette
hypothése, nous avons étudié I'impact du modele HU et du vieillissement sur les effecteurs
de la recombinaison V(D)J et la diversité du répertoire BCR. Cette étude avait donc pour
objectif, dans la continuité des travaux de Lescale et al, de déterminer si I’hypokinésie des
membres postérieurs pouvait induire une immunosénescence prématurée similaire a celle

observée chez les souris agées.

Au cours de ma thése je me suis donc intéressée a trois problématiques. Dans un premier
temps, nous avons étudié le répertoire d’anticorps de I'amphibien P. walt/ afin d’en connaitre
le niveau de complexité et de diversité. Dans un deuxieme temps, nous avons déterminé si un
modele mimant les stress socio-environnementaux rencontrés en vol affecte la lymphopoiese
T et le répertoire TCRB murin. Enfin, dans un troisieme temps, nous avons étudié I'impact du

modele HU et du vieillissement sur la lymphopoiese B et le répertoire BCR murin.
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1- INTRODUCTION

Comme indiqué dans la partie introduction, le pleurodele est un des premiers modeles
animaux utilisé pour étudier I'effet des vols spatiaux sur le systéeme immunitaire humoral. Le
pleurodele ou Pleurodeles waltl (P. waltl), est un amphibien urodele qui passe par une
métamorphose au cours de son développement. Il partage de nombreuses caractéristiques
de I'immunité adaptative avec I’'Homme (Fellah, Kerfourn, and Charlemagne 1994; M. D.
Cooper and Alder 2006; Bascove and Frippiat 2010; Frippiat 2013; Schenten et al. 2013)
notamment la production d’anticorps par les lymphocytes B (Golub, Fellah, and Charlemagne
1997; Frippiat 2013). Trois isotypes d'immunoglobulines ont été décrites chez P. waltl : IgM,
IgY et IgP (Schaerlinger, Bascove, and Frippiat 2008). Les IgM sont les Ig les plus abondantes
chez P. waltl. Les IgY seraient un homologue des IgA de mammiféres du fait de leur localisation
et de leur co-expression avec une molécule de type sécrétoire au niveau des cellules des
mugqueuses intestinale et gastrique (Fellah et al. 1992). Les IgP sont exprimées spécifiguement
chez les larves de P. waltl, donc avant métamorphose, et présentent des similitudes avec les
anticorps produits par les cellules B1 de mammiféres (Schaerlinger, Bascove, and Frippiat

2008).

Les avis concernant |'efficacité du systeme immunitaire humoral des amphibiens urodeles
sont mitigés. Certains travaux ont montré que la diversité de leur répertoire d’anticorps est
plutét limitée par rapport aux mammiferes, considérant ainsi leur systeme immunitaire
comme immunodéficient (Charlemagne 1987; H. M. Patel and Hsu 1997; Tournefier et al.
1998). D’autres ont montré que le répertoire d’Ac de ces animaux est plutot diversifié et

polyréactif (Fellah, Jacques, and Charlemagne 1994; Golub, Fellah, and Charlemagne 1997).

Dans cette étude, nous avons donc étudié le répertoire de chaines lourdes d’IgY et d’'IgM de

P. waltl afin d’évaluer la diversité de son répertoire d’anticorps.

2- RESULTATS ET DISCUSSION

2.1- Diversité du répertoire de chaines lourdes d’IgY et d’IgM chez P.walt|
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2.1.1- Identification et utilisation des sous-groupes IGHV, IGHJ et IGHD
chez P.waltl

Afin d’étudier la diversité du répertoire de chaines lourdes d’lIgY et d’IgM, nous avons
construit, a partir d’'un mélange d’ARN total extrait de la rate de deux P. walt/ adultes agés de
3 ans, deux banques d’ADNc: une contenant les chaines lourdes d’IgM (dont la partie
constante est codée par Cu) et une contenant les chaines lourdes d’lIgY (dont la partie
constante est codée par Cv). L’analyse de ces banques nous a permis d’identifier dix sous-
groupes IGHV (IGHV1 a IGHV10) (Figure 1 publication 1). De la méme maniére, nous avons
identifié 8 segments IGHJ et 6 segments IGHD potentiels (Figure 2 publication 1). La
composition du locus IGH de P. waltl est donc similaire a celle des loci IGHV de A. mexicanum
et X. laevis qui présentent un grand nombre de segments IGHV également organisés en 11
sous-groupes, (Schwager et al. 1991; Golub and Charlemagne 1998) ainsi qu’une diversité
jonctionnelle importante (Haire et al. 1990; Golub, Fellah, and Charlemagne 1997). Cette
complexité structurelle du locus IGH contribue a la diversité de leur répertoire.

Nous avons ensuite voulu savoir a quelles fréquences sont utilisés les différents sous-groupes
IGHV.

Pour cela, pour chaque banque (IgM et IgY), nous avons hybridé des clones choisis
aléatoirement avec des sondes spécifiques des différents sous-groupes IGHV. Ainsi, dans les
deux cas, nous avons mis en évidence I'existence d’un biais dans |'utilisation des différents
sous-groupes (Figure 5 publication 1). Ce type de biais est commun a plusieurs espéces et a
été observé chez A. mexicanum et chez 'Homme (Cook and Tomlinson 1995; Golub and
Charlemagne 1998). L'existence de ce biais pourrait étre liée a la structure chromatinienne du
locus. En effet, plusieurs travaux ont démontré que le remodelage chromatinien influence le
choix des segments géniques durant la recombinaison V(D)J (C.-R. Xu et al. 2008; Ndifon et al.
2012).

En revanche, en ce qui concerne le choix des segments IGHD et IGHJ, nous n’avons pas observé
de segments préférentiellement utilisés ce qui confere aux P. walt/ un niveau supplémentaire
de diversité combinatoire au niveau des CDR3 des chaines lourdes d’IgY et d’IgM (Tableau 1

de la publication 1).
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2.1.2- Etude des régions CDR de chaines lourdes d’IgM et d’IgY

Les domaines variables de chaines lourdes et légeres des immunoglobulines sont composés
de trois domaines hypervariables, CDR1, CDR2 et CDR3. Dans I’espace, ces régions constituent
des boucles, notées H1 a H3 pour la chaine lourde et L1 a L3 pour la chaine légére, séparées
par des feuillets béta. La structure tridimensionnelle de la région variable d’'une Ig est
relativement conservée entre les especes. Il a d’ailleurs été montré que les régions
hypervariables des Ig possedent un nombre limité de structures canoniques basées sur la
longueur des boucles et le présence d’acides aminés clés (Al-Lazikani, Lesk, and Chothia 1997;

North, Lehmann, and Dunbrack 2011).

Dans un premier temps, nous avons analysé les différentes combinaisons de structures
canoniques des boucles H1 et H2 (Figure 1 publication 1). Pour chacune des boucles, nous
avons trouvé trois structures déja décrites dans la littérature. Nous avons observé quatre
sous-groupes IGHV présentant des structures inconnues pour la boucle H1 contre un sous-
groupe pour la boucle H2. Ces résultats suggerent que les amphibiens urodeles possedent des
structures canoniques de boucles H1 et H2 différentes des mammiféeres. En revanche, nous
avons noté que les domaines IGHV de P. waltl présentent 8 combinaisons possibles de boucles
H1-H2 ce qui est trés proche du nombre de combinaisons possibles (10 combinaisons) pour

les domaines IGHV humains et murins (Almagro et al. 1997).

Dans un second temps, nous avons évalué la diversité au sein de la région CDR3 qui est la
région la plus variable de I'anticorps et est impliquée dans la reconnaissance spécifique des
antigénes. Pour cela, nous avons déterminé pour plusieurs espéeces la diversité jonctionnelle
dans les CDR3 d’IgM et d’IgY a 'aide du ratio R défini comme le rapport de la somme D+N+P
(somme de la taille du segment IGHD (D), du nombre de nucléotides non génomiques (N) et
du nombre de nucléotides palindromiques (P)) divisée par la longueur du CDR3 en nucléotides
(Tableau 2 publication 1). Ainsi, nous avons observé que la diversité des CDR3 de chaines
lourdes d’lgY d’urodeéles est similaire a celle des chaines lourdes d’IgA de souris ce qui indique
que la diversité du répertoire d’IgY chez I'amphibien urodele est aussi importante que chez ce
mammifére. Pour le CDR3 de la chaine lourde p de P. waltl et d’A. mexicanum, nous avons
observé que le rapport R est plus faible que celui de la souris, indiquant une diversité plus

faible des IgM chez les urodéles.
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Enfin, I'analyse de la composition en acides aminés des CDR3 de chaines lourdes p et v de P.
waltl, comparée aux autres especes, a montré que les chaines lourdes pu des amphibiens P.
waltl et A. mexicanum présentent 1,6 a 2,2 fois plus de glycines dans leurs CDR3 par rapport
aux CDR3 de souris (Figure 6 publication 1). La glycine étant un acide aminé associé a la
flexibilité conformationnelle, ces résultats indiquent que les IgM d’amphibiens pourraient
présenter une plus grande plasticité dans leur site de liaison a I'antigene. Cette flexibilité
pourrait augmenter les réactions croisées et permettre a leurs anticorps de s’adapter a de
nombreux épitopes différents ce qui pourrait compenser, en partie, la diminution de la

diversité observée précédemment avec les valeurs R (Manivel et al. 2000).

2.2- Caractéristiques du répertoire de chaines lourdes d’IgY et d’IgM de P.
waltl

L’étude des associations VH-D-JH, présentées dans le tableau 1 (publication 1), montre que le
sous-groupe IGHV1 s’associe préférentiellement a IGHD1 et IGHJ5 dans les chaines lourdes
d’lgY de P. waltl. Chez I'axolotl non immunisé, il a également été observé une expansion
clonale d’un réarrangement IGHV-D-JH qui differe de celui que nous avons observé chez P.
waltl (Golub and Charlemagne 1998). Or, aucune expansion clonale n’a été observée dans les
CDR3 d’IgA de souris (Tableau 2 publication 1), ce qui suggére que cette expansion clonale
d’lgY pourrait étre une particularité des amphibiens urodéles. A ce jour, la signification

biologique de cette expansion est inconnue.

Par ailleurs, nous avons constaté que les séquences des sous-groupes IGHVS5 et IGHV6 sont
assez similaires (environ 60-70% d’homologie). Or, il apparait que ces sous-groupes
présentent des cystéines supplémentaires au niveau des régions CDR1 et CDR2 (Figure 1
publication 1). Une recherche dans la base de données IMGT/LIGM-DB a révélé que ce type
de domaine IGHV est restreint aux amphibiens urodeles (Figure 3 publication 1). Compte tenu
de la présence de cystéines supplémentaires dans les boucles CDR1 et CDR2 des sous-groupes
IGHV5 et IGHV6 de P. waltl, nous avons émis I'hypothése qu'un pont disulfure pourrait relier
les boucles correspondantes. Pour tester cette hypothése, des modeles tridimensionnels des
domaines variables de ces deux sous-groupes IGHV ont été générés en utilisant une approche

basée sur I'homologie avec d’autres modeles préétablis grace aux logiciels CPHmodel 3.2
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(Nielsen et al. 2010) et ITasser (Y. Zhang 2008). Ces modélisations ont révélé qu’un pont-
disulfure entre les boucles CDR1 et CDR2 des sous-groupes IGHV5 et IGHV6 est possible
(Figure 4 publication 1). Ces ponts disulfures sont susceptibles de rigidifier le site de liaison a

I'antigene et d’affecter par conséquent la réponse anticorps.

3- CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans cette étude, nous avons montré que la diversité des répertoires de chaines lourdes d’lgY
et d’IgM de P. waltl est importante. En effet, la diversité du répertoire de chaines lourdes d’lgY
de P. waltl est similaire a celle des IgA de mammiferes. Nous avons également montré que la
diversité du répertoire des chaines u de P. waltl est similaire a celle observée chez les tétards
anoures et les axolotls adultes. Cependant, les sites de liaison des IgY et des IgM de P. walt/
pourraient étre plus flexibles et donc plus polyréactifs que chez les mammiféeres, ce qui
pourrait conférer aux anticorps de cette espéce la capacité de se lier a un grand nombre
d’antigenes. Nous avons également noté des caractéristiques spécifiques aux amphibiens
urodeles : une expansion clonale d’IgY dont la signification biologique est inconnue et la
présence de cystéines supplémentaires dans les boucles CDR1 et CDR2. La modélisation de
ces boucles suggere que ces cystéines supplémentaires peuvent permettre I'établissement

d’un pont disulfure entre CDR1 et CDR2 pouvant affecter le site de liaison a I'antigéne.

A I'avenir, il serait intéressant d'analyser les chaines légeres de P. walt! afin de déterminer si
elles portent également des caractéristiques structurelles spécifiques aux urodeles. Il serait
aussi intéressant d’étudier la structure cristallographique d'une association VH/VL afin de
déterminer les conséquences des pont disulfures supplémentaires sur la structure du

paratope.
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Urodele amphibians are an interesting model because although they possess the cardinal elements of the
vertebrate immune system, their immune response is apparently subdued. This phenomenon, some-
times regarded as a state of immunodeficiency, has been attributed by some authors to limited antibody
diversity. We reinvestigated this issue in Pleurodeles waltl, a metamorphosing urodele, and noted that
upsilon transcripts of its IgY repertoire were as diverse as alpha transcripts of the mammalian IgA
repertoire. Mu transcripts encoding the IgM repertoire were less diverse, but could confer more plas-
ticity. Both isotypes present potential polyreactive features that may confer urodele antibodies with the
ability to bind to a variety of antigens. Finally, we observed additional cysteines in CDR1 and 2 of the
IGHV5 and IGHV6 domains, some of which specific to urodeles, that could allow the establishment of a
disulfide bond between these CDRs. Together, these data suggest that urodele antibody diversity is not as
low as previously thought.

Polyreactivity

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Immunoglobulins share a common basic structure composed of
two identical heavy (H) chains and two identical light (L) chains
joined by disulfide bonds. H chains consist of one N-terminal var-
iable (V) domain followed by several constant (C) domains, while L
chains comprise one N-terminal V domain and one C domain. C
domains define the effector functions that are characteristic of a
given class of Ig, whereas V domains display unique sequences and
structures that define antigen specificity.

The creation of immunoglobulin diversity begins during B cell
development, when a variable gene segment (IGHV), a diversity
segment (IGHD, only for H chains) and a joining segment (IGHJ)

Abbreviations: CDR, complementarity determining region; FR, framework re-
gion; H1 and H2, antigen-binding site loops encoded by CDR1 and CDR2; P,
palindromic region; RAG, recombination-activating gene; rf, reading frame; r.m.s.d.,
root mean square deviation; SHM, somatic hypermutation; Tdt, terminal deoxy-
nucleotidyl transferase.

* Corresponding author.
E-mail address: jean-pol.frippiat@univ-lorraine.fr (J.-P. Frippiat).
! Codirected this study.

http://dx.doi.org/10.1016/j.dci.2015.08.006
0145-305X/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

are associated by V(D)] recombination. This assembly procedure
is mediated by recombination-activating genes 1 and 2 (RAG1
and RAG2) and is supported by DNA repair factors complexes
such as Ku-Artemis-DNA-PK and XLF-XRCC4-DNA ligase IV
(Gellert, 2002).

The variable domains of the heavy and light chains (VH and VL,
respectively) consist of 4 framework regions (FR1 to FR4) that are
responsible for protein folding and structure and 3 complemen-
tarity determining regions (CDR1 to CDR3, also called hypervariable
regions). Variability within the six polypeptide loops encoded by
the 3 CDRs of VH and the 3 CDRs of VL forms the basis of the
structural diversity required for antigen recognition. The structural
diversity of these loops can create antigen binding sites in a variety
of shapes, ranging from almost flat surfaces to deep cavities (Alzari
et al,, 1990; Amit et al., 1986). Amongst the six loops that form the
antigen binding site, the loop encoded by heavy chain CDR3 is the
longest and most variable because it comprises the 3’-end of IGHV,
the entirety of IGHD and the 5-end of IGH] segments that are
assembled during V(D)J recombination. Heavy chain CDR3 diversity
is further increased by Artemis, which opens RAG-induced DNA
hairpins at the coding ends and generates palindromes (P nucleo-
tides), and the terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt), which
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adds N-nucleotides at V—D—] junctions. Heavy/light chain pairing,
secondary recombination and somatic hypermutation further in-
crease Ab diversity.

Urodele amphibians are the modern representatives of the
most primitive tetrapod vertebrates and represent an interesting
model because they possess the cardinal elements of the verte-
brate immune system (i.e., B lymphocytes producing IgM, IgY and
IgX antibodies, T lymphocytes expressing T cell receptors (TR) and
major histocompatibility MH1 (class I) and MH2 (class II) pro-
teins) (Fellah et al., 1992; Golub and Charlemagne, 1998; Kaufman
et al., 1995; Salvadori and Tournefier, 1996; Sammut et al., 1997;
Schaerlinger and Frippiat, 2008; Tournefier et al., 1998; Volk
et al., 1998); however, their immune response is apparently sub-
dued, limited and slow compared to mammals and anuran am-
phibians. Indeed, it was reported >28 years ago that the humoral
responses of urodeles (Ambystoma mexicanum, Pleurodeles waltl
and Triturus alpestris) to a wide variety of antigens were poor.
When antibodies were elicited, the titers were considerably lower
than in mammals, and the peak of production was reached after a
lag of 7—12 weeks (Charlemagne, 1987, 1979; Charlemagne and
Tournefier, 1977; Ching and Wedgwood, 1967; Houdayer and
Fougereau, 1972; Tournefier, 1975; Tournefier and Charlemagne,
1975). This phenomenon is sometimes regarded as a state of im-
munodeficiency or limited antibody diversity. However, published
cDNA sequences of axolotl T cell receptor beta variable (TRBV)
regions (Fellah et al., 1994b) and immunoglobulin heavy chains
(Fellah et al., 1994a; Golub et al., 1997) showed no obvious
repertoire restrictions, whereas Patel and Hsu (1997) suggested
that abbreviated junctional sequences impoverished antibody
diversity in urodele amphibians. Given these contradictory re-
sults, we studied the immunoglobulin heavy chain (IGH) reper-
toires of the Iberian ribbed newt P. waltl, a metamorphosing
example of urodele amphibian contrarily to A. mexicanum which is
neotenic; meanings that they reach adulthood without undergo-
ing metamorphosis. Previous studies performed on this
amphibian showed that it expresses three Ig isotypes (IgM, IgY
and IgP) (Schaerlinger et al., 2008). IgM are multimeric antibodies
and represent the most abundant isotype throughout the life of
P. waltl. Urodele IgY are believed to be the physiological counter-
part of mammalian IgA because previous works showed that IgY
mRNAs are abundant in the intestine of these animals and more
importantly that IgY antibodies and the secretory component (SC)
are expressed by the same cells in the intestinal mucosa of
A. mexicanum thereby suggesting a physical association between
these two proteins (Fellah et al., 1992; Schaerlinger et al., 2008).
IgP are specific to P. waltl, are mostly expressed prior to meta-
morphosis and present some similarities with natural antibodies
produced by mammalian B1-cells. Furthermore, several immu-
nologically important genes and transcripts (i.e., those encoding
AID, CD3v/d, C3 complement component, DNA polymerase mu,
Ikaros, RAG1 and RAG2) were shown to be conserved in P. waltl,
with expression patterns similar to those observed in mammals
(Bascove and Frippiat, 2010; Boudarra et al., 2002; Frippiat et al.,
2001; Guéguinou et al., 2014; Hoegg et al., 2004; Ropars et al.,
2002; Schenten et al., 2013).

In this study, we show that P. waltl possesses at least ten sub-
groups of IGHV gene segments, eight IGH] segments and six IGHD
segments to create diverse repertoires of IgY and IgM heavy chains
that present polyreactive features. We observed an IgY clonal
expansion in the spleen of adult P. waltl, as previously shown in the
spleen of unimmunized axolotls, whose biological significance is
still unknown. We identified IGHV gene segments with a stretch of
three cysteines in CDR1 that were specific to urodele amphibians
and noted that gene segments of two IGHV subgroups likely have a
disulfide bond linking CDR1 and CDR2.

2. Materials and methods
2.1. Animals and RNA extraction

P. waltl (3-yr-old females) were reared in our animal facilities at
18—20 °C under controlled conditions approved by the French
Ministry of Agriculture and Fisheries (agreement DDSV54/SPA/07/
130) and treated in accordance with national legislation and the
European Communities Council Directive on the Protection of An-
imals Used for Experimental and Other Scientific Purposes 86/609/
EEC. Total RNA was isolated from the spleens of adult P. waltl using
the TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). RNA concen-
tration and purity were determined using a NanoDrop spectro-
photometer (Labtech, Palaiseau, France). RNA quality was verified
by running 1 ug of RNA on a 0.8% agarose gel.

2.2. Construction of the VH IgM and VH IgY libraries

These libraries were built by anchored PCR. Total RNA extracted
from a mixture of the spleens of two 3-year-old adult P. waltl was
used to amplify the V—D—] rearrangements of mu (IgM) or upsilon
(IgY) transcripts by 5’-RACE PCR using the Smart Race cDNA kit
(Clontech, Palo Alto, CA, USA) following manufacturer's in-
structions. Briefly, first-strand cDNA was synthesized using the
modified oligo dT primer provided in the kit and M-MLV reverse
transcriptase (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France). This
enzyme adds 3—5 dC nucleotides to the 3’ end of the first-strand
cDNA. The oligonucleotide SMART II with a 3’ dG tail anneals to
the poly C cDNA tail and serves as an extended template for RT.
Thus, a complete cDNA copy of the original RNA is synthesized with
the SMART sequence added at the ends. Amplifications were then
performed using the UPM primer from the kit (which anneals to the
SMART sequence) and primers hybridizing to the CH1 exon of
P. waltl mu (primer CMGSP1) or upsilon (primer CYGSP1) tran-
scripts (Table S1). Two PCR products 0.6 kb in length were ob-
tained: one containing IgM V—D—] rearrangements and one
containing IgY V—D—] rearrangements. These products were gel
purified and cloned into the pGEM-T Easy vector (Promega, Lyon,
France) to produce the VH IgM and VH IgY libraries. The same
strategy was employed to build VH IgM libraries using total RNA
extracted from the spleens of two other adult P. waltl of the same
age that were randomly chosen in the animal facility.

2.3. Library screening

A total of 192 clones randomly chosen from the VH IgM (96
clones) and the VH IgY (96 clones) libraries prepared using RNA
extracted from the mixture of the spleens of the two adult P. waltl
were handpicked in an orderly manner onto LB plates containing
ampicillin and grown at 37 °C overnight. Then, colonies were lifted
onto Hybond N nylon membranes (Amersham, Courtaboeuf,
France) and lysed by placing the membranes onto Whatmann pa-
per soaked with 0.5 N NaOH and 1.5 M NacCl for 15 min. Afterwards,
the membranes were placed onto Whatmann paper soaked with a
neutralization solution (0.5 M Tris pH 7.5, 1.5 M NaCl), washed in
2 x SSC (300 mM NaCl, 30 mM trisodium citrate, pH 7.0) and baked
at 80 °C for 2 h to fix the DNA. IGHV subgroup-specific probes were
prepared by PCR using the oligonucleotides presented in Table S1
and labeled with [o.~32P]dCTP using the Random Primed DNA la-
beling kit (Roche, Mannheim, Germany). The prehybridization,
hybridization and washing steps were performed as described
elsewhere (Boxio et al.,, 2005; Dard et al., 1997). The filters were
recycled by washing at 80 °C for five minutes in 2 x SSC to allow
successive probing.
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2.4. Cloning of a IGHV1 subgroup gene segment

We used the Universal GenomeWalker kit (Clontech, Palo Alto,
CA, USA), P. waltl genomic DNA and the VH1gen primer (Table S1)
defined in the leader exon of cDNAs containing an IGHV1 domain to
isolate an IGHV1 gene segment in the germline configuration. The
Universal GenomeWalker kit generated PCR products that began at
the 3’ end of the VH1gene primer and extended into the adjacent
genomic DNA. These products were cloned into the pGEM-T Easy
vector (Promega, Lyon, France) and sequenced (Acc no KR812575).

2.5. Sequence analysis

Translation was performed using the Transeq program available
in the portal for bioinformatic analyses of the Pasteur Institute
(http://mobyle.pasteur.fr). BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
and ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) were
used for sequence alignments. Tools available in the portal of
IMGT®, the international ImMunoGeneTics information system
(www.imgt.org/) were used to identify FR-IMGT, CDR-IMGT,
conserved amino acids and signature motifs important for immu-
noglobulin function and structure.

2.6. Modeling

Three-dimensional models of the P. waltl IGHV5 and IGHV6
domains were established by homology-based modeling using the
CPHmodel 3.2 (Nielsen et al., 2010) and ITasser (Zhang, 2008)
software. Three antibody crystal structures were selected as tem-
plates (1ACY, 4LEX and 4LKX) by the CPHmodel 3.2 program to
construct the CU20, CU21, CU40, CU48, CU85 and CU95 structures,
while the ITasser algorithm used two other PDBs as templates
(4HJJH and 1DNOD). The root mean square deviations (r.m.s.d.)
between these 5 crystal structures did not exceed 1 A on the 129 Ca.
atoms. Superimposition revealed close homologous VH models
with calculated r.m.s.d.'s between 0.306 and 0.765 A on the 129 Ca.
atoms using PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 1.5.0.4 Schrodinger, LLC). Agreement between sequence
alignments, predicted secondary structures using the PromalS3D
software (Pei et al, 2008) and the models has been carefully
checked to assess the location of the Cys residues within the three-
dimensional models.

2.7. Statistics

Homogeneity of variance was determined using the Levene test.
When homogenous variances were observed, ANOVA analyses and
post-hoc PLSD Fisher tests were performed. When variance was not
homogeneous, Kruskal-Wallis nonparametric tests and post-hoc
Dunn's tests were performed. P-values < 0.05 indicate significance.

3. Results and discussion

3.1. P. waltl possess 10 IGHV subgroups, including 2 with disulfide
bonds linking CDR1 and CDR2

We sequenced the inserts of 35 randomly chosen clones from
the VH IgM library and 38 randomly chosen clones from the VH IgY
library, both of which were constructed from a mixture of the
spleens of two adult P. waltl. A total of 33 unique IGHV sequences
were identified. Alignment of these sequences allowed the defini-
tion of six subgroups based on percentages of nucleotide sequence
identity (>75% or 80% according to IMGT or Brodeur and Riblet
(1984), respectively). Probes specific for these six IGHV subgroups
were used to screen 192 clones randomly chosen from these VH

IgM (96 clones) and VH IgY (96 clones) libraries by colony hy-
bridization. Four clones that did not hybridize to these probes
allowed the discovery of four additional IGHV subgroups (IGHV7,
IGHV8, IGHV9 and IGHV10). Sequences within any given IGVH
subgroup had at least 85% nucleotide sequence identity and 76%
amino acid identity. The most similar subgroups were IGHV5 and
IGHV6 (60—70% homology between members of these subgroups
at the amino acid level).

Fig. 1 shows the deduced amino acid sequences classified by
subgroup and the combinations of predicted structures, as defined
by Chothia's group, for the antigen-binding site loops encoded by
CDR1 and 2 (the H1 and H2 loops, respectively) (Barré et al., 1994;
Chothia et al., 1989; Chothia and Lesk, 1987; Tramontano et al.,
1990). Three structures previously described for the H1 and H2
loops are present in P. waltl IGHV domains. The structures of the H1
loops for the IGHV1, IGHV5, IGHV8 and IGHV10 subgroups are
unknown (indicated by an interrogation point in Fig. 1). The
structure of the H2 loop for the IGHV2 subgroup is also unknown.
Interestingly, several axolotl IGHV domains also presented no sig-
nificant similarities with mammalian canonical structures (Golub
and Charlemagne, 1998). This observation suggests that some
loop structures are different in urodele amphibians. With the
exception of IGHV3 and IGHV9, each subgroup had its own com-
bination of canonical structures for H1 and H2. Thus, 8 combina-
tions of H1—H2 loops are possible, which is similar to the number of
combinations (ten) possible for human and mouse IGHV domains
(Almagro et al.,, 1997).

P. waltl VH domains possess the canonical structural features of
vertebrate IGHV domains. Indeed, they contain the conserved
tryptophan (Trp41 and Trp52) and cysteine (Cys23 and Cys104)
residues that are typical of Ig variable domains. Cys23 and Cys104
form an intra-domain disulfide bond in all P. waltl IGHV domains,
with the exception of members of the IGHV5 subgroup in which
Cys104 is replaced by a glycine. Several structurally important
amino acids are frequently present (i.e., GIn1, Pro15, Gly49, Arg75,
Tyr/Phe102, Tyr103, Ala105 and Arg106). The last five amino acids
form the YYCAR stretch that is present in most vertebrate IGHV
sequences. Furthermore, amino acids involved in VH/VL in-
teractions (Val42, GIn44, Leu50, Trp52, Tyr103, Ala105 and Trp118
at the beginning of FR4) (Figs. 1 and 2) are present. Only one of
these residues is absent in subgroups IGHV2, IGHV3, IGHV4 and
IGHV6; in these subgroups, Val42 is replaced by isoleucine, another
hydrophobic amino acid.

IGHV5 domains present one additional cysteine in CDR1 and
CDR2, whereas some IGHV6 domains possess 1 to 3 additional
cysteine(s) in CDR1 and one additional cysteine in CDR2. From
Fig. 1, it appears that IGHV6 gene segments containing 3 additional
Cys in CDR1 are quite different from those containing only one
additional cysteine in CDR1, thereby suggesting that the CU21 and
CU40 sequences could derive from a different IGHV6 gene segment.
Additional Cys in the CDRs have been reported in camel immuno-
globulins (Nguyen et al., 2000) and nurse shark antigen receptors
(NAR) (Roux et al., 1998), which are composed only of heavy chains.
However, it is unlikely that P. waltl presents antibodies without
light chains because: i) as indicated above, amino acids involved in
VH/VL interactions are present and ii) we previously showed that
the first constant domain of the IgM and IgY heavy chains possess a
cysteine that could be involved in light chain binding (Schaerlinger
et al., 2008).

A search in the IMGT/LIGM-DB database revealed that IGHV
domains having one additional cysteine at the end of CDR1 and one
additional cysteine at the beginning of CDR2 (as in P. waltl IGHV5
sequences) are frequent in most studied fish: 12 VH found for the
channel catfish Ictalurus punctatus (IGHV6S1 (Acc no U09724),
IGHV6S3 (Acc no U67445), IGHV6S5 (Acc no AF161280), IGHV6S6
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FR1-IMGT CDR1-IMGT FR2-IMGT CDR2-IMGT FR3-IMGT CDR3-IMGT
(1-26) (27-38) (39-55) (56-65) (66-104) (105-117)
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
......... [ O P [ S N A
IGHV1
H1-H2
CU4  ?-2 QVTLQESGP.GTLRPSETLTLTCKVS TSLSGYY..... WDWVRQHPGRGLEWLGR IHFSGSPT.. HYATSLQ.SRITITLDSSKNEYFLRLTSMRPEDSAKYYC AR [7-8]
CU51 ?2-2 =—=———=—--- e e -— . - 7-8]
cul2 ?2-2 ----H 7-8]
CY4 ?-2 ----H 7-8]
cY38 ?2-2 ----H 7-8]
cYy8 ?-2 ----H 7-81
CcY30 ?2-2 ----H ]
CY33 ?2-2 ----H ]
CcY51 ?2-2 ----H )
cu6 2-2 ----H ]
IGHV2
H1-H2
CcY17 1-? QITLTQSGS. MNWIRQAPGRGLEWVAR YNSGSSP.
CY37 1-? ====—=—=== mmmmmmm—eoMemmmm = =N-— L, mmmmmmmm e e
CU9  1-? =—==———mm—mmmmmmmmmmLmmmmm —mmmmSem L mmmmmmmmmmmmmmem oo
CU29 1-? ==S=—====.,===———————L-——== ———==S-=, ., —m————m———m————mm oo ..
cul4 1-? - -H---N-...
cu3e 1-? -§-V---===-P----— -H---N-...
IGHV3
H1-H2
cyl2 1-3 . ITWIRQSPGKGLEWVAI IWYDNTOQK.. YYSPSVQ.GRFIISRDNGASTASLEMSNLKTEDTANYYC AR [8-8]
CYB0 1-3 —=m—mmmmm L mmmmmmm e om oo m e m oo oo R S A [8-8]
cy1g 1-3 S m e mmmmee o e oo T-—-- A-R-—===———m—————— K--= -—- [8-8]
cy19 1-3 B T T-—-- Ammmmmmmmmmm oo K--- -- [8-8]
IGHV4
H1-H2
CU61 2-2 QITLLESGP.GMLKPAETFTLSCKVT GFTISSNYW... WAWIRQLPGKGLEWIGQ IRYDAAAI.. YYADSLK.SRSTITKDNSKNEYYLQVKDARAEDSGVYYC AR [9-8]
CU28 2-2/3 =—==——==-- e e c mmmmmmm e -EHND-RK.. F-S-L--.--TS----- AR--—=-— Lm—mmm—mmm G- [9-8]
IGHVS
H1-H2
cugs  2-1 TCWEGSTI... NYSQSLK.DRLSITKDTAKNEFYLQMTGMRSEDTARYYG AG [8-7]
cus2  2-1 . e T e -R [8-7]
cu48  2-1 . B e e -R [8-7]
cY13 2-1 . B et Tt V---= -R [8-7]
IGHV6
H1-H2
cu37 2-1 IDSSGSI... YYSESLK.SRLSVTRDTSLNEFYLQMSNMRAEDTATFYC AR [9-7]
cu20 2-1 -CA---T... ]
CcY29 2-1 ----L ~CHE--T... ]
CcU9s 3-1 ----L F -CYD--T...
CU40 3-1 =----L---- -V-LTDSCCC.. —N--------—————- R -Y-T--T...
CU21 3-1 =—==-L-=-—.——————mmm—mmmom = V-LTDSCCC.. -N-N-------————- G -CYD--T...
IGHV7
H1-H2
CU91 1-1 QVVLIQTGS.EMKKPGESVKLKCKGT GFTMSTTG.... MNWVRQAPGKGLEWLAH YYGPNDK... YYNSAIQ.DRFTASKD..NSNVYLOMDRLKAEETANYYC AT [8-7]
IGHVS
H1-H2
CU3  ?-3 DVQLVQSAS.QTVAPGASVKLSCNIL TFTGSW...... IDWVRQAPGRGLEWIGR IHPDEKTI.. NYGSSFS.GRFILSRVNSQSRVYLLVNGLKTEDTGVYYC AR [6-8]
IGHV9
H1-H2
CU78 1-3 DVVLTQSGE.GVKKPGESHKLTCQGS GFSFGSYR. ... MSWVRQPSGKGLEWIAY ISTDSNPI.. YYADSVK.GRFTISRDDSSSKVFLOMNSLRTEDTGTYYC AR [8-8]
IGHV10
H1-H2
CU5  ?-1 QFTLVQSGE.GLLKPSQSLALTCAVS GASITDSSKVWS IQWVRQPPGKGLQWVGG VWHDGTI... RYPQSLQ.SRCTVTRNTSKNQVYLQLRQMTADDQGTYYC AR [12-7]

Fig. 1. Amino acid sequences deduced from the 36 unique nucleic IGHV sequences of P. waltl (22 from mu cDNAs designated by CU and 14 from upsilon cDNAs designated by CY,
followed by the clone number). Sequences are classified into 10 IGHV subgroups according to the percentages of nucleotide identity. CDRs and FRs were defined according to IMGT®,
the international ImMunoGeneTics information system® (www.imgt.org/). Positions are from the IMGT unique numbering. Dashes denote amino acids identical to the first sequence
in each IGHV subgroup. Dots indicate gaps according to the IMGT unique numbering. Predicted structures adopted by the H1 and H2 loops encoded by CDR 1 and 2, respectively, are
indicated on the left. Key amino acids defining H1 structures are underlined once; amino acids defining H2 structures are underlined twice. An interrogation point indicates an
unknown structure. Noncanonical cysteine residues in the CDRs of IGHV5 and IGHV6 subgroups are shaded. Lengths of CDR1-IMGT and CDR2-IMGT are indicated between square
brackets on the right. The sequence accession numbers are A]575764—AJ575798 and AJ575801.

(Acc no AY238362), IGHV9S1 (Acc no AY238378), IGHV9S2 (Acc no
AY238367), IGHV9S3 (Acc no AY238368), IGHV10S1 (Acc no
AY238379), IGHV10S2 (Acc no AY238369), IGHV10S3 (Acc no
AY238370), IGHV12S1 (Acc no AY238381) and IGHV12S2 (Acc no

AY238373)); 7 VH found for the zebrafish Danio rerio (IGHV5-2
(Acc no BX649502), IGHV5-4 (Acc no BX649502), IGHV5-5 (Acc no
BX649502), IGHV5-8 (Acc no BX649502), IGHV7-1 (Acc no
BX649502), IGHV8-1 (Acc no BX649502) and IGHV8-2 (Acc no


http://www.imgt.org/
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a) B)
c1 IGHV IGHD Nb CDR3 D+N+P FR4
(rf) (aa) (bp) _IGHV Y Y FDYWGOQGTTFV TV TT ___FR4
A R 118 IGHJ1 CDR3
105 106 CDR3 IGHV YYFDY  WGQGTFVTVTT
cu2l 6 6(2) 1 15 24 GCTCGA GTTCAGAGAGCCCTACAGCAGAGG TACTACTTCGATTACTGGGGACAAGGGACCTTTGTCACCGTCACCACA AR VQRALQQR-----  -- -
cu27 6 6(2) 1 11 12 GCTCGA TCACTACAGTAC TACTACTTCGATTACTGGGGACAAGGGACCTTTGTCACCGTCACCACA AR
cu4 1 6(3) 1 10 11 GCGAGA  GATAGC CTACTTCGATTACTGGGGACAAGGGACCTTTGTCACCGTCACCACA AR
cuss 2 2(1) 1 13 18 GCACGG  GAGGAGGGAGCAATTAGC TACTACTTCGATTACTGGGGACAAGGGACCTTTGTCACCGTCACCACA AR
cuss 5 5(1) 1 10 12 GCCGGA  GATCAACTGGG CTACTTCGATTACTGGGGACAAGGGACCTTTGTCACCGTCACCACA AG
cus2 5 5(1) 1 10 12 GCCAGA  GAGGAACTGGG CTCCTTCGATTACTGGGGACAAGGGACCTTTGTCACCGTCACCACA AR
cusl 7 4(2) 1 9 9 GCTACA _TGGGAGCC CTACTTCGATTACTGGGGACAAGGGACCTTTGTCACCGTCACCACA AT
cys 1 5(1) 1 9 9 GCGAGA CAACTGGG CTACTTCGATTACTGGGGACAAGGGACCTTTGTCACCGTCACCACA AR
cy? 2 4(1) 1 11 17 GCACGG AATATGGGAGCAAATGG CTTGGATTACTGGGGACAAGGGACCTTTGTCACCGTCACCACA AR
cy37? 2 6(2) 1 10 10 GCACGG  GACAAGCAGA ACTACTTCGATTACTGGGGACAAGGGACCTTTGTCACCGTCACCACA AR -
N A F F DY WGQG T L V TV T Q ____FR4
IGHJ2 CDR3
CDR3 IGHV NAFFDY  WGQGTLVTVTQ
cu40 6 1 11 7 GAGTGCA ACAATGCTTTCTTTGATTACTGGGGTCAGGGGACCCTAGTCACAGTCACACAA VR ECN--
cu20 6 3(2) 1 15 19 GCTCGA  GCTATGGGGGCAGCTGGTT ACAATGCTTTCTTTGATTACTGGGGTCAGGGGACCCTAGTCACAGTCACACAR AR AMGAAGY - -
cusze 2 6(3) 1 13 13 GCACGG  GAGGTCTACAGCA ACAATGCTTTCTTTGATTACTGGGGTCAGGGGACCCTAGTCACAGTCACACAA AR
cuse 4 1(3) 1 14 22 GCGAGG  GAGG 'GGCACAGTGG ATGCTT GATTACTGGGGTCAGGGGACCCTAGTCACAGTCACACAA AR
cu7e 9 1 11 7 GCGAGA  GATACAA ACAATGCTTTCTTTGATTACTGGGGTCAGGGGACCCTAGTCACAGTCACACAA AR
cY13 5 2 11 8 GCCAGA GATCTACT CAATGCTTTCTTTGATTACTGGGGTCAGGGGACCCTAGTCACAGTCACACAA AR
cY17 2 6(3) 1 11 8 GCACGG  TCCTACAT CAATGCTTTCTTTGATTACTGGGGTCAGGGGACCCTAGTCACAGTCACACAA AR
cv29 6 1 9 9 GCTCGA  GAGTACAGG TCCTTTGATTACTGGGGTCAGGGGACCCTAGTCACAGTCACACAA AR
Y N A F DY WG QG T LV TV TS ___FR4
IGHJI3 CDR3
CDR3 IGHV YNAFDY — WGQGTLVTVTS
cu3 8 1 10 5 GCAAGA GAGGA CTATAATGCTTTCGATTACTGGGGACAAGGCACCTTGGTGACAGTGACATCA AR ED-
cu23 2 2(2) 1 13 14 GCACGG  GACAGAGGGCAGTA CTATAATGCTTTCGATTACTGGGGACAAGGCACCTTGGTGACAGTGACATCA AR DRGQY - -
cusl 1 1 9 5 GCGAGA  GCTCT TAATGCTTTCGATTACTGGGGACAAGGCACCTTGGTGACAGTGACATCA AR AL-----
cuss 6 3(1) 1 11 8 GCTCGA TATGGGGG CTATAATGCTTTCGATTACTGGGGACAAGGCACCTTGGTGACAGTGACATCA AR YGG-
cus 1 1(1) 1 13 14 GCGAGA  CGAACTGGGCTGGC CTATAATGCTTTCGATTACTGGGGACAAGGCACCTTGGTGACAGTGACATCA AR
cyis 3 5(1) 2 10 11 GCRAGA GATCTGGGTGC TGCTTTCGATTACTGGGGACAAGGCACCTTGGTGACAGTGACATCA AR
Y G F DY WGZXKGTUWVEV TS __FR4
IGHJ4 CDR3
CDR3 IGHV YGFDY
culs 2 1(3) 1 13 20 GCACGG  GAGTGGGGTGGCACAGTGGC TGGATTCGACTACTGGGGAAAAGGAACCTGGGTCGAAGTAACTTCA AR EWGGTVAGEDY
cu33 2 1i(6) 1 10 10 GCACGG  GACCGCAGAG ATGGATTCGACTACTGGGGAAAAGGAACCTGGGTCGARG TAACTTCA AR
cu7 2 1 11 11 GCACGG GAAACAGCTTA TTATGGATTCGACTACTGGGGAAAAGGAACCTGGGTCGAAGTAACTTCA AR
cuzs 4 2(1) 1 13 17 GGGAGA GATGGGACGGGAGCAAG TTATGGATTCGACTACTGGGGAAAAGGAACCTGGGTCGAAGTAACTTCA GR
culs 1 2(1) 1 11 14 GCGAGA  GATAGGGGGAGCTC TGGATTCGACTACTGGGGAARAGGAACCTGGGTCGAAGTAACTTCA AR
cusl 1 2(1) 1 12 14 GCGAGA  GAGAGGGGAGCTTA TTATGGATTCGACTACTGGGGAAAAGGAACCTGGGTCGARGTAACTTCA AR
cyio 3 2 9 5 GCAAGA GATGC TTATGGATTCGACTACTGGGGAAAAGGAACCTGGGTCGAAGTAACTTCA AR
cy3s 1 2(2) 1 10 10 GCGAGA _ GGGGAGAGG TATGGATTCGACTACTGGGGAAAAGGAACCTGGGTCGAAGTAACTTCA AR
Y G A F D I W G P G T M VvV T v T s
IGHJIS
CDR3 IGHV
cy30 1 1(2) 16 15 21 GCGAGA  GTCGGACTGGGGTGGCACAGA TATGGAGTTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
cya 1 1(2) 3 15 21 GCGAGA  GTCGG. AGA TATGGAATTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
cys1 1 1(2) 1 15 21 GCGAGA  GTCGGACTGGGGTGGCACAGA TATGGAGCTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
cy3lr 1 1(3) 1 14 18 GCGAGA  GAGGG GCTGGCCGG TATGGAGCTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
cviz 3 1(2) 1 14 16 GCAAGA GATCCGGGGTGGCACA ACTATGGAACTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
cull 2 3(2) 1 14 16 GCACGG  GACGCGATGGGGGTTT ACTATGGAGCTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
cu37 6 6(1) 1 13 13 GCTCGG ~ CCTACAGCAGCCC ACTATGGAGCTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
culz 1 1 8 3 GCGAGG  GAC GGAGCTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
cuel 4 2(3) 1 10 8 GCGAGG  GATAAGGG TGGAGCTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
cul4 2 1(1) 1 10 8 GCACGG  GCTGGGGT TGGAGCTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
cus 10 1 13 13 GCAAGA  GAAGAGAGATATT ACTATGGAACTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
cu4as 5 1(1) 1 14 24 GCCAGA  GACACTGGGGTGGCACAGTGGAGG GCTTTTGATATTTGGGGGCCAGGGACCATGGTGACTGTCACTTCA AR
WD F DY W®WGEKGTMV TV S A ___FR4
IGHJI6 CDR3
CDR3 IGHV WDFDY  WGKGTMVTVSA
cul? 2 4(3) 1 11 11 GCACGG  GATGGGAGCGT CTGGGATTTCGACTACTGGGGAAAGGGAACCATGGTGACCGTCTCAGCT AR
cu4ar 2 4(2) 1 10 9 GCACGA TGGGATAA CTGGGATTTCGACTACTGGGGAAAGGGAACCATGGTGACCGTCTCAGCT AR
cuz2 2 6(3) 1 10 11 GCACGG  GACTACAGCA GGGATTTCGACTACTGGGGAAAGGGAACCATGGTGACCGTCTCAGCT AR
s s F DV WGZKGV QV TV T S __FR&
IGHJT CDR3
CDR3 IGHV SSFDV ~ WGKGVQVTVTS
cuz29 2 1(3) 1 11 10 GCACGG  GACTGGGGGC GTAGCAGCTTCGATGTGTGGGGGAAAGGAGTCCAGGTCACCGTTACTTCA AR
cu6 1 1 10 7 GCGAGA  GACAT AGGTAGCAGCTTCGATGTGTGGGGGAAAGGAGTCCAGGTCACCGTTACTTCA AR
Yy 6 L by wG6oQG6 TV LTV TT ___FR4
_ IGHJ8 CDR3
CDR3 IGHV YGLDY  WGQGTVLTVTT
cu9 2 1 9 6 GCACGG ~ GACA GATATGGCTTGGATTACTGGGGTCAAGGAACTGT TCTCACAGTCACAACA AR DR----=  ——-------o-
cu2s 1 4(1) 1 10 9 GCGAGA  GTGGGAGAT TATGGCTTGGATTACTGGGGTCAAGGAACTGTTCTCACAGTCACGACA AR VGD-====  —mmmmmmmmeo

Fig. 2. Analysis of P. waltl CDR3 regions. Rearranged heavy chain sequences were obtained by 5'-RACE PCR performed on RNA extracted from a mixture of the spleens of two adult
P. waltl. A) Nucleotide sequences grouped according to IGH] identity. The 5’ end of IGH] was determined by sharing identical nucleotides between sequences. Putative IGHD are
underlined. Any junction having one stretch of at least six nucleotides identical to a portion of an IGHD core sequence was considered to use this segment. Potential P nucleotides
are indicated in bold. IGHV subgroups and IGHD segments (within the used reading frame, rf) involved in each rearrangement are indicated on the left with the number of times a
sequence was observed, the length of the CDR3 and the estimated number of nucleotides in junctional regions (D + N + P). There were no attempts to identify N regions due to the

lack of genomic data for IGHJ and IGHD segments. B) Corresponding amino acid sequen
51 sequences while Fig. 1 contains 36 sequences because some cDNAs have the same

BX649502)) and 6 VH found for the rainbow trout Oncorhynchus
mykiss (IGHV3S1 (Acc no X81510), IGHV3S2 (Acc no 128742),
IGHV3S3 (Acc no L28805), IGHV3S4 (Acc no Y08595), IGHV10S1
(Acc no X81508) and IGHV13S1 (Acc no DQ453153)). Only one such
sequence could be found in mice (IGHV12-1-1 (Acc no AJ851868)),
and none could be found for humans, cows (Bos taurus), sheep (Ovis
aries), Arabian camels (Camelus dromedarius), llamas (Lama glama),
chickens (Gallus gallus) and the African clawed frog (Xenopus

ces. Dashes indicate amino acids identical to the IGH] sequence. Note that this figure contains
IGHV but different CDR3s. CDR3 and FR4 were defined according to IMGT.

laevis). These data suggest that this type of IGHV domain is
restricted to teleost and urodele amphibians.

A stretch of three Cys in CDR1 (such as observed in the P. waltl
IGHV6 subgroup) has been observed in the A. mexicanum IGHV8
subgroup (Golub and Charlemagne, 1998). Searches in the
Ambystoma EST Database (http://salamander.uky.edu/ESTdb/)
revealed that this triplet of cysteines was also present in CDR1 of
two other A. mexicanum IGHV sequences (ID C301896 and C102107


http://salamander.uky.edu/ESTdb/
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at this web site) and one IGHV of Ambystoma tirginum (ID TC03826
at this web site). Searches in the IMGT (www.imgt.org/) and NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/) databases did not reveal similar triplets in
humans, mice, cows, sheep, Arabian camels, llamas, chickens, Af-
rican clawed frogs, channel catfish, rainbow trout, zebrafish and
nurse shark IGHV gene segments. Therefore, domains with a triplet
of cysteines in CDR1 appear to be specific to urodele amphibians.
These segments are highly related (Fig. 3), suggesting that the
P. waltl IGHV6 CU21 and CU40 domains are the counterparts of the
axolotl IGHV8 subgroup.

Given the presence of additional Cys residues in CDR1 and 2 of
the P. waltl IGHV5 and IGHV6 domains, we hypothesized that a
disulfide bridge could link the corresponding loops. To test this
proposition, three-dimensional models of IGHV5 and IGHV6 do-
mains were generated using a homology-based approach with the
CPHmodel 3.2 (Nielsen et al., 2010) and ITasser (Zhang, 2008)
software. The obtained models were highly homologous, with
r.m.s.d. values ranging from 0.306 to 0.765 A (129 Co atoms)
(Fig. 4A). The models are consistent with the presence of a disulfide
bridge between Cys36 and Cys57 of the CU21 and CU95 sequences,
Cys35 and Cys57 of CU20, and Cys34 and Cys57 of CU48 and CU85
(Fig. 4B). Interestingly, Cys57 is absent in CU40, but the models
revealed the presence of a disulfide bridge between Cys34 and
Cys35 that is similar to the disulfide bridge in CU20, CU21, CU48,
CUS85 and CU95 (Fig. 4C). In this case, the presence of a disulfide
bridge between 2 consecutive amino acids may influence the
conformation of the CDR1 loop (see blue CDR1 loop in Fig. 4A).
Additionally, the models revealed that the other cysteines
belonging to the triplet of Cys in CU40 and CU21 (note that such
succession of free cysteines is rare) could perhaps allow a disulfide
bond exchange, because the distance between the predicted di-
sulfide bridge and free Cys is approximately 5—10 A. As a conse-
quence, structural arrangement of the antigen binding site could
perhaps contribute to diversity. Finally, contrary to previous reports
for NAR and camel Ig (Desmyter et al., 1996; Roux et al., 1998), our
models did not predict a disulfide bridge between the Cys located in
CDR1 and CDR3 of the CU40 sequence (Fig. 4D). Indeed, these
amino acids are located too far apart from one another (from 9.2 to
12.5 A).

Because additional disulfide bonds could rigidify the antigen-
binding site and consequently affect antibody functionality, we
investigated whether these urodele IGHV segments could signifi-
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Charlemagne (1998) observed 2 IGHV8 sequences with 3 Cys in
CDR1 and one Cys in CDR2 amongst the 15 unique cDNAs isolated
from their VHp (composed of IgM heavy chains) A. mexicanum li-
brary. This represents a contribution of 13% to the IgM repertoire.
Here, 2 VH domains with 3 Cys in CDR1 and one Cys in CDR2 were
observed amongst the 22 unique P. waltl mu transcripts. This rep-
resents a contribution of 9% to the IgM repertoire, a percentage
close to the one observed in A. mexicanum. Furthermore, the P. waltl
IGHV5 and IGHV6 domains with one additional cysteine in CDR1
and 2 represent 23% of unique mu cDNA sequences and 14% of
unique upsilon (IgY) cDNA sequences. Such segments were found
in 20% of unique A. mexicanum upsilon cDNA sequences (Golub and
Charlemagne, 1998). These data indicate that additional disulfide
bonds do not seem to affect the expression of the IGHV gene
segments.

3.2. Four of the 10 IGHV subgroups are used by P. waltl to build its
Ig heavy chains

We previously showed that IgM is the most abundant isotype
throughout the lifetime of P. waltl (Schaerlinger et al., 2008). Given
this important role, we evaluated the contribution of the 10 IGHV
subgroups to the repertoire of P. waltl mu transcripts. For this
purpose, 96 clones containing a rearrangement associated with Cu
were randomly chosen from the library constructed using RNA
extracted from the mixture of the spleens of two adult P. waltl and
successively hybridized to probes specific for the 10 IGHV sub-
groups (Fig. 5A). We also built VH IgM libraries using RNA extracted
from the spleens of two additional females of the same age that
were randomly chosen in our animal facility. One hundred clones
randomly chosen from each of these two libraries were analyzed by
successive hybridization to the 10 IGHV subgroup-specific probes
(Fig. 5B and C). Our results show that the usage of the 10 IGHV
subgroups is quite similar in Fig. 5A and B. However, Fig. 5C shows
lower expression of the IGHV2 subgroup in the last female that is
compensated by increased expression of the IGHV1 and IGHV6
subgroups. Such variations were previously noted when the
expression of the IGLV subgroups was analyzed in healthy humans
(Ignatovich et al., 1997). Consequently, we took into account results
obtained with this female to calculate the average contributions of
the 10 IGHV subgroups to the P. waltl IgM heavy chains repertoire.
Fig. 5D shows that on average the variable domains of the IgM

cantly contribute to the expressed repertoire. Golub and . :
y P p heavy chains are mostly derived from gene segments of the IGHV1,
A)
FR1-IMGT CDR1-IMGT FR2-IMGT CDR2-IMGT FR3-IMGT CDR3-IMGT
(1-26) (27-38) (39-55) (56-65) (66-104) (105-117)
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
......... e e T
A. tigrinum ESGP.GVLKPSETLRLTCKVT GASLTDGCCC.. WDWIRQPPGKGLQWLGS ICYDGST... YYPESLK.SRVTVTRDTSRNEYSLOMSSARAEDTATFYC AR
P. waltl (clone CU21) - -TV-————- K----—- - V----S5--- -N-N-------- E---G -———-—- --SQ---.--L----E--IS-FY----NM---------- ——
A. mexicanum (seq 1) = A-V-———mmmmmm e m S--- -N-T —=SG-==... Ne-———m—  mmmmmmmmm e
A. mexicanum (seq 2) = —-—————-- A-V-=———————————— —————————— “N---- R ==8G--=-... N-===——  ——mmmmmmmm oo
A. mexicanum (seq 3) = ~—-—-————-—.--— Voo o= R-- —-————- S--- -S-=--=-= Q--=-=-==-- R ==PA-N-... ————=——  m———mmm—mmmmmmm = ——
B)
A. tigrinum A. mexicanum (seq 1) P. waltl A. mexicanum (seq 2) A. mexicanum (seq 3)
A. tigrinum - 86.9 % 75.8 % 89.9 % 90.9 %
A. mexicanum (seq 1) - - 80.8 90.9 % 87.9 %
P. waltl (clone CU21) - - - 75.8 % 77.8 %
A. mexicanum (seq 2) - - - - 87.9 %

Fig. 3. IGHV regions with three additional cysteines in CDR1 and one additional cysteine in CDR2 that are specific to urodele amphibians. A) Alignment of A. tigrinum, P. waltl and
A. mexicanum IGHV amino acid sequences. CDRs and FRs were defined according to IMGT. Amino acids identical to the A. tigrinum sequence are denoted by hyphens. Dots indicate
gaps according to the IMGT unique numbering and spaces introduced to optimize similarity between sequences. The A. tigrinum sequence is from the Ambystoma EST Database
(http://salamander.uky.edu/ESTdb/) (ID: TC03826, Tig-NM-175870-Contig-4). The accession number for the P. waltl sequence (clone CU21) is AJ575790. The accession number for
A. mexicanum sequence 1 is AF027262. A. mexicanum sequences 2 and 3 are from the Ambystoma EST Database (ID: C102107 and C301896, respectively). Note that A. mexicanum
sequence 2 is truncated in the C-terminus. B) Percentages of identical amino acids between sequences.
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cuss
cu4g
Ccu40
cuz21
CuU9s
Ccuz0

Fig. 4. Three-dimensional models of the P. waltl IGHV5 and IGHV6 domains obtained
with the CPHmodel 3.2 software. A) Superimposition of IGHV5 and IGHV6 calculated
models revealed highly homologous structures for CDR1 and 2 while CDR3 regions
adopted several conformations. B) Predicted disulfide bridges between the CDR1 and
CDR2 Cys of CU21, CU95, CU20, CU48 and CU85. C) Superimposition of the IGHV6 CU21
and CU40 structures revealing that in the absence of Cys57 in CU40, a putative di-
sulfide bridge between Cys34 and Cys35 is formed that is structurally homologous to
the disulfide bridge found in other sequences between CDR1 and 2. D) Distances be-
tween the triplet of Cys in CU40 CDR1 and Cys108 located in its CDR3.

IGHV2 and IGHV6 subgroups. Other subgroups had low (IGHV3,
IGHV4 and IGHV5 subgroups) to very low (IGHV7, IGHVS, IGHV9
and IGHV10 subgroups) contributions.

Similar to IgA in mammals, IgY is the second most abundant
isotype in unimmunized adult P. waltl (Schaerlinger et al., 2008). To
evaluate the contribution of the 10 IGHV subgroups to this isotype,
we built one VH IgY library using the RNA extracted from the
mixture of the spleens of the two adult P. waltl. A total of 96 clones
randomly chosen from this library were successively hybridized to
our 10 IGHV probes (Fig. 5E). This analysis revealed that the IGHV1
subgroup mainly contributed to IgY heavy chain mRNAs. It was
found in 71% of the analyzed clones, followed by the IGHV3 sub-
group, which was observed in 19.5% of the clones. The other sub-
groups were rarely found (IGHV2, IGHV5 and IGHV6) or not
observed (IGHV4, IGHV2, IGHV3, IGHV9 and IGHV10).

These results indicate that: i) IGHV6 gene segments character-
ized by additional Cys in CDR1 and CDR2 can be expressed by
P. waltl confirming data deduced from clone sequencing (see end of
section 3.1) and ii) that 4 out of the 10 existing IGHV subgroups
were used by P. waltl to build its heavy chains. Such biases in the
usage of IGHV subgroups were also observed in A. mexicanum and
human heavy chains (Cook and Tomlinson, 1995; Golub and
Charlemagne, 1998). Several hypotheses could explain these ob-
servations, such as the position of the IGHV gene segments in the
locus and epigenetics. Indeed, the selection of gene segments for
V(D)] recombination was shown to be governed by chromatin
conformations (Ndifon et al., 2012), and epigenetic changes were
demonstrated to control recombinase recruitment (Subrahmanyam
et al,, 2012). A second explanation could rely on structural criteria.
For example, the IGHV5 subgroup, whose contribution to heavy
chains mu and upsilon transcripts is low (Fig. 5), lacks Cys104,
which is required to establish the conserved intra-domain disulfide
bridge (Fig. 1). In contrast, P. waltl IGHV2 that are frequently used to
generate mu transcripts (Fig. 5D) possess an FR3 region (the longest
FR) similar to the one of human clan IIl. This clan comprises the
large and frequently used human IGVH3 subgroup (Cook and
Tomlinson, 1995). The structure of these IGHV3 gene segments
may play a role in host immunity, thereby potentially providing an
explanation for the conservation of their FR3 region. Finally, the
integrity of the recombination signal sequence should be consid-
ered. For example, mutations in the first three nucleotides of its
heptamer (consensus sequence CACAGTG) was shown to result in
severely reduced joining rates during V(D)] recombination
(Akamatsu et al., 1994). Given the importance of the IGHV1, IGHV2
and IGHV6 subgroups to the IgM repertoire of P. waltl (Fig. 5D), we
analyzed the recombination signal sequences of germline IGHV1,
IGHV2 and IGHV6 gene segments. One germline IGHV2 and two
germline IGHV6 gene segments of P. waltl were previously isolated
(Acc no FM877013, FM877014 and FM877015) (Bascove et al,
2009). Here, we isolated a germline IGHV1 gene segment (Acc n°
KR812575). None of them presented recombination signals with
mutations known to significantly affect V(D)J recombination.

3.3. In contrast to IGHV subgroups, IGHD and IGH] are randomly
used to create mu and upsilon transcripts

Alignment of rearrangements sequenced in this study allowed
the identification of 8 IGH] and 6 potential IGHD segments (Fig. 2
and Fig. S1).

P. waltl IGH] possess the conserved amino acids present in many
other vertebrate IGH] (Phel15, Asp116, Trp118, Gly119, Gly121,
Val124, Val126 and Thr127). In IGH]6, Thr127 is replaced by serine,
another small hydrophilic amino acid. In IGH]8, Phe115 and Val124
are replaced by leucines. Leu and Val are both small hydrophobic
amino acids, but Phe and Leu are very different because Phe is ar-
omatic. As the five to six amino acids of CDR3 close to Trp118 were
shown to be involved in VH—VL contacts (Padlan, 1994), this Phe to
Leu change could perhaps impact the conformation of the antibody
binding site.

The consensus sequences defining P. waltl IGHD are as follows:
IGHD1 (ACTGGGGTGGCACA), IGHD2 (AGGGGAGC), IGHD3
(TATGGGGG), IGHD4 (ATGGGAGC), IGHD5 (CAACTGGGC) and
IGHD6 (CCTACAGCAG). Note that only one base pair differs between
IGHD2 and IGHD4, suggesting that they could be allelic variants.
These six IGHD core sequences were found in 74% of the junctions.
The portion of the junctional sequence thought to originate from
these IGHD is underlined in Fig. 2. Note that other IGHD segments
may exist because two junctions (in CU5 and CU7) are long.

Therefore, the P. waltl IGH locus is composed of at least 10 IGHV
subgroups, eight IGH] segments, six IGHD segments and three
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Fig. 5. Contribution of the 10 IGHV subgroups to P. waltl mu and upsilon transcripts. A) Values deduced from the analysis of 96 clones randomly chosen in the VH IgM library
constructed from RNA extracted from the spleens of two adult female P. waltl. B and C) Expression of IGHV subgroups in the spleens of two other adult females of the same age (100
clones randomly chosen in each VH IgM library). D) Average of graphs A, B and C (means + SEM). E) Contribution of the 10 IGHV subgroups to upsilon transcripts, as deduced from
the analysis of 96 clones randomly chosen in the VH IgY library generated from RNA extracted from the spleens of two adult female P. waltl. To obtain these results, clones were

successively hybridized to 10 IGHV subgroup-specific probes.

unique IGHC genes (IGHM, IGHY and IGHP) defining the previously
described IgM, IgY and IgP classes (Schaerlinger et al., 2008). A
similar composition of the IGH locus was observed in A. mexicanum
and Xenopus laevis. The axolotl IGH locus contains 11 IGHV sub-
groups, nine IGH] segments, at least four IGHD segments and three
IGHC genes (IGHM, IGHY and IGHX) defining the mu, upsilon and xi
chain isotypes and the IgM, IgY and IgX classes (Fellah and
Charlemagne, 1988; Golub and Charlemagne, 1998; Patel and Hsu,
1997; Schaerlinger and Frippiat, 2008). The Xenopus IGH locus in-
cludes a large number of IGHV segments defining 11 subgroups, at

least 10 IGHD, 8—9 IGH] (Haire et al., 1990; Hsu et al., 1989;
Schwager et al., 1991) and IGHC genes (IGHM, IGHD, IGHF, IGHY
and IGHX) defining the mu, delta, phi, upsilon and xhi chains and
the IgM, IgD, IgF, IgY and IgX classes (Haire et al., 1990; Mussmann
et al,, 1996; Ohta and Flajnik, 2006; Schwager et al., 1989; Warr
et al,, 1995; Zhao et al., 2006). Thus, the P. waltl IGH locus is very
likely organized in a similar way in which many IGHV gene seg-
ments exist upstream of the IGHD, IGH] and IGHC exons.

As in other species, P. waltl IGHD can be used in the reverse
complement orientation (see the CU33 sequence in Fig. 2), the six
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reading frames are coding (with the exception of IGHD6 that has
only 5 open reading frames, Fig. S1) and some rearranged se-
quences lack an IGHD (the CU6, CU9, CU12, CU40, CU51, CU78, CY13
and CY19 sequences, Fig. 2), which is indicative of direct IGHV-IGH]
joining. Fig. 2 also indicates that IGHD1, IGHD3 and IGHD4 are used
equally in their three direct reading frames (rf), while rf1 of IGHD2
and IGHDS5 and rf2 and rf3 of IGHD6 are preferred. These different
possibilities for using IGHD increase CDR3 diversity.

Table 1 indicates that in contrast to IGHV subgroups, IGHD and
IGH] segments seem to be randomly used to create mu transcripts.
No preferential association was noted for this isotype. Interestingly,
IGH] segments also seem to be randomly used to create axolotl mu
and upsilon mRNAs (Golub and Charlemagne, 1998). However, from
Table 1 it appears that the IGHV1 subgroup associates preferentially
with IGHD5 and IGH]J5 to create upsilon transcripts. This associa-
tion has been observed 21 times, with the CY30 sequence observed
16 times and the CY4 sequence observed 3 times differing by a
single nucleotide that induces a Val to Ile change at the 5’ end of
IGH]5 in CDR3 (Fig. 2). Thus, 19 out of the 21 IGHV1 subgroup-
IGHD1-IGHJ5 sequences may be derived from the same clone. This
result provides evidence for clonal expansion and does not seem to
be an experimental artifact because mu and upsilon 5-RACE PCRs
were performed on the same RNA samples using the same exper-
imental conditions and the same reagents. Furthermore, a clonal
expansion was also observed when upsilon transcripts were
amplified and cloned from the spleens of unimmunized axolotls
(Golub and Charlemagne, 1998). Indeed, 14 clones out of 41 bore
IGHV2 subgroup-IGH]5 combinations with identical V—D—] junc-
tions. Sequence alignments revealed that this rearrangement was
different from the IGHV1 subgroup-IGHD1-IGHJ5 rearrangement
observed here, because axolotl IGHV2 and Pleurodeles IGHV1 do-
mains share only 33.7% amino acid identity. If this potential clonal
expansion is not taken into account, no bias exists for the usage of
P. waltl IGHD and IGH] gene segments to create upsilon transcripts,
as noted previously for A. mexicanum. We did not detect such clonal
expansion when we analyzed splenic mouse IgA CDR3s (Table 2).

Table 1
Associations of IGHV, IGHD and IGHJ segments in P. waltl mu and upsilon transcripts.

379

The lack of sufficient Xenopus IgX and trout IgT heavy chain se-
quences in databases (the counterpart of IgA in these species)
(Mussmann et al., 1996; Zhang et al., 2010) did not allow an analysis
of CDR3s for these isotypes. In the future, it would be interesting to
analyze the IgX and IgT repertoire in the spleens of these animals to
determine whether such expansion is limited to urodeles. At pre-
sent, the function of this expansion is unknown but it seems to be
important because it was observed in two independent studies.

Note that no identical V—D—] rearrangement was observed
amongst the 37 P. waltl splenic mu transcripts and that only one
identical junction was found amongst 29 mu mRNA sequences from
adult (2-year-old) A. mexicanum (Golub et al., 1997). Therefore, this
clonal expansion is limited to the IgY isotype.

Taken together, these results indicate that IGHD and IGH]J usages
are not restricted in mu or upsilon transcripts. Thus, these seg-
ments could create a significant level of combinatorial diversity in
P. waltl mu and upsilon CDR3s.

3.4. Urodele antibody heavy chain diversity is concentrated in CDR3

Fig. 1 shows that P. waltl CDR1 and 2 are highly homologous
within IGHV subgroups similar to the results obtained for
A. mexicanum (Golub and Charlemagne, 1998). The exception is
subgroup IGHV6, in which cDNAs likely derive from different IGHV
gene segments (see below) thereby explaining the apparent di-
versity. In contrast, CDR3s are diverse (Figs. 2 and 4A). Based on the
IMGT numbering system, CDR3 extends from position 105 (after
the invariant Cys104) up to position 117 (just before, but not
including, conserved Trp118 of IGH]). Fifty-one out of the 77
analyzed sequences (66%) had different CDR3s: 37 sequences out of
39 (95%) for the mu isotype and 14 out of 38 (37%) for the upsilon
isotype. CDR3 diversity is an important parameter because CDR3
encodes the longest and most central of the six loops that form the
antibody binding site. Thus, it plays an important role in generating
antibody binding site diversity. To better evaluate this diversity, we
determined the junctional diversity (D + N + P, the sum of the

IGHV—IGH] associations in the VH IgM and VH IgY libraries

IGHV 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
IgM jray J1(1) J2(1) J1(2) J1(2) J1(1) 13(1) J2(1) J5(1)
13(2) J2(1) J4(1) J5(1) J2(2)
J4(2) J3(1) J5(1) J3(1)
15 (1) 14 (3) J5(1)
J7(1) 15(2)
18 (1) J6(3)
J7(1)
18 (1)
Igy J1() @) 13(2) 12(2) J2 (1)
4(1) J2(1) J4(2)
CoBs@en 15 (1)
IGHD-IGH] associations in the VH IgM and VH IgY libraries
IGHJ 1 2 3 4 5 6 7 8
IgM D2 (1)? D1 (1) D1 (1) D1 (2) D1 (2) D4 (2) D1 (1) D4 (1)
D4 (1) D3 (1) D2 (1) D2 (3) D2 (1) D6 (1)
D5 (2) D6 (1) D3 (1) D3 (1)
D6 (3) D6 (1)
IgY D4 (1) D6 (1) D5 (2) p2y  [EIEN
D5 (1)
D6 (1)

2 Numbers in brackets indicate the number of times an IGHV-IGHJ or IGHD-IGH] association was observed in the libraries.
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Table 2

Somatically generated diversity in CDR3 regions of mu and alpha/upsilon transcripts from different species.
Tissue Isotype D+N+P CDR3 length CDR3 length R* No. of References

(bp) in codons in bp sequences

P. waltl adult spleen (3-year-old) IgM 12.1 +£5.2 114 + 1.8 341 +55 035 +0.10 37 This paper
A. mexicanum spleen, young (3.5-month-old) IgM 8.4 + 34 104 + 1.2 31.1 +£34 0.27 + 0.09* 40 Golub et al., 1997
A. mexicanum adult spleen (24-month-old) IgM 108 +5.3 104 + 2.1 31.1+63 0.34 +0.13 30 Golub et al., 1997
A. mexicanum adult spleen (32-month-old) IgM 10.7 + 5.3 10.7 + 1.6 321 +48 032 +0.13 82 Patel and Hsu, 1997
X. laevis tadpole spleen (stage 53—58) IgM 104 +53 9.2 +2.13* 27.7 + 6.4* 0.36 +0.14 25 Schwager et al., 1989
X. laevis adult spleen (5-month-old) IgM 149 =+ 5.7 112 +£23 336+70 0.43 + 0.10* 27 Wilson et al., 1992
Mouse neonatal liver (1-day-old) IgM 123 +5.2 10.2 + 2.1 30.7 +6.3 0.39 + 0.12* 129 Schelonka et al., 2010
Mouse adult spleen (60-day-old) IgM 16.3 + 6.6* 11.7 £ 2.9 35.0 + 8.6 045 + 0.12* 62 Prado et al., 2014
P. waltl adult spleen (3-year-old) IgY 16.6 +5.9 132+24 395+73 0.41 + 0.09 34 This paper
A. mexicanum adult spleen (24-month-old) IgY 12.1 £ 5.18 10.6 + 1.5§ 31.8 +4.4§ 0.37 + 0.11 30 Golub et al., 1997
Young mouse spleen (15-day-old) IgA 9.3 +3.8% 9.6 + 24§ 289 + 7.3§ 0.34 + 0.16 19 Prado et al., 2014
Adult mouse spleen (60-day-old) IgA 142 +54 123 +£18 369 +54 039 +0.15 13 Prado et al., 2014

*indicates statistically significant differences by comparison to P. waltl mu transcripts values. § indicates statistically significant differences by comparison to P. waltl upsilon

transcripts values. Values are shown + standard deviation.
2 Ris the ratio of D + N + P to CDR3 lengths expressed in base pairs.

IGHD, N and P nucleotides), the length of CDR3 and the ratio (R)
between these two values to evaluate somatically generated di-
versity in each CDR3 (Fig. 2 and Table 2). The same calculations
were made for mu, upsilon or alpha heavy chains of A. mexicanum,
X. laevis and M. musculus. When possible, different developmental
stages were considered.

As expected, Table 2 shows that Xenopus and murine CDR3
length and diversity (R values) increase during development. This
result correlates with the appearance of the terminal deoxy-
nucleotidyl transferase (Tdt) during ontogeny that adds N-nucleo-
tides at V—D and D—] junctions (Bogue et al., 1992; Lee and Hsu,
1994). These increases are not significant in axolotl [gM because
Tdt and RAG have been shown to be expressed simultaneously
during development (Golub et al., 2004).

In adult P. waltl, mu chain CDR3s are on average 11.4 + 1.8 amino
acids long, have a D + N + P value of 12.1 + 5.2 base pairs and an R
value of 0.35 + 0.10. This CDR3 length is similar to the length
observed for mu chains of A. mexicanum at the three considered
ages, adult X. laevis, neonatal and adult M. musculus. Only the IgM
CDR3 length of Xenopus tadpoles is statistically smaller. The average
D + N + P value for P. waltl mu transcripts is similar to the one
observed for mu transcripts of adult axolotl, Xenopus tadpoles,
adult Xenopus and neonatal mouse. The D + N + P values in young
axolotl and adult mice are statistically smaller and larger than the
other values shown in Table 2, respectively. When the ratio R be-
tween these two values is calculated, the somatically generated
diversity in P. waltl IgM CDR3s appears to be similar to the diversity
observed in adult axolotl and Xenopus tadpoles. These data support
previous observations suggesting that the diversity of the urodele
mu repertoire could be similar to the diversity in Xenopus tadpoles
(Lee and Hsu, 1994; Schwager et al., 1991).

Adult P. waltl CDR3s of upsilon transcripts are on average
13.2 + 2.4 amino acids long, have a D + N + P value of 16.6 + 5.9
base pairs and an R value of 0.41 + 0.09. These CDR3 and D + N + P
average lengths are as high as for adult mouse splenic IgA. Conse-
quently, these two isotypes have very close R values. Interestingly,
the R values determined for adult axolotl IgY and young mouse
splenic IgA are not significantly different from those determined for
IgY of adult P. waltl and IgA of adult M. musculus. This observation
indicates that the diversity of alpha and upsilon CDR3s is similar in
all species analyzed here, even if the CDR3 and D + N + P average
lengths vary between species.

Thus, the diversity of adult P. waltl IgM heavy chain CDR3s is
similar to the diversity observed in adult axolotl and anuran

tadpoles, while the diversity of adult P. waltl upsilon heavy chain
CDR3s is similar to the diversity observed in adult mouse alpha
chains. Similarly, Patel and Hsu (1997) noted that junctional di-
versity in A. mexicanum IgM heavy chain CDR3s was lower than the
diversity observed in newborn mice (29% of the axolotl CDR3s
consisted of somatically generated sequences). From their data, the
authors suggested that the axolotl antibody repertoire could be
considerably smaller than the repertoire in mice or adult Xenopus.
However, they did not study upsilon heavy chain CDR3s. Further-
more, we noted here that 95% of adult P. waltl mu cDNAs differed in
their CDR3 region (against 29% in the axolotl). Together, these data
suggest that diversity is not restricted in all urodeles species.

To deepen our understanding of antibody diversity in urodeles,
we analyzed the amino acid composition of CDR3s from mu, alpha
or upsilon chains in adult P. waltl, A. mexicanum, X. laevis and mice
(Fig. 6). Tyrosine (ranging from 11 to 20% in mu and 9—26% in alpha/
upsilon) and glycine (ranging from 12 to 26% in mu and 21.5—25% in
alpha/upsilon) were highly frequent amino acids. These observa-
tions are in agreement with previous reports (Ivanov et al., 2005;
Padlan, 1994). However, we noted that amphibian mu CDR3s con-
tained 1.6—2.2 times more Gly than murine CDR3s. Glycine is
associated with conformational flexibility. The occurrence of a
higher number of glycines in amphibian IgM binding sites could
therefore induces higher plasticity, as suggested by Golub et al.
(1997), thereby allowing them to spatially adapt to many
different epitopes. This flexibility could significantly improve
binding (Padlan, 1994) and compensate for the lower urodele R
values noted in Table 2. No statistically significant difference in Gly
percentages was observed between urodele upsilon and mamma-
lian alpha CDR3s.

Aromatic amino acids in CDRs (i.e., Tyr) are frequently found to
be involved in the interaction with the antigen (Padlan, 1994). The
strong decrease in Tyr frequencies in upsilon CDR3s of urodele
amphibians (2.3—2.8-fold less Tyr than in mice) and the weaker
frequency observed in mu CDR3s (1.6—1.8-fold less Tyr than in
mice) also suggest that these antibodies could be more poly-
reactive. This hypothesis is supported by the following observa-
tions: i) polyreactive antibodies are usually encoded by unmutated
or essentially unmutated germline gene segments (Logtenberg,
1990) as observed here (Fig. 1) and ii) Charlemagne's team often
observed that the serum of unimmunized axolotls had significant
titers of natural antibodies against bacterial and erythrocyte anti-
gens (Golub et al., 1997).

Together, these data strongly suggest that urodele antibody
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Fig. 6. Amino acid frequency in CDR3s of mu (A) and alpha (or its analog upsilon)
heavy chains (B) in adults of various species (means + SEM). Amino acids are classified
according to their biochemical properties. For mu, n = 37 for P. waltl, n = 30 for
A. mexicanum, n = 27 for X. laevis and n = 62 for mice. For upsilon/alpha, n = 34 for
P. waltl, n = 30 for A. mexicanum and n = 13 for mice. Statistical analyses were only
performed for the two predominant amino acids (Gly and Tyr). *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001.

diversity is not as low as previously thought because: i) CDR3 di-
versity in P. waltl upsilon heavy chains is as high as in mammalian
alpha chains, ii) P. waltl IgM are multimeric molecules, and thus
even low paratope affinity could lead to high avidity and iii) urodele
amphibians produce three isotypes that most likely possess
different effector functions. Finally, it should be noted that because
IgY in urodeles is believed to be an IgA equivalent, the diversified
repertoire of P. waltl upsilon heavy chains could perhaps be a steady
state resulting for the host interaction with the gut microbiome.

3.5. Somatic hypermutation

Polyreactive antibodies provide an organism with the ability to
cope with various antigens. A better defense is then achieved by
affinity maturation. To evaluate the contribution of somatic
hypermutation to mu and upsilon heavy chain diversity in P. waltl,
cDNAs containing rearranged IGHV1, IGHV2 or IGHV6 gene seg-
ments were aligned with germline IGHV1, IGHV2 or IGHV6
sequences.

First, these alignments confirmed that the CU21 and CU40
cDNAs belonging to subgroup IGHV6 were very likely derived from
a different IGHV gene segment than CU20, CU37 and CY29 based on
important differences at the end of CDR1. In the same way, it is

likely that the CU14 and CU36 cDNAs belonging to subgroup IGHV2
derived from an IGHV gene segment other than CU9, CU29, CY17
and CY37 due to the presence of 13 nucleotide differences. Sug-
gestions for P nucleotide additions were also noted (bold in Fig. 2).
These additions suggest that the Artemis protein exists in am-
phibians. Because no publication has described this protein in class
Amphibia, we searched in various databases and identified partial
Artemis-like proteins for Xenopus tropicalis (Acc no XP_002935298
found via the www.ncbi.nlm.nih.gov/website, 86% homology with
murine Artemis) and A. mexicanum (ID C681774 found via the
http://salamander.uky.edu/ESTdb/website, 71% homology with
murine Artemis).

Importantly, these alignments revealed that the IGHV1 and
IGHV2 domains of mu and upsilon cDNAs contained mutations that
could correspond to somatic hypermutation (SHM) because they
preferentially targeted C and G bases as reported in other ecto-
therms (Bascove et al., 2011; Hinds-Frey et al., 1993; Wilson et al.,
1992; Yang et al., 2006). In contrast, our Taq polymerase mainly
mutated A and T bases (Table 3). Although imprecise due to the
limited number of sequences, the data presented in Table 3 show
that SHM affects the V domains of both mu and upsilon isotypes.
These mutations are not concentrated in CDR1 and 2 (data not
shown) as previously reported for X. laevis (Wilson et al., 1992). This
observation could be attributed to the lack of germinal centers in
ectotherms, as shown by in situ hybridization experiments per-
formed on Xenopus spleen sections (Marr et al., 2007). However, we
believe that the C:G bias observed in ectotherms is unlikely to be
due to a lack of selection because the pattern of mutations in pas-
senger Ig transgenes, the heavy chain intron, non-Ig sequences
placed within an Ig construct and unproductive rearranged Ig genes
were not shown to display such bias (Betz et al., 1993; Dorner et al.,
1997; Gonzdlez-Fernandez et al., 1994; Yélamos et al., 1995).
Furthermore, lymphotoxin-alpha-deficient mice, which do not
form germinal centers, undergo SHM without a C:G bias
(Matsumoto et al., 1996). Interestingly, the overexpression of full-
length DNA polymerase mu (Polp) in the RAMOS cell line
increased the frequency of somatic hypermutation at C and G bases
and decreased the frequency at A and T bases by a factor of six (Ruiz
et al.,, 2004). Additionally, we previously estimated that full-length
Polp transcripts were 8—9 times more abundant in P. waltl than in
humans and mice (Schenten et al., 2013). This overexpression of
full-length Polu could perhaps explain the G:C bias observed in
P. waltl sequences and provide an explanation for the somatic
hypermutation predilection for G and C bases in amphibians.

4. Conclusions and perspectives

In conclusion, we showed that the repertoire of P. waltl upsilon
heavy chains is as diverse as the repertoire of mammalian alpha
chains. The diversity of the P. waltl mu chains repertoire is similar to
the one observed in anuran tadpoles and adult axolotls. However,
antibody binding sites of both P. waltl upsilon and mu isotypes
could be more polyreactive than in mammals, thereby possibly
conferring Abs of this species with the ability to bind to a variety of
antigens. We also noted that some P. waltl IGHV6 domains have a
stretch of three cysteines in CDR1, a feature specific to urodele
amphibians. Two additional cysteines (one in CDR1 and one in
CDR2) are also present in IGHV5 and some IGHV6 domains which is
a characteristic of urodeles and teleosts. Modeling suggests that
these additional cysteines may allow the establishment of a disul-
fide bond between CDR1 and CDR2. An IgY clonal expansion in the
spleen of adult P. waltl was observed that was similar to results
from the spleens of unimmunized axolotls. The biological signifi-
cance of this clonal expansion remains unknown, but it seems to be
important because it was observed in different urodele species
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Table 3

Number and nature of mutations in P. waltl IGHV1 and IGHV2 domains.”

Number of sequenced nucleotides

Number and nature of the mutations

IgM IGHV1 1164
IgM IGHV2 1164
IgY IGHV1 1746
IgY IGHV2 582
PCR errors 12154

5 (2A:T + BIGHG)

6 (1 A:T + BIGHG)
12 (3 A:T + BIGEG)
5(0 A:T + BIGIG)
12 (T00&EF + 2 G:C)

2 To evaluate PCR errors, a plasmid containing a IGHV2-IGHD-IGH] rearrangement was amplified by PCR using the conditions used for the
construction of the VH IgM and IgY libraries. Resulting PCR products were cloned and sequenced.

analyzed by different teams. In the future, it would be interesting to
analyze P. waltl light chains to investigate whether they also bear
structural features specific to urodeles. Furthermore, it would be
worthwhile to solve the crystallographic structure of a VH/VL pair
to confirm the existence of additional disulfide bonds between
CDR1 and 2 and to determine the exact consequences of these
additional bonds on the paratope structure. It would also be
interesting to reinvestigate P. waltl immunizations because previ-
ous works are dated. For example, it has long been thought that
antibody diversity in fish is lower than the diversity generated in
mammals; however, recent studies have suggested that this is not
the case. Studies in zebrafish, Atlantic salmon and rainbow trout
(Castro et al., 2013; Weinstein et al., 2009; Yasuike et al., 2010)
suggested that the antibody repertoire in fish is equal to, or may
even exceed, that of humans and mice. Similarly, when Kaattari
et al. (2002) reinvestigated trout humoral response using a
partition-based immunoassay they were able to detect a consistent
increase in affinity within trout anti-TNP antisera.
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CHAPITRE Il ;: EFFETS DE STRESS
CHRONIQUES SOCIO-
ENVIRONNEMENTAUX IMPREVISIBLES
SUR LA LYMPHOPOIESE T ET LE
REPERTOIRE TCRB MURIN



Nuit
18h00 a 9h00

Aprés-midi
(2 heures)

Eclairement
Confinement Cohabitation
nocturne

Inclinaison de la
cage

Cohabitation

Week-end Cycle inversé

Tableau 5: Protocole hebdomadaire d’exposition aux stress socio-environnementaux
(modele CUMS)

Le modele CUMS a été mis au point par I'équipe INSERM UMR894 de Paris. Les animaux
soumis au protocole CUMS subissent quotidiennement différents stress socio-
environnementaux tels que le confinement dans de petites cages (11 x 8 x 8 cm), I'inclinaison
de la cage d’environ 30° la cohabitation avec des animaux d’autres cages ou encore

I'inversement du cycle jour/nuit durant tout le week-end.
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1- INTRODUCTION

Les vols spatiaux soumettent les astronautes a de nombreux stress qui affectent notamment
le systeme immunitaire (Frippiat et al. 2016; Guéguinou et al. 2009), dont la lymphopoiése T,
les rendant plus vulnérables aux infections (S. K. Mehta et al. 2014; G. R. Taylor et al. 1997) et
a la survenue d’autres pathologies telles que le cancer (Barcellos-Hoff et al. 2015) ou les
maladies cardio-vasculaires (Delp et al. 2016). Afin de développer des contre-mesures pour
maintenir une efficacité suffisante du systeme immunitaire lors de vols longs, il est important

de comprendre comment ces facteurs de stress impactent les cellules immunitaires.

Plusieurs études ont mis en évidence I'impact de stress gravitaires sur le développement des
cellules T (Ghislin et al. 2015; Woods et al. 2003). En revanche, aucune étude n’existe, a notre
connaissance, sur l'effet des facteurs socio-environnementaux rencontrés en vol sur la
lymphopoiése T. Un des objectifs de ma these a donc été de répondre en partie a cette
guestion. Pour cela, nous avons choisi d’exposer des souris gestantes a des stress chroniques
aléatoires (ou CUMS pour « Chronic Unpredictable Mild Socio-environmental Stressors »)
(Tableau 5) pour ensuite analyser le répertoire de chaines TCRB de leurs souriceaux. Ce
modele induit des modifications immunologiques similaires a celles observées chez les
astronautes apres une mission spatiale (Gaignier et al. 2018). Dans cette étude, nous avons
choisi de travailler sur des souriceaux nouveau-nés afin de garantir que les effets observés sur

le développement des LT soient uniqguement dus a I'exposition au modele CUMS.

2- RESULTATS ET DISCUSSION

2.1- Effets du modéle CUMS sur I’état de stress des souriceaux et sur la
lymphopoiese T

Nous avons pu montrer que le CUMS n’induit pas d’augmentation du niveau de stress chez les
souriceaux nouveau-nés (Figure 1 publication 2). De plus, sur le plan cellulaire, la
lymphopoiése T (analysée par cytométrie en flux) n’est pas modifiée chez les souriceaux CUMS

par rapport aux souriceaux contréles (Tableau 2 publication 2). Au cours de cette analyse nous
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avons également évalué I'expression du TCR a la surface des cellules et n’avons pas observé

de différences significatives (Tableau 3 publication 2).

2.2- Impacts du modeéele CUMS sur le répertoire TCRPB des souriceaux

Cette absence d’effet sur le plan cellulaire, n’excluant pas un impact potentiel sur le répertoire
de TCR, nous avons décidé d’étudier de fagon détaillée le répertoire de chaines  du TCR. Dans
ce but, des banques d’ADNc codant pour les chaines TCR B ont été constituées et séquencées
par séquencage haut-débit MiSeq. Sachant que la réponse au stress est différente selon les
sexes (Verma, Balhara, and Gupta 2011; Kudwa, McGivern, and Handa 2014; Bereshchenko,
Bruscoli, and Riccardi 2018), nous avons analysé séparément les souriceaux males et femelles.
Afin d’avoir une vision globale des variations existantes pour chaque parametre nous avons
défini un indice de dissimilarité permettant d’évaluer les différences entre les groupes CUMS
et contréles ou les groupes males et femelles. Nous avons pu définir I'existence d’un
répertoire majeur, constitué de 3 segments VB et représentant 75% du répertoire global, et
d’un répertoire mineur, constitué de 22 segments VB et représentant 25% du répertoire global
(Figure 2A publication 2). De facon intéressante, nous avons montré que le répertoire majeur
est stable quel que soit les comparaisons, tandis que le répertoire mineur varie en condition
de stress et selon les genres (Figure 2B publication 2). La stabilité du répertoire majeur suggéere
que celui-ci est essentiel a I'immunité des souriceaux nouveau-nés. Différents facteurs
peuvent expliquer la variation des segments VB au sein du répertoire mineur. En effet, il a été
montré que le choix de ces segments est dépendant de I’dge des animaux (Sethna et al. 2017)
ce qui peut s’expliquer par des différences de sélections thymiques qui ont été observées
entre des souris jeunes et agées (Dong et al. 2017). Il a également été montré que le choix des
segments peut étre régulé par des modifications du remodelage de la chromatine durant la
recombinaison V(D)J (C.-R. Xu et al. 2008; Ndifon et al. 2012) qui contrélent également le
recrutement des protéines RAG au niveau des segments a recombiner (Liu et al. 2007;

Subrahmanyam et al. 2012).

En ce qui concerne les segments JB et D, I'analyse des indices de dissimilarité n’a pas mis en
évidence de différence dans leur utilisation (Figure 2D et 2F publication 2). Nous avons

cependant constaté que les segments JB appartenant au sous-groupe 2 sont plus
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fréquemment utilisés que ceux appartenant au sous-groupe 1 (Figure 2C publication 2) et que
le segment D1 est plus utilisé que D2 (Figure 2E publication 2). Cette observation a également
été faite chez des souris adultes (Freeman et al. 2009; Ndifon et al. 2012), suggérant que

certaines particularités du répertoire TCRP sont fixées des la naissance.

Enfin, nous avons analysé les indices de dissimilarité des associations VB-JB dans le répertoire
mineur et majeur des différents groupes de souriceaux (Figure 3 de la publication 2). La
comparaison des indices des deux répertoires entre eux montre que le répertoire mineur varie
plus que le répertoire majeur. Nous n’avons pas observée de variation des associations dans
le répertoire majeur, tandis que, dans le répertoire mineur, les associations VB-JB varie
significativement entre les groupes contréles et CUMS mais pas entre les males et les femelles
par rapport au seuil de référence de 5%. Ces résultats confirment que le répertoire majeur
n’est pas dépendant du genre et n’est pas affecté par I’exposition au CUMS contrairement au
répertoire mineur qui semble étre plus sensible a ces facteurs de stress socio-

environnementaux.

Pris ensemble, ces résultats montrent qu’une partie du répertoire TCRB (25 %) est affectée
par les facteurs de stress socio-environnementaux. Or, nous avons précédemment montré
que 85% du répertoire TCRP sont affectés par I'exposition a I'hypergravité durant la gestation
(Ghislin et al. 2015). Il semble donc que les facteurs socio-environnementaux impactent plus

faiblement le répertoire TCRp.

2.3- Effets du modéle CUMS sur les effecteurs de la recombinaison V(D))

Les protéines RAG, Artemis et TdT sont trois facteurs indispensables au processus de
recombinaison V(D)J. Etant donné que I'exposition au CUMS induit des modifications de
I'utilisation des segments VB appartenant au répertoire mineur, nous nous sommes demandés
si ces modifications étaient liées a des perturbations de I'activité de ces trois effecteurs. Pour
répondre a cette question, nous avons étudié les signatures laissées par ces différents
facteurs : nombre de nucléotides (nt) manquants au niveau des extrémités des segments VB,
D et JB pour RAG, nombre de nt palindromiques ajoutés par Artémis et nombre de nt non

génomiques ajoutés pour la TdT.
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Dans le cas de RAG, nous avons pu mettre en évidence un profil de coupure conservé entre
toutes les conditions dans le nombre de nt manquants aux extrémités 3’V et 5’J (Figure 4A et
4C publication 2) ainsi que pour la longueur des segments D (Figure 4E). L’analyse des indices
de dissimilarité n’a pas mis en évidence de modification de ce profil (Figure 4B, 4D et 4F

publication 2).

Dans le cas d’Artémis et de la TdT, nous avons observé que 93% des séquences ne possedent
pas de nt palindromiques (Figure 5A publication 2) et 27 % ne possédent pas de nt non
génomiques au niveau des jonctions VD et DJ (Figure 5C publication 2). L’analyse des indices
de dissimilarité a révélé que I'ajout de ces nt palindromiques ou non génomiques au niveau
des jonctions n’est pas affecté par I'exposition au CUMS ou par le genre (Figure 5B et 5D

publication 2).

Pris ensemble, ces résultats indiquent que les activités des protéines RAG, Artémis et TdT, et
donc le processus de recombinaison V(D)J, ne sont probablement pas affectés par I'exposition
au CUMS durant la gestation et ne peuvent pas expliquer les différences d’utilisation de

segments VP observées au sein du répertoire mineur.

2.4- Impacts potentiels des modifications du répertoire mineur sur 'immunité
de I’hote

Nous nous sommes finalement demandés quel pourrait étre I'impact des modifications du
répertoire mineur sur I'immunité de I'h6te. Pour répondre a cette question, nous avons
comparé nos séquences de CDR3 de souriceaux avec d’autres séquences de CDR3 connues
pour avoir des propriétés autoréactives ou pour étre impliquées dans d’autres réactions
immunitaires (réponse a des agents pathogénes, réaction aux allogreffes ou aux cellules T liées
a une tumeur) (Figure 6B et 6D publication 2). Ainsi, nous avons montré que les CDR3 issus du
répertoire mineur des souriceaux CUMS et des souriceaux femelles pourraient étre plus
autoréactifs que ceux des souriceaux controles et des souriceaux males respectivement
(Figure 6A et 6C publication 2). En accord avec cette observation, une précédente étude a
montré que le répertoire TCR de souriceaux nouveau-nés est plus autoréactif que celui de
souris plus agées. Ceci serait d0 a une diminution du seuil des sélections thymiques chez les

souriceaux nouveau-nés (Dong et al. 2017). Il a aussi été suggéré que cette autoréactivité des
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récepteurs T pourrait leur conférer la capacité de reconnaitre un grand nombre de peptides
antigéniques différents (Wooldridge et al. 2012). En effet, la majorité des résidus est
impliquée dans la structure conformationnelle du TCR qui peut étre plus ou moins flexible
selon la constitution de sa séquence en acides aminés et peut influencer la capacité a
reconnaitre un grand nombre de peptides différents (Su and Davis 2013). Or, I'analyse des
séquences en acides aminés des CDR3 des souriceaux témoins et CUMS montre une forte
représentation des résidus glycines qui sont associés a la flexibilité et a la plasticité
conformationnelle des régions impliquées dans le site de reconnaissance antigénique (Figure
7 publication 2). Ces résultats suggérent donc que le répertoire TCRB des souriceaux, a la

naissance, est probablement constitué de CDR3 polyréactifs.

3- CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

En conclusion, nous avons montré que le répertoire TCRB est modifié, bien que le modeéle
CUMS appligué a des femelles gestantes n’‘impacte pas la lymphopoiese T des souriceaux. Ces
modifications pourraient induire une autoréactivité, et probablement une polyréactivité, plus
importante. Ainsi les capacités de défense des souriceaux face a un agent pathogene seraient

modifiées.

Etant donné que les missions spatiales futures seront de plus longue durée, il serait
intéressant d’étudier le répertoire TCRP chez ces souriceaux dont I'exposition au CUMS serait
prolongée jusqu’a lI'dge adulte. De plus, ces souris pourraient étre immunisées pour
déterminer leur capacité de réponse a des agents pathogenes. D’autre part, il serait
intéressant d’étudier a I’dge adulte le répertoire TCR des souriceaux nés de méres soumises
au modele CUMS durant la gestation, mais non soumis a ces stress aprés la naissance, afin de
voir si certaines caractéristiques du répertoire TCR liées au stress sont conservées a |'age

adulte.

De facon intéressante, les résultats de cette étude vont bien au-dela du domaine du spatial
puisqu’il est établi que ce modele peut étre utilisé pour mimer les stress rencontrés lors de la
vie quotidienne. Ainsi, d’'une maniére plus générale, ces résultats suggerent que le stress
rencontré lors de la gestation impacte le répertoire de la descendance et donc probablement,

sa capacité de défense face a un agent pathogene.
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socio-environnementaux rencontrés
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partiellement le répertoire TCR-f3
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Socioenvironmental stressors encountered during
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ABSTRACT: Spaceflights are known to affect the immune system. In a previous study, we demonstrated that
hypergravity exposure during murine development modified 85% of the T-cell receptor (TCR)-f3 repertoire. In this
study, we investigated whether socioenvironmental stressors encountered during space missions affect T lym-
phopoiesis and the TCR-p repertoire. To address this question, pregnant mice were subjected throughout gestation
to chronic unpredictable mild stressors (CUMS), a model used to mimic socioenvironmental stresses encountered
during space missions. Then, newborn T lymphopoiesis and the TCR- repertoire were studied by flow cytometry
and high-throughput sequencing, respectively. No change in thymocyte maturation or TCR expression were noted.
TCR-B repertoire analysis revealed that 75% of neonate TCR-f3 sequences resulted from the expression of 3
variable (V)P segments and that this core repertoire was not affected by CUMS. However, the minor repertoire,
representing 25% of the global repertoire, was sensitive to CUMS exposure. We also showed that the vari-
able (diversity) joining [V(D)J] recombination process was unlikely to be affected. Finally, we noted that the
CUMS neonatal minor repertoire was more self-reactive than the one of control pups. These findings show
that socioenvironmental stressors such as those encountered during space missions affect a fraction (25%) of
the TCR-B repertoire and that these stressors could increase self-reactivity.—Fonte, C., Kaminski, S., Vanet, A,
Lanfumey, L., Cohen-Salmon, C., Ghislin, S., Frippiat, J.-P. Socioenvironmental stressors encountered during
spaceflight partially affect the murine TCR-f repertoire and increase its self-reactivity. FASEB J. 33, 000-000 (2019).
www.fasebj.org

KEY WORDS: lymphopoiesis - immunity - T cell - lymphocytes - antigen receptor

Space is an adverse environment in which astronauts en-
counter different stressors (radiation, change in gravity
force, and socioenvironmental perturbation). Medical and
biologic findings from space missions have demonstrated
that this extreme environment negatively affects the im-
mune system (1, 2). Indeed, 15 of the 29 astronauts

ABBREVIATIONS: 11B-HSD, 11B-hydroxysteroid dehydrogenase; APC,
allophycocyanin; CDR, complementarity-determining region; CUMS,
chronic unpredictable mild stressors; DN, double negative; DP, double
positive; EF, elongation factor; GSP, gene-specific primer; HTS, high-
throughput sequencing; NR3C, nuclear receptor subfamily 3, group C; PE,
phycoerythrin; RAG, recombination activating gene; RSS, recombination
signal sequence; SN, single negative; SP, single positive; TBP, TATA
binding protein; TCR, T-cell receptor; V(D)], variable (diversity) joining
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involved in Apollo missions developed bacterial or viral
infections during, immediately after, or within 1 wk of
landing (3). Furthermore, medical data collected on 46
astronauts who spent 6 mo onboard the International
Space Station revealed that 46% of them faced immuno-
logic problems (4). It is therefore important to determine
how these conditions affect the development of immune
cells required to mount an immune response.

Some studies have been performed with that goal in
mind. A decreased number of bone marrow myeloid
progenitors, as measured by colony-forming assays, was
observed in space (5, 6). The culture of human CD34" bone
marrow progenitors during spaceflight confirmed the in-
hibitory effect of microgravity on erythropoiesis and mye-
lopoiesis (7). Changes in the maturation of granulocytic cells
in the bone marrow of C57BL/6 mice were also reported
after a 13 d spaceflight (8). Concerning lymphocyte devel-
opment, it was shown that hindlimb unloading, a model
frequently used to simulate spaceflight conditions, leads to
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decreased murine B lymphopoiesis, similar to aging (9). T
lymphopoiesis was also shown to be sensitive to
gravity changes, because reductions in CD4", CD8",
and CD4"CD8" thymocyte populations were report-
ed when murine fetal thymuses were cultured under
clinorotation (10). Furthermore, it was shown that
hypergravity exposure during gestation modify 85%
of the T-cell receptor (TCR)-B repertoire of newborn
mice (11).

TCR-B diversity is essential for host protection be-
cause 95% of T cells found in secondary lymphoid or-
gans harbor a TCR-a receptor (12, 13). This diversity
is generated by the random association of different
gene segments: a variable (V) and a joining (J) segment
for the a chain and a variable (V), a diversity (D) and
a joining (J) segment for the B chain. These associa-
tions happen during T lymphopoiesis, thanks to the
V(D)J recombination process which joins a D with
a ] segment and then a V segment with the DJ pair.
V(D)J recombination requires several effectors, such as
recombination-activating gene (RAG) proteins that in-
teract with recombination signal sequences (RSSs) lo-
cated 3’ of V, onbothsides of D, and 5’ of ] segments and
inflict DNA single-strand breaks between coding V, D,
or ] segments and noncoding RSSs, leading to the for-
mation of hairpin-sealed coding ends (14). In further
steps, Artemis opens hairpin loops, eventually creating
palindromic sequences corresponding to short inverted
repeats of the segment terminal sequence (15). These
steps are followed by nucleotide deletions and inser-
tions at the junctions and ends with ligation. The end
product is the third complementarity-determining re-
gion (CDR)-3 of TCR chains, a short and highly variable
region that interacts with antigenic peptides presented
by major histocompatibility complex molecules.

In this study, we investigated whether socioenvironmental
stressors encountered during space missions affect
T lymphopoiesis and TCR-B repertoire diversity. To
address this question, we exposed pregnant mice,
throughout gestation, to chronic unpredictable socio-
environmental stressors of various nature and mild
intensity separated by resting periods (CUMS model).
Indeed, we recently showed that this model mimics some
spaceflight-induced immunologic changes (16). Then, we
studied newborns’ T lymphopoiesis and TCR- repertoire
by flow cytometry and high-throughput sequencing
(HTS), respectively. We decided to work on pups con-
ceived and born under this combination of stressors to
ensure that T lymphopoiesis and the creation of TCR-B
repertoire diversity occurred exclusively under these
conditions, as both processes start in utero, thereby elimi-
nating the potential effects of previous development un-
der standard conditions.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Experiments were conducted on 10-wk-old C57BL /6N mice
provided by Charles River Laboratories (Bois des Oncins,
Saint-Germain-Nuelles, France). On arrival, animals were
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housed for 2 wk in standard cages under controlled condi-
tions in the animal facility of the INSERM Unité Mixte de
Recherche 894 laboratory (Paris, France). These conditions
were as follows: animals were provided food and water ad
libitum in a quiet room with constant temperature (22°C),
50% relative humidity, and 12-h light-dark cycles (dark
period 8 PM—8 AM). Females and males were then mated by
placing 4 females with a different male every day for 3 d.
Females were then randomly divided into 2 groups: 1 con-
trol group housed in standard cages in groups of 2 and
1 group of mice individually subjected to CUMS. CUMS
exposure extended up to the postpartum day. This experi-
ment was performed twice. The first experiment generated
28 control pups and 29 CUMS pups. The second experiment
generated 24 control pups and 31 CUMS pups. Experimental
procedures were conducted in accordance with National
Legislation. Furthermore, the French Ministry of Research
approved the CUMS procedure (00966.02).

CUMS exposure

Mice of the CUMS groups were subjected to 6 different
unpredictable mild socioenvironmental stressors: 30° cage
tilt for 1, 2, or 15 h; confinement in a small cage (11 X 8 X
8 cm) for 1 or 2 h; paired housing for 2 h; one 15 h overnight
period with difficult access to food without a reduction in
the daily food ration; one 15-h overnight period with per-
manentlight; and one 15-h overnight period ina soiled cage
(50 ml of water in 1000 ml of bedding). These stressors were
delivered according to Pardon et al. (17) and Gaignier et al.
(16). Stress periods that lasted 1 h in the morning, 2 h in the
afternoon, and 15 h at night (6 PM—9 AM) were always sep-
arated by stress-free intervals of at least 2 h to avoid any
habituation process. Animals were also placed on a re-
versed light/dark cycle between Friday evening and
Monday morning. This procedure was scheduled over a
1-wk period and repeated throughout the 3 wk of experi-
mentation. The control group was left undisturbed in an-
other room of the animal facility, with 2 mice per standard
cage (37.5 X 21.5 X 18 cm).

Sample collection

At birth, pups were weighed and put to death by decapitation
between 8 and 10 AM to avoid fluctuations of corticosterone
concentrations caused by circadian rhythm. Blood samples col-
lected during decapitation were allowed to clot at ambient tem-
perature for 15 min and then centrifuged at 4°C and 4000 rpm for
20 min to collect serum samples that were stored at —80°C until
analysis. Tails were frozen at —80°C until analysis. Thymuses
were immediately dissociated in PBS-fetal bovine serum 2%
buffer. Thymocytes were then counted with a Scepter 2.0 Cell
Counter (MilliporeSigma, Burlington, MA, USA;; 1.5 X 10° cells
were used for flow cytometry analyses and 10" cells for RNA
extraction.

Genotyping

To determine the gender of each pup, tail genomic DNA was
extracted with the NucleoSpin Tissue Kit (Macherey Nagel,
Hoerdt, France). This DNA was used to amplify the Forkhead
box-L2 (FoxI2) gene present in female and male genomes and the
sex-determining region Y (Sry) gene present only in the male
genome. PCR was performed with 100-200 ng genomic DNA, 0.6
U Taq Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) and 0.7 uM of specifics primers (Table 1). PCR products
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were run on a 1% agarose gel to identify males (FoxI2" Sry™) and
females (FoxI2* Sry ™).

Corticosterone quantification

Corticosterone was quantified in serum samples using the Cor-
ticosterone Enzyme Immunoassay Kit (Arbor Assays, Ann Ar-
bor, MI, USA). All samples were analyzed in duplicate.
Calibrators were included in the plate. Absorbance at 405 nm was
measured and concentrations, calculated from a standard curve,
were expressed in nanograms per milliliter.

Flow cytometry

Thymocytes (5 X 10°) were stained with the following com-
binations of antibodies: anti-CD4-phycoerythrin (PE) (RM4-
5), anti-CD8a-PE-Cy7 (53-6.7), anti-CD25-FITC (3C7), and
anti-CD44-allophycocyanin (APC) (IM7); or anti-CD4-PE
(RM4-5), anti-CD8a-PE-Cy7 (53-6.7), and anti-TCR-B-FITC
(H57-597). Cell populations were identified based on the ex-
pression of the following markers: DN1 (CD4~ CD8™ CD25™
CD447), double negative (DN)-2 (CD4~ CD8~ CD25" CD44"),
DN3 (CD4~ CD8™ CD25"CD44 ), DN4 (CD4~ CD8™ CD25~
CD447), double positive (DP) (CD4" CD8" CD25~ CD44"),
immature simple positive (ISP)-8 (CD8* CD3!° TCR'), simple
positive (SP)-4 (CD4" CD8~ CD25~ CD44 "), and SP8 (CD4~
CD8"CD25 CD44~ CD3™ TCR™M). Cells were analyzed using
the CyAn ADP flow cytometer (Beckman-Coulter, Indian-
apolis, IN, USA), from the ImagoSeine platform (Centre Na-
tional de la Recherche Scientifique Unité Mixte de Recherche
7592, Institut Jacques Monod, Paris Diderot University, Sor-
bonne Paris Cité). Thymocytes from 20 control and 26 CUMS
newborns of the first experiment and 15 control and 20 CUMS
newborns of the second experiment were analyzed with
Flowjo software (Ashland, OR, USA). Anti-CD4-PE (RM4-5),
anti-CD25-FITC (3C7), anti-rat IgG2a « isotype control FITC
(RTK2758), and anti-TCR-B-FITC (H57-597) were purchased
from BioLegend (Ozyme; Saint Quentin Yvelines, France).
Anti-CD8a-PE-Cy7 (53-6.7), anti-CD44-APC (IM7), anti-rat
IgG2a « isotype control Pe-Cy7 (eBR2a), anti-rat IgG2a « iso-
type control PE (eBR2a), and anti-rat IgG2b « isotype control
APC (eB149/10H5) were purchased from eBioscience (Paris,
France).

Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted form thymocytes with the Nucleospin
RNA Plus Kit (Macherey Nagel). RNA was reverse transcribed
by using random primers, RNaseOut and Moloney murine leu-
kemia virus reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific).
qPCRs were performed with Takyon No Rox Sybr 2X Master
Mix Blue Deoxythymidine Triphosphate (Eurogentec, Angers,
France) and a Mastercycler Realplex” Real-Time PCR System
(Eppendorf, Hamburg, Germany). The cycling protocol was
as follows: 3 min at 95°C, followed by 40 cycles of 15 s at 95°C
and 30 s at the annealing temperature indicated in Table 1.
Each quantitative PCR was performed in triplicate. Nuclear re-
ceptor subfamily 3, group C (NR3C)-1 and 11B-hydroxysteroid
dehydrogenase (HSD)-1 relative expression by comparison
to 3 housekeeping transcripts [elongation factor 1 (Efl)-a,
glucuronidase-B, and TATA binding protein (TBP)] were per-
formed as described by Huin-Schohn et al. (18). Primer pairs were
designed in different exons to ensure that they could not hy-
bridize to potential traces of genomic DNA, and their specificity
was checked with a Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

SPACE SOCIOENVIRONMENTAL STRESS AND TCR DIVERSITY

search through the National Center for Biotechnology Informa-
tion (Bethesda, MD, USA).

Sequencing

The VDJ rearrangements contained in newborn TCR- heavy
chain mRNAs were amplified by 5 rapid amplification of
c¢DNA ends PCR using the Smarter RACE cDNA Amplifica-
tion Kit (Takara Bio, Inc., Mountain View, CA, USA). In brief,
for the 2 CUMS and control experiments, equal amounts of
total RNA extracted from the thymus of 6 CUMS males (3
randomly chosen in 2 different litters) were mixed and reverse
transcribed according to the instructions of the manufacturer.
The same method was used with RNA extracted from the
thymus of 6 CUMS females, 6 control males and 6 control
females. Then, 2 successive PCRs were performed to amplify
TCR-B VD] associations in control and CUMS samples of both
genders. The first PCR was performed with gene-specific
primer (GSP)-1 (Table 1), which anneals to the first constant
domain of Cp1 and CB2 and the universal primer mix (UPM)
of the kit. The second PCR was performed on an aliquot of the
first PCR using another gene-specific primer (GSP-2), which
anneals upstream of GSP-1 in the first constant domain of C1
and CB2, and the nested universal primer (NUP), which an-
neals to UPM. PCR products generated by the second PCR
were separated on an agarose gel, and those of the expected
size were purified with the Nucleospin Gel and PCR Clean-up
Kit (Macherey Nagel). Finally, libraries were prepared by
adding Illumina adapter sequences (NEBNext Index Primer;
Mlumina, San Diego, CA, USA) by PCR. HTS of these librar-
ies was conducted from both ends to get the entire sequences
of VDJ rearrangements using the MiSeq Illumina apparatus
of the FR3209 research federation (Vandceuvre-lés-Nancy,
France) following Illumina’s standard protocol. Sequencing
data were analyzed using IMGT/High V-quest software (19)
(http:/fwww.imgt.org). Then, obtained data were analyzed
with a software specifically designed for this project. Se-
quencing data have been deposited to the NCBI Sequence
Read Archive (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) under acces-
sion numbers SRP116396 (first experiment) and SRP116369
(second experiment).

Software dedicated to the analysis of
VDJ sequences

A software written in Perl, an efficient editing language, was
created to calculate the parameters necessary for our studies. This
software parsed 8 different files, corresponding to 8 different
samples, produced by IMGT/High V-quest. Two to four seconds
of execution was necessary to analyze a file. This execution time
was proportional to the number of lines to process, each line
corresponding to 1 sequence. For the first experiment, there were
391,106 lines for control females, 203,078 lines for control males,
321,252 lines for CUMS females, and 172,252 lines for CUMS
males. For the second experiment, there was 350,000 lines for
control females, 442,121 lines for control males, 350,000 lines for
CUMS females, and 375,190 lines for CUMS males. The software
examined each row and defined those having a CDR3 and a
productive functionality. The redundancy of this set of CDR3
sequences was then calculated. A new set of results consisting of
1 representative of each CDR3 sequence expressed 1 or more
times was then generated. The number of sequences with unique
CDR3s was 16,242 and 12,674 for control females, 10,054 and
21,106 for control males, 14,400 and 14,156 for CUMS females,
9,775 and 15,378 for CUMS males, the first value corresponding
to the first experiment and the second one to the second experi-
ment. From this set of results, the following were calculated: the
frequency of each V, D and ] segment; the length of D; the number
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TABLE 1. Primers

Sequence, 5'-3’

Target Forward Reverse Annealing temperature (°C)
Sry AGCCTGCAGTTGCCTCAACA GTGGGGATATCGACAGGCTGCAA 63
FoxL2 GGCGAGCGCAAGGGCAACTA TCCTCCGCTCCCGAAGAGCC 63
NR3CI CAAGGGTCTGGAGAGGACAA TACAGCTTCCACACGTCAGC 61
110HSD1 TGCTTATTCTAAACCACATCAC TCTGCTTCAGCATGGGCAAGGC 58
Efla AGAACCAGGCCAGAACCGAA GCAGCTGAGACTCCTTTCCA 61
GUSB CCGATTATCCAGAGCGAGT CTCAGCGGTGACTGGTTCG 61
TBP CAAACCCAGAATTGTTCT ATGTGGTCTTCCTGAATCCCT 58
GSPI CCCACTGTGGACCTCCTTGCCATTCACC 68
GSP2 TACACGACGCTCTTCCGATCTCACGTGG 68
TCAGGGAAGAAGCCCCTGGCC
NUP CCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAAGC 68

AGTGGTATCAACGCAGAGT

GUSB, glucuronidase-3; NUP, nested universal primer.

of nucleotides deleted at 3’-V and 5'-] extremities; the number of
sequences having added nongenomic nucleotides; the frequen-
cies of palindromes at V-D and D-J junctions, and finally associ-
ations of all V segments with all ] segments for combinations
having no D, D1, or D2 segment.

weights, corticosterone serum concentrations and quantitative
real-time-PCR results. Homogeneity of variance was deter-
mined using the Levene test and the normality of distribution
was determined using the Kolmogorov-Smirnov test. When
homogenous variances and distributions were observed, 2-way

ANOVAs were done. When the variance and distribution were
not homogeneous, Mann—Whitney nonparametric tests were
performed. Values of P < 0.05 indicate significance. All results are
shown as means *+ SEM.

Indexes of dispersion were used to determine if differences in
TCR gene segment expression, or other criteria, exist between

Statistics and dispersion indexes

StatView software (SAS Institute, Cary, NC, USA) was used to
perform statistical analyses of newborn body and thymus

A Body weight B Thymus weight C Corticosterone
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Figure 1. Evaluation of stress in control and CUMS newborns. A, B) Newborn body (A) and thymus (B) weights. C)
Corticosterone concentrations in newborn sera determined by ELISA. D, E) Quantification, by quantitative real-time PCR of
NR3C-1 (D) and 11B8-HSD-1 (£) mRNAs in newborn thymocytes. These transcripts encode respectively the glucocorticoid
receptor and 113-HSD-1 involved in corticosterone activation. mRNA levels were normalized to 3 housekeeping transcripts. The
relative value obtained with control males was set to 1. Results are representative of the 2 CUMS exposures *seM. No statistically
significant differences were found by 2-way ANOVA.
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TABLE 2. Analysis of T lymphopoiesis in pups produced by control or CUMS-exposed mice

Variable DNI1 DN2 DN3 DN4 DP SP4 SP8
Ctl (n = 20) 0.63 = 0.07 0.36 = 0.04 2.23 = 0.10 211 = 0.21 81.66 * 1.05 3.22 = 049 1.67 £ 0.17
CUMS (n = 26) 0.53 = 0.02 0.38 = 0.03 259 £ 0.20 2.36 = 0.18 81.80 = 0.60 253 £ 0.28 2.13 = 0.10

Data are percentages = sem of total newborn thymocytes in the different maturation stages determined with anti-CD25, anti-CD44, anti-CD4,
and anti-CD8 antibodies. Results are representative of the 2 CUMS exposures. Two-way ANOVA did not reveal statistically significant differences.
DN, double negative cells; DP, double positive cells; SP, simple positive cells.

groups. The following formula shows, for example, how these
indexes were calculated for TCR gene segment expression (Eq. 1):

n
I(group A — group B)=0.5* Y| F of segment, from group
=1

A - F of segment, from group B)|

where F is the frequency of a given V segment in 1 group of
animals and 7 is the number of V segments present in the murine
TRB locus on chromosome 6.

These indexes range between 0 and 1. Two tests were
performed to analyze obtained indexes. First, we determined
whether indexes were statistically superior to a 0.05 threshold
(which corresponds to a 5% variation of indexes) using a
unidirectional nonparametric Mann-Whitney test and values
of P < 0.05 to indicate significance. When more than 2 groups
of indexes were considered, the Kruskal-Wallis nonpara-
metric test and the post hoc associated test were performed.
Second, we compared CUMS vs. control indexes as well as
female vs. male indexes to evaluate the effects of CUMS ex-
posure or gender. In this case, statistical analyses were per-
formed using paired tests. For comparison of 2 groups of
indexes, Wilcoxon tests were performed. For comparison of
more than 2 groups of indexes, the Friedman test and its post
hoc associated test were performed. All these statistical
analyses were performed with the programs on the Anastats
website (http://www.anastats.fr/outils.php).

RESULTS
Evaluation of stress in newborn mice

To evaluate stress in newborn mice, we first de-
termined body and thymus weights. No difference was
observed between the different groups of pups (Fig.
1A, B). We also quantified serum corticosterone (Fig.
1C), the most studied stress hormone in rodents, and
transcripts coding for proteins involved in corticoste-
rone action within the thymus (Fig. 1D, E) because
circulating and locally produced glucocorticoids can
impact T lymphopoiesis (20). Again, no statistically

TABLE 3. TCRf3 expression levels

significant difference was detected between groups,
suggesting that maternal CUMS exposure minimally
stresses newborns.

T lymphopoiesis in newborns

To be sure that T lymphopoiesis was not affected by
CUMS exposure, we determined the percentages of
pups’ thymocytes according to their maturation stage.
Control and CUMS pups were randomly selected for
these analyses because it was not possible to geno-
type them before performing flow cytometry analysis.
Later on, when genotyping data were available, we
noted that we did not obtain a balanced number of
males and females between the different litters. Con-
sequently, flow cytometry data could not be analyzed
according to gender. As expected, Table 2 shows that
the DP population was predominant in newborns’
thymus, whereas the DN1 and DN2 populations were
the less abundant cell types. DN3 and DN4 were as
abundant as the more mature SP4 and SP8 stages.
These low amounts of mature T cells were age-related.
No significant difference between CUMS and control
newborns was observed at any stage of T-cell matura-
tion. We also determined TCR- expression levels in
DN, DP, ISP8, SP4, and SP8 cells (Table 3). Again, no
differences were observed between groups. These data,
combined with those presented above, demonstrate
that exposure to chronic, unpredictable, mild socio-
environmental stressors during gestation did not in-
fluence neonatal T-cell development.

Consequences of CUMS exposure on nhewborn
TCR-B repertoire

Although CUMS exposure did not impact thymocyte
subpopulations and TCR-f expression on these cells, we
could not exclude that it did not affect the repertoire of

Variable DN DP ISP8 SP4 SP8
Ct (n = 20) 6.5 = 0.1 9.5 £ 23 142 = 0.2 154.6 = 10.4 1785 = 1.4
CUMS (n = 26) 6.6 £ 0.3 11.6 = 0.5 14.3 = 0.7 152.4 = 14.2 181.8 * 6.7

TCR-B expression on DN, DP, ISP8, SP4 and SP8 cells (geometric mean of fluorescence intensity)

determined with anti-CD4, anti-CD8 and anti-TCR-3 antibodies. Results are representative of the 2 CUMS
exposures. Data are means = sEM. Two-way ANOVA did not reveal statistically significant differences. DN,
double negative cells; DP, double positive cells; ISP8, immature simple positive cells; SP, simple positive
cells.
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Figure 2. TCR- gene segment usages in control and CUMS newborns. A, C, E) VB (A), JB (C), and DB (k) segment usages in
TCR-B transcripts of pups. Means of 4 independent measures from 2 independent experiments. Means * sp are shown. B, D, F)
Dispersion indexes of VB (B), JB (D), and DB (F) segments for CUMS wvs. control and for female vs. male comparisons. Each dot
corresponds to 1 measure, and the gray line indicates the median. Statistically significant differences by comparison to the 0.05
threshold were observed for the minor VB repertoire for both comparisons with the Kruskal-Wallis (KW) test and its post hoc
associated test. For JB and DB indexes, no statistically significant differences by comparison to the threshold were noted with the
Mann-Whitney (MW) test. Furthermore, for VB dispersion indexes, statistically significant variations between comparisons were
identified with the Friedman test and its associated post hoc test, whereas no such difference was noted for JB or DB by the
Wilcoxon test. NS, no significant difference between comparisons; S, statistically significant difference from the threshold
(Pstatistically significant differences between comparisons); t, a tendency.
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TCR-B chains. To examine this possibility, we constructed
TCR-B ¢cDNA libraries, which were subjected to HTS,
with RNA extracted from the thymus of 6 males and 6
females belonging to 2 different litters for each group of
pups and for both experiments. The purpose of this strat-
egy was to reduce interindividual variability. Then, we
extracted unique sequences from HTS data to eliminate
potential PCR biases and clonal expansions. This selec-
tion was based on CDR-3 nucleotide sequences, be-
cause it is the most diverse part of TCR transcripts. We
obtained 9,775-21,106 unique sequences per group of
which 15-18% were nonfunctional and not analyzed.

TCR-B segment usages

As functional TCR- genes are created by the assembly of
V, D, and ] segments during T lymphopoiesis, we ana-
lyzed V, D, and ] segment usages in our libraries. The
analysis of V- segment usage (Fig. 2A) revealed that the
newborn TCR-f repertoire can be divided into a core
repertoire resulting from the expression of 3 V3 segments
(V12-2, V13-2 and V13-3) and a minor repertoire resulting
from the expression of the other 19 V3 segments available
in the TRB locus located on murine chromosome 6. Core
and minor repertoires represented 75 and 25% of the total
repertoire, respectively. Furthermore, V@ dispersion in-
dexes revealed that the core repertoire was very stable
because its indexes were below the 5% threshold (Fig. 2B).
In addition, the core repertoire was not affected by gen-
der or CUMS exposure, given that no statistically signifi-
cant difference was noted between both comparisons.
In contrast, the minor repertoire was more variable,
because its indexes were statistically above the 5%
threshold. Moreover, a statistically significant differ-
ence was observed between core and minor repertoires
for the female vs. male comparison and a trend toward
statistical significance was observed for the CUMS uvs.
control comparison.

Concerning other gene segments, we noted that JB
segments belonging to subgroup 2 were more frequently
used than those belonging to subgroup 1 (Fig. 2C). In the
same way, we noted that the 2 available D segments were
used by control and CUMS pups with a preference for D1
(Fig. 2E). The analysis of JB and D dispersion indexes
(Fig. 2D, F) showed that variations were always below the
5% threshold.

Thus, although no change in J3 or DB segment usages
were noted, our data revealed differences between core
and minor VB repertoires and suggested that CUMS ex-
posure during gestation affects the minor repertoire.

Associations between TCR-B gene segments

To precise these results, we studied associations be-
tween VB and JB segments in core and minor reper-
toires (Fig. 3). Ds were not taken into account, because
there are only 2 D segments in the murine TRB locus
and the indexes did not reveal any changes in their
expression (Fig. 2E, F). These analyses showed that
VBJB associations are stable within the core repertoire,
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Figure 3. Dispersion indexes of combinations between VB and
JB segments in core and minor repertoires. Indexes were
calculated for CUMS wvs. control and for female wvs. male
comparisons in both repertoires. Each dot corresponds to 1
measure and the gray line indicates the median. Statistically
significant variations by comparison to the 0.05 threshold were
determined with the Kruskal-Wallis (KW) test and its post hoc
associated test with the results indicated beneath the graph. A
statistically significant difference, by comparison to the thresh-
old, was noted only for the CUMS vs. control comparison within
the minor repertoire. Furthermore, using the Friedman test and
its post hoc test, we noted that dispersion indexes for both CUMS
vs. control comparisons were significantly different. NS, no
significant difference; S, statistically significant difference from
the threshold (statistically significant differences between com-
parisons, by post hoc Friedmann test).

regarding both the 5% threshold and the 2 types of
comparisons (Figs. 2B and 3). Again, we noted that
minor repertoire dispersion indexes were above the 5%
threshold but in this case, a statistically significant
difference was observed only for the CUMS vs. control
comparison. A difference was also observed between
core and minor repertoires for the CUMS vs. control
but not for the female vs. male comparison.

These data confirm that the core repertoire does not
depend on gender and is not affected by CUMS exposure
during gestation, whereas the minor repertoire is more
variable and sensitive to this combination of socio-
environmental stressors.

Impact on V(D)J recombination

Given that the TCR-B repertoire is created by V(D)J re-
combination during T-cell maturation, we wondered
whether this process could be altered. To address this
question, we first examined signatures left by RAG pro-
teins. When RAG proteins cut DNA between coding seg-
ments and RSSs, some nucleotides can be deleted at the
3'-end of V, on both sides of D, and at the 5’-end of the ]
segments. Consequently, we determined the length of DB
and the number of nucleotides trimmed off VB and JB
segments to find whether the position of RAG cleavage
sites would be affected by gender or CUMS exposure (Fig.
4). We observed that 27% of VB (Fig. 4A) and 13.5% of ]
(Fig. 4C) sequences did not present deleted nucleotides
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Figure 4. Nucleotides trimmed off V@, JB, and DB segments. A, C, E) Distribution of sequences according to the number of
genomic nucleotides removed at the 3'-end of VB, at the 5-end of JB, or at both ends of the DB segments during V(D)]
recombination. Means of 4 independent measures from 2 independent experiments * sp are shown. B, D, F) For each analysis,
indexes of dispersion for CUMS vs. control and for female vs. male comparisons were calculated. Each dot corresponds to 1
measure, and gray lines indicate medians. Mann-Whitney (MW) tests did not reveal statistically significant differences by
comparison to the 0.05 threshold for the 3 dispersion indexes. Wilcoxon tests showed that dispersion indexes for CUMS wvs.
control comparisons were different from those for female vs. male comparisons regarding the number of nucleotides deleted at

the 3’-end of VB or at the 5'-end of JB segments.

and that the maximum number of missing nucleotides was
17 for VB and 24 for JB. These observations indicate that
the area subjected to RAG action was wider on J than on
VB segments. Furthermore, V3 missing 1 nucleotides were
less frequent than those missing 2 nucleotides. In the same
way, JB missing 1 or 2 nucleotides were less frequent than
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those missing 3 or 4 nucleotides. These observations sug-
gest either that VD] associations missing the last nucleo-
tides of VB and the 2 first nucleotides of JB were less
frequently selected or that RAG proteins were less easily
cut close to recombination signals. Variations in the
number of deleted nucleotides were not significantly
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different from the 5% threshold for the 3 types of segments,
even if some significant differences were noted between
comparisons (Fig. 4B, D, F).

Signatures left by 2 other proteins involved in V(D)]
recombination were similarly analyzed: Artemis, which is
responsible for palindrome appearance, and terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT), which is responsible
for nucleotide additions. We noted that a mean of 93% of
the sequences did not present palindromes at their V-D or
D-Jjunctions (Fig. 5A) and that corresponding dispersion
indexes (Fig. 5B) were below the 5% threshold. In the same
way, dispersion indexes of sequences, with or without
added nucleotides, were not significantly different from
the threshold (Fig. 5D).

These data indicate that RAG, Artemis, and Tdt activ-
ities, and consequently, the V(D)] recombination process,
are unlikely to be affected by gender or CUMS exposure.

Potential impact on immunity

Finally, we wondered about the impact of minor repertoire
changes on host immunity. To address this question, we
searched for 34 CDR-3B, known to have self-reactive
properties, and 91 CDR-3, associated with 3 other cate-
gories of immune reactions (immunity to foreign patho-
gens, allograft reactions, or tumor-related T cells), in
healthy C56BL/6 mice (21) in our sets of neonatal CDR3
sequences. Despite the inherent limitation of such an ap-
proach (it is limited by the number of CDR3s with speci-
ficity established in healthy mice of the same strain), the

findings clearly showed that CUMS and female neonatal
minor repertoires contained statistically more self-reactive
CDR3s than the minor repertoire of control or male pups,
respectively (Fig. 6A, C). Moreover, both repertoires con-
tained CDR3, which can contribute to mounting an im-
mune response (Fig. 6B, D).

DISCUSSION

In this study, we investigated the impact of prenatal expo-
sure to the CUMS model, used to mimic socioenvironmental
stressors encountered during space missions (16), on new-
born T lymphopoiesis and the TCR-f repertoire.

We first noted that this model that does not modify
gestation duration, litter size, or litter weight (22) but al-
ters maternal pup care behavior (17) and sensitizes the
offspring to neonatal excitotoxic brain lesions (23), does
not affect T-cell maturation or thymocyte TCR expression.

Reaching the second objective required the character-
ization of the neonatal TCR-B repertoire of C57BL /6 mice.
Comparison of this repertoire with the one previously
described for adult mice (24-26) revealed a set of charac-
teristics already fixed at birth, such as the preference for
DB1 over DB2 and the marked preference for JB seg-
ments belonging to subgroup 2 over those belonging to
subgroup 1, which was shown to be independent of
repertoire selection events (24). Other parameters were
different between newborns and adults, such as the
frequency of nonfunctional TCR-B transcripts (~2% in
adults vs. 15-18% in newborns) and V segment usage
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(TCR-B repertoire dominated by 3 V@ innewborns, which
is not the case in adults). Such differences between neo-
natal and adult repertoires have already been reported. It
was shown, for example, that the number of expressed

human VB segments increases between the prenatal pe-
riod and the age of 1-2 yr and that the expression of some
VB segments is age related (27), indicating that the di-
versity of the TCR repertoire is age dependent. In the same
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Figure 7. Amino acid frequencies at each position within TCR-8 CDR3 regions. CDR3s were defined according to the international
ImMunoGeneTics information system. The height of each letter indicates the relative frequency of the corresponding amino acid at
that position. CDR3s have been classified according to their size. Amino acids were grouped into 6 categories: polar GYC (green),
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way, Sethna and colleagues (28) reported that the choice
of murine VB segments varies with age. These differences
can be attributed to selection events. Indeed, it has been
shown that differences in thymic selection in young vs.
adult mice skew the TCR repertoire (29). Another expla-
nation could be epigenetic, as it has been shown that the
selection of gene segments for V(D)] recombination de-
pends on chromatin conformation (25) and that epigenetic
changes control recombinase recruitment (30).

Concerning the effects of chronic exposure to unpre-
dictable mild socioenvironmental stressors during gesta-
tion on newborn TCR-B repertoire, we noted that the core
TCR-B repertoire is not affected by CUMS, whereas the
minor TCR-B repertoire, representing 25% of the global
repertoire, is sensitive to this combination of socio-
environmental stressors. This observation strongly sug-
gests, in agreement with Wooldridge et al. (31), that the core
repertoire is important for newborn immunity. Furthermore,
we previously showed that hypergravity exposure during
murine development modified 85% of the TCR-B repertoire
(11), and it appears that socio-environmental stressors have
less impact on this repertoire than gravity changes.

In a search for an explanation for CUMS-induced minor
repertoire changes, we examined imprints left by enzymes
involved in V(D)] recombination. However, analyses of
deleted nucleotides at segment ends and of palindromes
and nongenomic added nucleotides did not highlight al-
terations of this genetic process. Ward et al. (32) deduced a
similar conclusion from their study of the Ig repertoire of
35-wk-old unimmunized mice that were sent on a short
trip and stay on the International Space Station. Note that
this conclusion does not preclude that differences in rep-
ertoires could not be seen upon antigen challenge. Changes
in DNA accessibility could explain CUMS-induced changes.
Indeed, epigenetic modifications are sensitive to stressing
events, considering that it was shown that early life
events interfere with normal developmental evolution of
DNA methylation profile in T cells (33). Furthermore, it was
shown that chromatin structure impacts segment usage, that
recognition of recombination signals and RAG efficacy re-
quire the eviction of 2 histones (H2a and H2b) and that RAG-
2 recognizes lysine 4 trimethylation on histone H3 before
initiating V(D)] recombination (25, 34, 35).

Finally, to evaluate the potential impact of minor rep-
ertoire changes on host immunity, we searched for CDR38
associated with different immune reactions in our sets of
sequences. This study revealed that the neonatal repertoire
contains self-reactive CDR3 and that the frequency of
these CDR3 is higher in the minor repertoire of CUMS
pups. Previous studies have demonstrated that the neo-
natal TCR-B repertoire has cross-reactive properties (29).
Wooldridge et al. (31) suggested that a high level of re-
ceptor degeneracy, enabling each TCR to recognize mul-
tiple peptides, developed during evolution. According to
that group, this recognition would allow the limited pe-
ripheral T-cell compartment to successfully provide im-
munity to the vast array of possible different peptides.
Our analysis of CDR3 amino acid composition (Fig. 7)
supports this hypothesis; it revealed an overrepresentation
of glycine residues, known to be associated with confor-
mational plasticity/flexibility, in these regions implicated
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in antigenic peptide recognition. This glycine-based plas-
ticity is also present in antibodies from lower vertebrates,
supported by the finding that amphibian IgM heavy chain
CDR3s contain 1.6-2.2 times more Gly than corresponding
murine CDR3s (36).

In summary, despite the fact that CUMS involves
only mild socioenvironmental stressors and does not
modify the number of cells at the various stages of T
lymphopoiesis or TCR expression on neonate thymocytes,
it affects the minor TCR-B repertoire representing 25% of
the global repertoire and increases the frequency of self-
reactive CDR3 in that repertoire. This observation will
deserve further investigation because, during prolonged
missions (to Mars, asteroids, and other destinations), more
prolonged-development diseases such as autoimmunity
could occur (4). To precisely determine the consequences
of these changes on host immunity, it will be necessary to
determine whether CUMS exposure during gestation in-
fluences TCR-B repertoire diversity and immune re-
sponses of offspring at an adult age. Several studies have
evidenced stress-induced brain epigenetic imprinting and
have shown the long-term impact of prenatal stress ex-
posure on offspring behavior (reviewed in ref. 37). It is
therefore conceivable that such imprinting exists for im-
mune cells, as well. Finally, the results of this study go
beyond astronaut health protection because the CUMS
model can also be used to study the impact of stressors
encoutered in everyday life, and it is now well established
that stress can contribute to the development, or aggra-
vation of several diseases (38).
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Figure 25: Photographie d’une souris soumise au modeéle de suspension anti-orthostatique.
Les souris soumises au modele de suspension anti-orthostatique sont attachées par la queue.
Une inclinaison d’environ 30° entre le tronc et le sol est appliquée de sorte que seuls les

membres antérieurs touchent la grille au fond de la cage.
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1- INTRODUCTION

1.1- Le modeéle HU : un modeéle animal validé pour étudier les modifications
physiologiques engendrées par les vols spatiaux

Comme nous I'avons vu dans l'introduction, les vols spatiaux sont source de stress et peuvent
induire des modifications importantes au niveau du systéeme immunitaire adaptatif. La
difficulté a réaliser des expérimentations en vol, notamment pour des études mécanistiques,
a conduit au développement de modeéles terrestres permettant de mimer une partie des
perturbations rencontrées en vol. Le systeme de suspension anti-orthostatique (ou HU pour
« Hindlimb Unolading ») fait partie de ces modeles.

Celui-ci correspond a un modele de micropesanteur simulée, mis au point sur des rats dans
les années 70 par la NASA et qui est actuellement couramment utilisé avec des rats et des
souris (E. Morey-Holton et al. 2005). Il consiste a attacher les rongeurs par la queue a un
systeme de poulie de maniére a ce que leurs pattes postérieures ne touchent plus le sol,
gu’elles ne supportent aucunes charges et qu’il y ait une inclinaison d’environ 30°C entre le
tronc de I'animal et le sol (Figure 25) (E. R. Morey-Holton and Globus 2002). Bien qu’il ne soit
pas parfait, le modéle HU permet de reproduire sur Terre de nombreuses modifications
physiologiques similaires a celles observées chez des astronautes apres un vol spatial comme
la diminution de la masse musculaire, la diminution du volume osseux des membres
postérieurs, une redistribution des fluides corporels vers la téte ainsi qu’une altération de la
réponse du systeme immunitaire qui se caractérise notamment par une diminution de la
résistance aux bactéries (G. Sonnenfeld 2003; Gerald Sonnenfeld 2005; E. Morey-Holton et al.

2005; M. Li et al. 2014).

1.2- Effets du modeéle HU sur le systéeme immunitaire adaptatif

Le modele HU engendre de nombreuses modifications des systemes immunitaires inné et
adaptatif qui ne sont pas sans conséquence sur I'efficacité du systeme immunitaire vis-a-vis
d’agents infectieux. En effet, plusieurs études ont montré une diminution de la résistance des
animaux HU aux infections bactériennes de type Gram- associée a une augmentation de la

morbidité (Belay et al. 2002; Aviles et al. 2003; M. Li et al. 2014).
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Tableau 6: Effets similaires du modéle HU et du vieillissement sur 'immunité innée et

adaptative.
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Dans le cas du systéme immunitaire adaptatif, il a été montré que la suspension anti-
orthostatique engendre une involution du thymus (Steffen and Musacchia 1986) ainsi qu’une
atrophie splénique (Caren, Mandel, and Nunes 1980) qui se traduisent par une diminution de
plus de 50% du nombre de thymocytes et de lymphocytes T et B spléniques (L. X. Wei et al.
2003). De plus, notre équipe a montré que le modéle HU impacte de maniére plus importante
les LB spléniques (avec une diminution de plus de 60%) que les LT, engendrant ainsi une
modification de la proportion des sous-populations spléniques qui se traduit par une
diminution de plus de deux fois du rapport LB/LT comparé aux souris témoins (Gaignier et al.
2014). Par ailleurs, une autre étude a révélé une baisse de la réponse proliférative in vitro des
LT et des LB circulants en réponse a des mitogenes, d’environ 50 % pour les lymphocytes T et
d’environ 30% pour les LB chez les rats HU (Nash 1991). Enfin, ce modeéle a été montré comme
impactant la lymphopoiese B, plus précisément les stades pro-B, pré-B et Bimmature (Lescale

et al. 2015).

1.3- Objectifs de I'’étude : Le modele HU peut-il étre considéré comme un
modeéle d’immunosénescence ?

Comme nous l'avons vu, le modéle HU induit une atrophie musculaire et une réduction du
volume osseux. Ces deux phénomeénes sont observés chez les personnes ayant un mode de
vie sédentaire (Herrmann et al. 2015; Alghadir, Gabr, and Al-Eisa 2015) et chez les personnes
agées. De facon intéressante, plusieurs effets similaires, résumés dans le tableau 6, ont été
mis en évidence entre le vieillissement et le modéle HU. De plus, nos travaux menés en
collaboration avec I'unité INSERM UMRS940 (Paris), sur des souris C57BL/6 males agées de 3
mois soumises pendant 21 jours a une suspension anti-orthostatique, ont mis en évidence une
modification de la structure osseuse des souris HU similaire a celle observée chez des souris
agées, a savoir une diminution du volume osseux et du nombre de travées osseuses dans le
tibia (Lescale et al. 2015). Cette étude a également révélé chez les souris HU, une diminution
de la signalisation par le récepteur a I'IL-7 (essentiel a la différenciation des LB) associée a des
altérations de la lymphopoiése B, une fois encore similaire a celles observées chez les souris
agées (Lescale et al. 2015). Plus précisément, cette étude a montré une diminution des cellules
aux stades pro-B et pré-B, stades durant lesquels se produit le réarrangement génique de la

chaine lourde des Ig. Ces résultats suggerent donc que le processus de recombinaison V(D))
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responsable de la diversité du répertoire d’anticorps pourrait étre affecté aussi bien par la
suspension orthostatique que par le vieillissement. L'étude du répertoire d’anticorps de
cellules B spléniques et périphériques chez des individus agés, qui s’est révélé étre modifié et
moins diversifié au cours du vieillissement, a fait I'objet de plusieurs publications (S. C. Riley
et al. 1989; van Dijk-Hard et al. 1997; X. Wang and Stollar 1999; Kolar et al. 2006; Cancro et al.
2009). En revanche, a notre connaissance, aucune étude n'a abordé I'impact du vieillissement
sur la constitution du répertoire des Ig au sein de la moelle osseuse. De méme, aucune étude
ne s’est penchée sur |'effet du modeéle HU sur la diversité du répertoire des Ig. Le but de notre
étude a donc été de savoir si le processus de recombinaison V(D)J et la diversité du répertoire
de chaines lourdes d’IgM des cellules B de la moelle osseuse étaient affectés aussi bien par la
suspension orthostatique que par le vieillissement, afin de déterminer si le modele HU
pourrait étre utilisé comme un modele de vieillissement accéléré. Pour cela, nous avons
analysé I'expression des effecteurs de la recombinaison V(D)J, ainsi que le répertoire de
chaines lourdes d’lgM provenant de cellules de moelle osseuse de souris HU, agées et
controéles. Pour analyser le répertoire d’anticorps, nous avons créé une banque d’ADNc de
transcrits de chaine lourde d’IgM a partir des cellules de la moelle osseuse des différents
groupes de souris qui a ensuite été séquencée par séquencage haut débit. Les données de
séquencgage ont été analysées a I'aide du logiciel IMGT / High V-quest (Alamyar et al., 2012)

ainsi que d’un logiciel spécialement congu pour ce projet.

2- MATERIELS ET METHODES

2.1- Animaux

Les expérimentations ont été réalisées avec des souris C57BL/6J males agées de 14 semaines
(souris témoins et HU) a 18 mois (souris agées) (Charles River Laboratories, France). A leur
arrivée au laboratoire, les animaux ont été placés en groupe de deux ou trois par cage
standard durant plus de 8 semaines avant d’étre isolées de facon aléatoire pour les
expérimentations. Les animaux ont été logés dans des cages standards en plexiglas
transparent (longueur : 30 cm, largeur : 11 cm, hauteur : 12 cm), placées dans des armoires
ventilées (A-box, Noroit, France) et maintenues dans des conditions standard de luminosité

(cycles de 12 h de lumiére / 12 h d’obscurité) avec une température constante (22 ° C), une
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humidité relative de 50% et un libre accés a la nourriture et a I'eau. Les expérimentations in
vivo ont été conduites selon les directives de I’'Union européenne (2010/63/UE). De plus, le
protocole a été approuvé par le Comité d’Ethique Lorrain en Matiere d’Expérimentation

Animale (n° d’agrément : CELMEA-2012-0008).

2.2- Suspension anti-orthostatique

Deux expériences de suspension comprenant chacune 30 souris ont été réalisées. Pour la
premiere expérience, nous avons divisé les souris en trois groupes de 10 souris : un groupe de
souris contréles (placées seules dans des cages standard), un groupe de souris attachées
(attachées mais pas suspendues) et un groupe de souris suspendues ou HU placées seules
dans des cages fabriquées selon Chapes et al (longueur : 30 cm, largeur : 11 cm, hauteur : 26
cm) (Chapes et al. 1993). N’ayant observé aucunes différences dans nos analyses entre le
groupe de souris contrbles et le groupe de souris attachées, nous avons décidé, pour la
deuxieme expérience, de diviser les 30 souris en deux groupes : 15 souris contrdles et 15 souris
HU. L'angle de suspension pour les souris HU a été ajusté a 25-30 ° de sorte que seuls les
membres antérieurs touchent la grille au fond de la cage. Le protocole de suspension a duré

21 jours.

2.3- Recueil des échantillons

A la fin de I'expérimentation, les souris ont été anesthésiées a l'isoflurane et mises a mort par
dislocation cervicale entre 8h et 10h pour éviter les fluctuations de corticostérone dues au
rythme circadien. Le sang a été prélevé par ponction cardiaque et laissé coaguler a
température ambiante pendant 15 minutes. Le sérum a été recueilli aprés une centrifugation
a 4000 tr/min a 4 ° C pendant 20 minutes et conservé a -80 ° C. La moelle osseuse a été
recueillie a partir des tibias et fémurs des souris. Les hématies contenues dans la moelle
osseuse ont été lysées a I'aide du tampon RGB pendant 2 min (eBioscience, France). 10 mL de
PBS-SVF 2% ont été ensuite ajoutés et les cellules centrifugées a 1600 rpm pendant 5 min a
4°C. Les cellules ont été re-suspendues dans 5mL de PBS-SVF 2% puis comptées a I'aide du

compteur Scepter ™ 2.0 (Merck Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France).
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2.4- Quantification de la corticostérone

La corticostérone a été quantifiée a partir des échantillons de sérum par test ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) selon les instructions du kit « DetectX Corticosterone Enzyme
Immunoassay» (Arbor assays, Euromedex, France). Tous les échantillons ont été analysés en
duplicat. L'absorbance a 405 nm a été mesurée grace a un lecteur de plaque (WALLAC 1420

VICTOR2 microplate reader) et les concentrations, exprimées en ng/ml.

2.5- Cytométrie en flux

5 x 10° cellules de moelle osseuse ont été marquées a I'aide des anticorps suivant : anti—-B220-
PE (RA3-6B2 ; Ozyme, France), anti-CD43-FITC (S7 ; BD Biosciences, France), anti-CD19-APC-
Cy7 (1D3; Ozyme, France), anti-IgM-PE-Cy7 (R6-60.2 ; BD Biosciences, France). Ces
marqueurs ont permis d’identifier les sous-populations de lymphocytes B comme suit : pro-B
(CD19+/B220 low/CD43+/IgM-), pré-B (CD19+/B220 low/CD43-/IgM-), B immatures
(CD19+/B220 low/CD43-/IgM+) et B matures (CD19+/B220 high/CD43+/1gM+). Les cellules ont
ensuite été fixées et perméabilisées a I'aide du kit BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences,
France), puis incubées pendant 1h en présence soit d’'un anticorps anti-EZH2 (AP2512d,
Clinisciences, France), soit d’un anticorps anti-H3K27me3 (Merck Millipore, France), soit d’un
anticorps anti-H3K9me?2 (Active Motif, France). Les cellules ont été lavées puis incubées avec
un anticorps secondaire anti-lapin Pacific Blue (ThermoFisher, France) et enfin lavées.
L'acquisition des résultats a été réalisée sur le cytomeétre en flux Gallios (Beckmann and
Coulters, France) au sein de I'Unité Mixte de Service 2008. L’analyse des données a été réalisée

grace au logiciel FlowJo®(Tree Star Inc, OR, USA).

2.6- Transcription inverse et PCR quantitative

Les ARN totaux ont été extraits a partir de 107 cellules de moelle osseuse suivant les
instructions du kit Nucleospin® RNA plus (Macherey Nagel, Hoerdt, France). La transcription
inverse a été réalisée a I'aide de Random primers, de RNase OUT et de la transcriptase inverse

MMLYV (Invitrogen, Cergy Pontoise, France).
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Taille fragment

Température

Expérience Cibles Séquences des oligonucléotides (pb) hybridation (°C)
S:5' AGAACCAGGCCAGAACCGAA 3'
Efla AS: 5' GCAGCTGAGACTCCTTTCCA 3' 183 60,8
S: CCGATTATCCAGAGCGAGT
GUSB 197 60,8
AS: CTCAGCGGTGACTGGTTCG
= S: CAAACCCAGAATTGTTCT 131 58
AS: ATGTGGTCTTCCTGAATCCCT
S: 5'-GGCTCAGTCTACATCTGTACA- 3’
gPCR RAG 1 " ] 143 59,2
AS: 5-ACGGACTCATGATACGGATTG-3
S1: 5’-CGAAGACCTCGTTAGCTGTG-3’
TdT 140 60,8
AS: 5’-TCATGTCCAGTCATCTTACCC- 3’
5. 50 3
Artemis S2:5-CTAGGAGTCCGCACCACGT- 3 147 €0
AS: 5’-GGTGCAGGATATCAGGCATG- 3’
S: 5'-GCGTGTTTGAGAGACAGCAC-3'
PAX5 60
AS: 5'-GGCTCGTCAAGTTGGCTTTC-3'
GSP1  [5'-GAAGGAAATGGTGCTGGGCAGGAAGTCC-3'
UPM 5'-CTAATACGATCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'
5'RACE PCR 600-650 68
GSP2  [5'-TACACGACGCTCTTCCGATCTAGACAGGGGGCTCTCGCAGGAGACGA-3'
NUP 5'-AGACGTGTGCTCTTCCGATCTAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'

Tableau 7: Oligonucléotides utilisés pour réaliser les qPCR et les 5’RACE PCR.

Pour chaque couple d’amorces sont indiquées la séquence, la taille de I'amplification et la

température d’hybridation.
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L’évaluation des variations d’expression de RAG1, TdT, Artemis et Pax5 a été réalisée par qPCR
a I'aide du Takyon No ROX SYBR 2X MasterMix bleu dTTP (Eurogentec, Angers, France) et de
la gPCR Mastercycler® realplex2 (Eppendorf, Hambourg, Allemagne). Le programme de PCR
utilisé était : 3 min a 95 °C, suivies de 40 cycles de 15 sec a 95 °C et de 45 sec a la température
d'hybridation spécifique pour chaque couple d’oligonucléotides indiquée dans le tableau 7.
Ensuite, une courbe de fusion a été réalisée afin de s’assurer de la qualité de I'amplification.
Chaque amplification a été réalisée en triplicat. La quantification relative des ARN d’intéréts a
été réalisée par normalisation par rapport a 3 ARN de références (Efla, GUSB et TBP) selon le

modeéle de Pfaffl (Pfaffl et al. 2004).

2.7- Séquencage lllumina

Pour chaque groupe de souris, quatre sous-groupes de cing souris choisies aléatoirement ont
été créés. 200 ng d'ARN total extrait de cellules de moelle osseuse ont été mélangés au sein
de chaque sous-groupe. A partir de ces pools d’ARN, la transcription inverse a été réalisée
selon les instructions du kit SMARTer™ RACE (Clontech, Palo Alto, CA, USA). Les ADNc codant
les chaines lourdes d’IgM ont ensuite été amplifiés par 5’RACE PCR a 'aide du kit SMARTer™
RACE. Les oligonucléotides, GSP1 et GSP2, spécifiques des chalnes lourdes ont été définis dans
la région constante des IgM (Tableau 7). La premiére PCR a été réalisée a l'aide des
oligonucléotides UPM (fourni dans le kit) et GSP1. La seconde PCR, réalisée a partir d'une
dilution de la PCR précédente, a nécessité |'utilisation des oligonucléotides NUP (fourni dans
le kit) et GSP2. Les produits de PCR ainsi obtenus ont été séparés sur un gel d'agarose. Les
fragments correspondant a la taille attendue (600-650pb) ont été purifiés a I'aide du kit
Nucleospin® Gel et PCR Clean-up (Macherey Nagel, Hoerdt, France). Finalement, une
troisieme PCR a été réalisée sur une dilution de la purification, pour créer les banques d’ADNc
en utilisant des amorces adaptatrices de chez lllumina (NEBNext® Index Primer pour lllumina).
Les ADNc ainsi obtenus ont été séquencés en bidirectionnel a I'aide d’un MiSeq Illlumina de
I'UMS 2008 (Vandoeuvre-lés-Nancy, France). Les données de séquencage ont été analysées a

I'aide du logiciel IMGT / High V-quest (Alamyar et al. 2012) (http://www.imgt.org).
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2.8- Logiciel dédié a I'analyse de séquences VDJ

Un logiciel écrit en Perl, un langage d'édition efficace, a été créé pour calculer les parametres
nécessaires a nos études. Ce logiciel analysait seize fichiers différents, correspondant a seize
échantillons différents, produits par IMGT / High V-quest. Pour éliminer les potentiels biais de
PCR et les expansions clonales, seules les séquences uniques avec un CDR3 productif ont servi
a I'analyse. A partir de cet ensemble de résultats, il a été calculé : la fréquence de chaque
segment VH, D et JH ; le nombre de nucléotides manquants des deux cotés des segments D
ainsi qu'aux extrémités 3'-VH et 5'-JH ; le nombre de séquences ayant des nucléotides non
génomiques ajoutés au niveau des jonctions ; les fréquences des palindromes aux jonctions

V-D et D-J et |la taille des CDR3.

2.9- Statistiques

Les résultats des souris controles ont d’abord été comparés a ceux des souris attachées pour
vérifier que I'attache n’impacte pas les résultats. Les résultats des souris contréles ont ensuite
été comparés a ceux des souris HU pour voir I'effet du traitement. Le logiciel StatView (SAS
Institute Inc, Cary, Caroline du Nord, Etats-Unis) a été utilisé pour effectuer I'analyse
statistique des concentrations sériques de corticostérone, des résultats de RT-qPCR, des
analyses de cytométrie en flux et des analyses de séquencage haut débit. L'homogénéité de
la variance a été déterminée en utilisant le test de Fisher et la normalité de la distribution a
été déterminée en utilisant le test de Kolmogorov-Smirnov. Lorsque I’homogénéité des
variances et des distributions étaient observées, le test T de Student a été effectué. Lorsque
la variance et la distribution n'étaient pas homogenes, le test non paramétrique de Mann-
Whitney a été effectué. Les p-values <0,05 indiquent une significativité. Pour tous les résultats,
les moyennes + SEM sont présentées sauf pour les analyses du répertoire qui sont présentées

avec les moyennes + écart-type.

2.10- Indices de dissimilarité

Des indices de dissimilarité ont été utilisés pour déterminer si des variations existent entre les

groupes lors de l'analyse du répertoire BCR. La formule suivante montre, par exemple,
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Figure 26: Evaluation du stress chez les souris HU et agées

Quantification de la concentration en corticostérone sérique par ELISA a partir des sérums des
souris HU (n=10) comparés aux souris témoins (n=10) (A), ainsi que des sérums des souris
agées (n=19) comparés aux souris jeunes (n=19) (B).

Les SEM sont représentés sur les graphiques. Analyse statistique: *** : p < 0,001.
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comment ont été calculés ces indices (I) pour I'expression des différents segments géniques
VH entre le groupe jeune (J) et agé (A):

n
| (groupe A - groupe J) =0,5 * 2 | F segment i du groupe A - F segment i du groupe J) |

i=1
Ou F est la fréquence d'un segment V donné dans un groupe d'animaux et n est le nombre de

segments V présents dans le locus IgH murin situé sur le chromosome 12.

Dans ce calcul, afin d’évaluer la variabilité interindividuelle dans les groupes témoins (jeunes
pour les souris agées et contrbles pour les souris HU), chaque point pour chaque segment a
été comparé a la moyenne des quatre valeurs des témoins pour le méme segment.

Ces indices sont compris entre 0 et 1. Nous avons comparé les indices des groupes HU et agés
avec leurs témoins respectifs pour évaluer les effets de |'exposition a la suspension anti-

orthostatique et du vieillissement.

3- RESULTATS

3.1- Evaluation du stress chez les souris HU et agées

Afin d’évaluer |'état de stress des souris agées et HU a la fin des 21 jours d’expérimentation,
nous avons mesuré la concentration de corticostérone sérique par ELISA. Aucune différence
significative n’a été relevée entre les souris contrbles et HU (Figure 26A), alors qu’on observe
une diminution significative de la concentration de corticostérone sérique chez les souris
agées comparées au souris jeunes (Figure 26B). Il est intéressant de noter que l'analyse
statistique de la concentration de corticostérone entre les souris contréles et jeunes n’a révélé
aucune différence significative montrant ainsi la reproductibilité de nos analyses. Ces résultats
indiquent que les souris HU se sont adaptées aux conditions anti-orthostatiques et que nos

souris agées ne présentaient aucun état de stress.
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Figure 27: Exemple de résultats obtenus par cytométrie en flux pour I'analyse des
différentes populations de cellules B au cours de leur maturation.

Les LB ont été isolés a partir de la moelle osseuse des tibias et fémurs des souris. Les sous-
population ont été définies comme suit : pro-B (CD19+/B220 low/CD43+/IgM-), pré-B
(CD19+/B220 low/CD43-/I1gM-), B immatures (CD19+/B220 low/CD43-/IgM+) et B matures
(CD19+/B220 high/CD43+/IgM+). Les populations de lymphocytes ont été déterminées
comme dans les quatre exemples présentés ici. Les chiffres entre parenthéses correspondent
aux pourcentages de chaque population de cellules parmi les cellules de la moelle osseuse
totale.

A. Sélection des lymphocytes CD19+ parmi les cellules viables totales de la moelle osseuse
grace au profil taille/granulosité.

B. Parmi la population des lymphocytes CD19+, nous avons distingué deux populations en
fonction de I'intensité du marquage B220, les cellules B B220 lo (faible marquage B220) et les
cellules B220 hi (fort marquage B220). La population B220 hi contient une seule population,
les LB matures (non montrée ici). La population B220 lo contient les populations pro-B, pré-B
et B immatures.

C. Parmi la population de lymphocytes B220 lo on peut distinguer, en fonction de I'expression
de CD43 et d’'IgM, les populations pro-B (CD43+/IgM-), pré-B (CD43-/IgM-) et B immatures
(CD43-/1gM+).
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3.2- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur la
lymphopoiése B

Dans un premier temps, nous avons vérifié 'impact de la suspension anti-orthostatique (HU)
et du vieillissement sur la lymphopoiése B par cytométrie en flux. Une premiére analyse
globale des cellules CD19+ (permettant de détecter les cellules pro-B a B mature) nous a
permis de mettre en évidence une diminution de la proportion de ces cellules dans les deux
modeéles par rapport a leur contréle respectif (Figure 27A). Une analyse plus détaillée des
différents stades de maturation a également été réalisée a I'aide des marqueurs B220, CD43
et IgM (Figure 27 B et C). Ainsi, comme présenté dans les figures 28 A et B, nous avons observé
pour les souris HU et les souris agées une diminution significative des cellules pro-B et pré-B
par rapport a leur groupe contrdle. Pour le stade B immature, une diminution statistiguement
significative n’est observée que chez les souris dgées. Pour le stade B mature, la proportion de
ces cellules diminue chez les souris HU et augmente chez les souris agées. Cette derniere
différence peut étre expliquée par une différence de proportion des cellules au stade B mature
entre les groupes controles des souris HU et des souris agées. En effet, les contréles des souris
HU présentent un taux de 8% de B mature tandis que les controles des souris dgées (notées
jeunes dans les figures) ont un taux de 4%. Malgré cette différence, les résultats obtenus sont
globalement en accord avec ceux obtenus par Lescale et al (Lescale et al, 2015).

Ainsi, les stades pro-B et pré-B, transition ou a lieu la recombinaison V(D)J de la chaine lourde
des IgM, sont affectés de la méme maniere dans les deux modeéles. Cependant, la diminution
des cellules aux stades pro-B a Bimmatures chez les souris agées est deux fois plus importante
qgue celle observée chez les souris HU. Ceci suggere que la lymphopoiése B chez les souris

agées est plus impactée que chez les souris HU.

3.3- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur
I'expression des effecteurs de la recombinaison V(D))

L'étude de la lymphopoiese B par cytométrie en flux a révélé que le modele HU et le
vieillissement impactent la maturation des cellules B au stade pro-B. Or, c’est a ce stade que
débute le réarrangement de la chaine lourde du BCR. Nous nous sommes donc demandé si les

effecteurs de la recombinaison V(D)J étaient impactés par le modele HU et le vieillissement.
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Figure 28: Impact de la suspension anti-orthostatique et du vieillissement sur la
lymphopoiése B

Chaque sous-population a été identifiée par cytométrie en flux a partir de cellules de moelle
osseuse. Le pourcentage de cellules dans les stades pro-B, pré-B, B immature et B mature est
défini parmi la fréquence de I'ensemble des cellules de la moelle osseuse.

A. Pourcentage de chaque sous-population pour les souris controles (n=8) et HU (n=8)

B. Pourcentage de chaque sous-population pour les souris jeunes (n=13) et agées (n=13)

Les SEM sont représentés sur les graphiques. Analyse statistique: * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ;

**% . < 0,001.
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Pour répondre a cette question, nous avons analysé par qPCR |'expression de RAG1 (qui porte
I'activité catalytique dans le complexe RAG1/2), de TdT et d’Artemis dans les cellules de
moelle osseuse des différents groupes de souris (Figure 29). Une diminution significative de
I’'expression de RAG1 et de TdT est observée uniquement chez les souris dgées tandis que
I’expression d’Artemis n’est pas impactée. L’analyse de I’expression ayant été faite a partir de
I’ensemble des cellules de la moelle osseuse et non de cellules triées, cette différence peut
s’expliquer, au moins en partie, par le fait que nous avons constaté chez les souris agées une
diminution des cellules pro-B et pré-B plus importante que chez les souris HU lorsqu’elles sont
comparées a leur témoins respectifs. Cependant, nous ne pouvons pas exclure que la
diminution d’expression de RAG1l et de TdT puisse étre une conséquence directe du
vieillissement. Malgré tout, une variation ou une absence de variation de I'expression des
transcrits de ces enzymes n’exclue pas une modification de I'activité enzymatique qui

impacterait la diversité du répertoire de chaines lourdes du BCR.

3.4- Etude du répertoire BCR

Nous avons ensuite étudié le répertoire BCR afin de savoir si, d’'une part, I'activité des
effecteurs de la recombinaison V(D)J, et d’autre part, la diversité du répertoire, étaient
modifiées par le modele HU et le vieillissement. Pour cela, nous avons construit des banques
d’ADNc codant les chaines lourdes d’IgM. Chaque banque représente un mélange d’ARNm de
cing souris et quatre banques ont été réalisées pour chaque groupe étudié. Les différentes
banques d’ADNc ont ensuite été séquencées par séquengage haut débit. Pour I'analyse, les
séquences nucléotidiques de CDR3 uniques ont été isolées afin d’éliminer les biais de PCR et
d’expansion clonale. Ainsi nous avons obtenu 10 406 a 27 241 séquences uniques par groupe

dont 16-18% étaient non fonctionnelles et ont été exclues de I'analyse.
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Figure 29: Impact du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur I’expression
transcriptionnelle des effecteurs de la recombinaison V(D)J

Analyse de I'expression des ARNm codant RAG1, TdT et Artemis a partir des cellules totales de
moelle osseuse pour chaque groupe de souris. L'expression de ces ARN chez les souris HU
(graphiques de gauche) et les souris agées (graphique de droite) a été comparée a leur
témoins respectifs.

Les SEM sont représentés sur les graphiques. Analyse statistique: * : p < 0,05 ; ** : p< 0,01 ;

***:p<0,001.
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3.4.1- Etude des effecteurs de la recombinaison V(D)J

3.4.1.1- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur la
précision de coupure des protéines RAGs

Ayant observé une modification de I'expression de RAG1 chez les souris agées, nous avons
voulu savoir si son activité pouvait étre modifiée chez les souris HU et agées. Pour cela, nous
avons examiné les signatures laissées par les protéines RAG sur les séquences d’ARNm. En
effet, lorsque les protéines RAG coupent I'ADN entre les segments codants et les RSS, certains
nucléotides (nt) peuvent étre supprimés a I'extrémité 3' du segment VH, des deux cotés du
segment D et a I'extrémité 5' du segment JH (Lucas et al. 2015; “Antibody Diversity” 2012).
Ainsi, nous avons déterminé le nombre de nucléotides (nt) manquants au niveau des
extrémités 3’ des segments VH (Figure 30 A et B) et 5’ des segments JH (Figure 30 C) ainsi que
la longueur des segments D (Figure 31). Dans un premier temps, afin de voir globalement
I'impact du modele HU et du vieillissement, nous avons défini un indice de dissimilarité (cf
Matériels et Méthodes). Cette analyse a révélé que les souris dgées présentent une
augmentation de la variation du nombre de nt manquants au niveau des segments VH par
rapport aux souris jeunes tandis qu’aucun effet n’est observé chez les souris HU (Figure 30 A).
Nous avons donc, dans un second temps, analysé le pourcentage de séguences pour chaque
nombre de nt manquant (Figure 30 B). Cette analyse a permis de montrer que les profils de
coupure du complexe RAG1/2 sont fortement reproductibles entre les 4 groupes de souris. En
effet, nous avons constaté, pour I'ensemble des groupes étudiés, qu’environ 50% des
séquences ne présentent pas de nt manquants au niveau des segments VH. La coupure d’1 a
2 nt est retrouvée dans 27 a 30% des séquences et 17 a 20% des séquences présentent une
coupure de 3 a 6 nt. Seulement 2% des séquences présentent entre 7 et 16 nt manquants au
niveau des segments VH. En revanche, cette analyse ne révéele pas de variation significative
entre les souris jeunes et agées, suggérant que les variations d’activité de RAG se répartissent
sur toutes les longueurs de nt détectées.

Une analyse similaire a été réalisée pour les segments JH et n’a pas permis de mettre en
évidence de variation significative des indices de dissimilarité entre les groupes (Figure 30 C).
Enfin, nous avons analysé la longueur des segments D qui permet de traduire I'activité de

coupure de RAG1/2 aux deux extrémités de ces segments. L’analyse des indices de
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A. Indice de dissimilarité du nombre de nt manquants a I'extrémité 3’ des segments VH
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Figure 30: Variations du nombre de nucléotides manquants aux extrémités 3’ des segments
VH et 5’ des segments JH

A. et C. Indices de dissimilaritt du nombre de nucléotides manquants au niveau des
extrémités 3’ des segments VH (A.) et 5’ des segments JH (C.) pour les souris HU (graphiques
de gauche) et agées (graphiques de droite) par rapport a leur témoins respectifs. Les
rectangles de couleur correspondent a la moyenne des indices de dissimilarité (+ écart-type)
calculée au sein de chaque groupe de souris.

B. Distribution des séquences, en pourcentage * écart-type, en fonction du nombre de
nucléotides manquants aux extrémités 3’ des segments VH pour I'ensemble des groupes
étudiés.

Analyse statistique: * : p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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dissimilarité a révélé une augmentation significative de la variation de la longueur des
segments D uniquement chez les souris agées (Figure 31). Sachant que les 23 segments D se
répartissent en 7 longueurs différentes allant de 9 a 28 nt a I'état non recombiné (Tableau 8)
et que l'utilisation des différents segments peut étre impactée par le modele HU ou le
vieillissement, nous avons analysé la répartition de chacune des 7 longueurs de D dans les
guatre groupes de souris. Ainsi comme le montre les Figures 32 A et B la majorité des
segments D utilisés sont ceux dont la longueur native est de 16 (42 a 49% des séquences) et
22 nt (35 a41% des séquences). Dans le cas des HU, aucune variation par rapport aux controles
n’est observée. En revanche, pour les souris agées, une diminution significative des segments
D de 28 nt est observée bien qu’elle soit relativement faible (Figure 32 B). Une tendance a
I'augmentation des segments D de 16 nt est également observée. Ces variations, qui mettent
en évidence une modification de I'utilisation des segments D, ne peuvent pas expliquer a elles
seules le doublement de I'indice de dissimilarité chez les souris agées (Figure 31). Nous avons
donc ensuite analysé la distribution des séquences en fonction de la longueur réelle de leur D
chez les souris HU (Figure 33 A) et agées (Figure 33 B) comparée a leurs témoins respectifs.
Tout d’abord, il est a noter que la distribution des séquences en fonction de leur longueur de
D est tres différente selon qu’on considére les longueurs natives (Figure 32) (qui se
répartissent en 7 groupes) ou les longueurs réelles (Figure 33) (qui présentent une distribution
de 4 a 23 nt). Ainsi, par exemple, dans I'ensemble des groupes de souris, 5 a 7 % des séquences
possedent un segment D de 16 nt en taille et seulement 0,1 a 0,6 % des séquences possedent
un segment D de 22 nt de long alors que ces longueurs de segments devraient étre retrouvées
dans 80% des séquences si la forme native était conservée. Ces résultats montrent que le
processus de recombinaison V(D)) réduit fortement la longueur des segments D. En
comparant les différents groupes, peu de variations sont mises en évidence pour les souris HU
par rapport a leurs controéles (Figure 33 A). Seuls les segments D de 13 nt sont affectés. En
revanche, pour les souris dgées, nous avons observé un décalage du profil de la longueur des
segments D. Les souris agées présentent une diminution significative du nombre de séquences
avec un segment D de 4 a 9 nt et une augmentation significative du nombre de séquences
avec un segment D de 14 et 16 nt (Figure 33 B). Ceci suggére qu’avec le vieillissement, le

complexe RAG1/2 supprime moins de nt aux extrémités des segments D.
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Figure 31: Indices de dissimilarité de longueur des segments D
Indices de dissimilarité de longueur des segments D pour les souris HU (graphique de gauche)
et agées (graphique de droite) par rapport a leur témoins respectifs. Les rectangles de couleur
correspondent a la moyenne des indices de dissimilarité calculée au sein de chaque groupe de
souris. Les écarts-types sont représentés sur les graphiques. Analyse statistique : * : p < 0,05 ;

**:p<0,01;***:p<0,001.

Agées

Longueurs (en nt) des segments D retrouvés 10 15 16 2 25 )8
sur le locus IgH
Nb de segments D (d’aprés http://imgt.org) 1 1 12 2 1 3

Tableau 8: Nombre de segments D retrouvés sur le locus IgH en fonction de leur longueur en

nucléotides

Sur le locus IgH, il existe 23 segments D fonctionnels dont la longueur varie de 9 a 28
nucléotides. Dans ce tableau est noté le nombre de segments D différents ayant une méme

longueur.




CHAPITRE IV HU et vieillissement

L'ensemble de ces résultats montre que la précision de coupure du complexe RAG1/2 est
affectée par le vieillissement au niveau des segments VH et D alors que le modele HU ne

semble pas avoir d’effet sur celle-ci ou des effets mineurs.

3.4.1.2- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur
I’ajout de nucléotides non génomiques dans les jonctions VH-D et D-JH

Nous avons vu précédemment que I'expression de la TdT est affectée par le vieillissement.
Nous avons donc voulu savoir si son activité est également affectée chez les souris HU et
agées. L'activité de la TdT consiste a ajouter de maniére aléatoire des nucléotides non
génomiques au niveau des jonctions VH-D et D-JH afin d’augmenter la diversité du répertoire
BCR. Nous avons donc analysé le nombre de nt non génomiques ajoutés au niveau de ces
jonctions dans I'ensemble des groupes de souris. L’analyse des indices de dissimilarité a révélé
une augmentation significative de la variation du nombre de nt non génomiques ajoutés chez
les souris agées mais pas chez les souris HU (Figure 34 A). Afin de déterminer si la variation
détectée est due a une augmentation ou une diminution du nombre de nt non génomiques
ajoutés, nous avons analysé la distribution des séquences en fonction du nombre de nt non
génomiques ajoutés dans les jonctions en répartissant les séquences en deux groupes selon
leur longueur (0 a 6 nt et plus de 7 nt) car nous avons observé (données non montrées) que
chez les souris agées le nombre de nt non génomiques compris entre 0 et 6 nt semble diminuer
alors qu’au-dela de 7 nt ce nombre semble augmenter. Les résultats obtenus ne montrent pas
de différence entre les souris HU et leurs contréles (Figure 34 B et C), ce qui est en accord avec
les indices de dissimilarité. Dans les cas des souris dgées, nous observons une augmentation
du nombre de nt non génomiques ajoutés. En effet, la proportion de séquences contenant 0
a 6 nt diminue (Figure 34 B) tandis que la proportion de séquences ayant plus de 7 nt
augmente (Figure 34 C). Ces résultats suggerent que lors du vieillissement, il y'a augmentation
de LB dont les CDR3 contiennent un grand nombre de nt non génomiques, ce qui pourrait
conduire a un accroissement de la diversité du répertoire BCR. En revanche, elle ne semble

pas étre impactée par le modele HU.
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Figure 32: Distribution des séquences en fonction de la longueur native des segments D sur
le locus IgH

A. et B. Nous avons tout d’abord identifié la fréquence des 23 segments D dans I'ensemble
des groupes de souris étudiés, que nous avons ordonné en fonction de leur longueur basale
sur le locus. Pour chacune des longueurs de segments D qui existent sur le locus, nous avons
sommeé les fréquences des séquences. Ces fréquences de segments D chez les souris HU (A.)
et agées (B.) ont été comparées a leur témoins respectifs.

Les écarts-types sont représentés sur les graphiques.

Analyse statistique : T: p=0,0685; * : p< 0,05 ; ** : p< 0,01 ; *** : p<0,001.
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Figure 33: Distribution des séquences en fonction de la longueur réelle des segments D suite
a l'activité des protéines RAGs.

A. et B. Distribution des séquences en fonction de la taille des segments D chez les souris HU
(A.) et agées (B.) comparées a leur témoins respectifs. Les écarts-types sont représentés sur
les graphiques. Analyse statistique : * : p<0,05; ** : p<0,01; *** : p < 0,001.
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3.4.1.3- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur le
nombre de nucléotides palindromiques engendré par I’activité d’Artemis

Durant le processus de recombinaison V(D)J, Artemis va cliver les structures en épingles a
cheveux créées par I'activité des protéines RAG, créant ainsi des séquences palindromiques
qui vont conduire a I'ajout de nucléotides au niveau des jonctions VH-D et D-JH. Pour étudier
I'activité d’Artemis, nous avons donc analysé le nombre de nt palindromiques au niveau de
ces jonctions. L’analyse des indices de dissimilarité présentée dans la figure 35 A, montre une
augmentation significative de la variation du nombre de nt palindromiques au niveau de la
jonction VH-D chez les souris HU mais pas chez les souris agées. Inversement, au niveau de la
jonction D-JH, nous observons une augmentation de la variation du nombre de nt
palindromiques chez les souris agées uniquement. Nous avons ensuite étudié la distribution
des séquences en fonction du nombre de nt palindromiques trouvés au niveau des deux
jonctions (Figure 35 B). Nous avons tout d’abord constaté que 82 a 85 % des séquences ne
possedent pas de nt palindromiques au niveau de la jonction VH-D contre 70 a 75 % des
séquences au niveau de la jonction D-JH. Aucune différence significative entre les groupes n’a
été observée au niveau de la jonction VH-D. Au niveau de la jonction D-JH, nous avons observé
une diminution significative des séquences sans nt palindromiques chez les souris agées,
suggérant que le vieillissement a pour conséquence l'augmentation du nombre de nt
palindromiques au niveau de la jonction D-JH. Ceci augmenterait la diversité des CDR3 en plus

des nt non génomiques ajoutés.

3.4.2- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur
le répertoire BCR

Jusqu’ici, nos résultats ont montré que le modele HU ne semble pas avoir d’effets majeurs sur
les effecteurs de la recombinaison V(D)J contrairement au vieillissement qui semble les
impacter. Or, si ces effecteurs sont altérés, il est trés probable que le choix des segments VH,
D et JH soit également impacté. Notons que I'absence d’effet sur les effecteurs dans le modele
HU ne permet pas d’exclure un impact sur le choix des segments. Pour vérifier cette hypothese
nous avons étudié la fréquence a laquelle les différents segments VH, D et JH ont été

recombinés.
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Figure 34: Nucléotides non génomiques au niveau des jonctions VH-D et D-JH.

A. Indices de dissimilarité du nombre de nucléotides non génomiques ajoutés au niveau des
jonctions VH-D et D-JH (ou régions N) pour les souris HU (graphique de gauche) et agées
(graphique de droite) par rapport a leur témoins respectifs. Les rectangles de couleur
correspondent a la moyenne des indices de dissimilarité calculée au sein de chaque groupe de
souris.

B. et C. Pourcentages de séquences ayant de 0 a 6 (B.) ou plus de 7 (C.) nucléotides non
génomiques ajoutés au niveau des jonctions VH-D et D-JH chez les souris HU (graphiques de
gauche) et agées (graphiques de droite).

Les écarts-types sont représentés sur les graphiques. Analyse statistique : * : p < 0,05; ** : p <
0,01 ; *** :p<0,001.
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3.4.2.1- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur le
choix des segments VH

Dans le locus IgH murin, il y’a 152 segments VH regroupés en 16 familles. Nous avons analysé,
pour chacun des groupes, la répartition des différentes familles (Figure 36). D’une maniére
générale, nous constatons que le taux d’utilisation des différentes familles de segments VH
est constant entre les différents groupes méme si quelques différences ont été observées
entre les souris agées et jeunes.

L’analyse des souris HU n’a pas permis de mettre en évidence de variation dans |'utilisation
des différentes familles (Figure 36 A). En revanche, dans le cas des souris agées, nous avons
observé une augmentation significative des familles VH1 et VHS5, ainsi qu’une diminution des
familles VH4, VH7 et VH10 (Figure 36 B). Globalement, sur 15 familles réarrangées, 5 sont
impactées significativement par le vieillissement et 3 présentent une tendance a la variation.
Un parametre important dans le choix des segments lors de la recombinaison V(D)) est la
localisation du segment sur le locus subdivisé en 3 zones (de 5’ vers 3’ : VH distaux, médians
et proximaux (Figure 37 A)). Nous avons donc analysé les variations des segments en fonction
de leur position sur le locus. Sur les 131 segments VH étudiés, 62 % sont des VH distaux, 26 %
sont des VH médians et seulement 12 % sont des VH proximaux. Cependant, les VH distaux
représentent en réalité 45 a 48 % environ des segments détectés, les VH médians 43 a 50 %
et les VH proximaux 6 a 9 % (Figure 37 C). Ces données mettent en évidence un biais
d’utilisation des segments VH lors de la recombinaison V(D)J. L'étude des variations
d’utilisation des différents groupes de segments VH, réalisée par 'analyse des indices de
dissimilarité, a permis de mettre en évidence une variation plus importante de l'utilisation des
segments VH distaux pour les souris HU et agées (Figure 37 B). De plus, dans le cas des souris
agées uniguement, une augmentation de la variation est observée pour les VH médians, les
VH proximaux ne présentant qu’une tendance a I'augmentation (Figure 37 B).

Afin d’affiner cette analyse, nous avons ensuite regardé le nombre de segments VH utilisés
dans chaque zone du locus IgH ainsi que le nombre de VH variant significativement entre les
groupes de souris. Ainsi, sur 81 segments VH distaux détectés, seulement 4 (soit 1.3% des
segments totaux) pour les HU et 8 (soit 8,8% des segments totaux) pour les souris agées
présentent une variation significative de leur utilisation. Dans le cas des VH médians, sur les

34 VH détectés, seuls 2 varient pour les souris HU contre 9 pour les souris agées (Figure 37 D).
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Figure 35: Nucléotides palindromiques créés par I'activité Artemis lors de la recombinaison

V(D))

A. Indices de dissimilarité du nombre de nucléotides palindromiques au niveau des extrémités
3’VH/5’D et 3'D/5’JH chez les souris HU et agées par rapport a leurs témoins respectifs. Les
rectangles de couleur correspondent a la moyenne des indices de dissimilarité calculée au sein
de chaque groupe de souris.
B. Distribution des séquences en fonction du nombre de nucléotides palindromiques au
niveau des extrémités 3’VH/5'D et 3'D/5’JH chez les souris HU et dgées par rapport a leurs
témoins respectifs.
Les écarts-types sont représentés sur les graphiques. Analyse statistique : * : p<0,05; ** : p<
0,01 ; *** : p<0,001.
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Sachant que la majorité des segments utilisés sont des VH distaux (44 a 48 % des segments
détectés) et des VH médians (42 a 50 % des segments) (Figure 37 C), nous avons ensuite
analysé les fréquences d’utilisation des segments VH majoritaires dans ces deux régions. Les
résultats présentés dans la figure 38 montrent que les souris HU ne présentent pas de
variation dans l'utilisation de ces segments tandis que sur les 12 segments analysés
(représentant plus de 50% des VH recombinés), les souris dgées présentent une modification
significative de 6 segments VH. De fagon intéressante, sur les 7 segments de la région médiane
analysés, 4 présentent une variation d’utilisation.

L’ensemble de ces résultats montre que le vieillissement impacte de maniere significative le
choix des segments VH les plus recombinés contrairement au modele HU qui ne semble pas

avoir d’effet suffisamment important pour étre détecté précisément.

3.4.2.2- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur le
choix des segments D

De la méme maniére que pour les segments VH, nous avons étudié I'effet du modele HU et du
vieillissement sur le choix des segments D. L'analyse des indices de dissimilarité des
fréquences d’utilisation des segments D a révélé une augmentation de la variation de ces
fréquences aussi bien chez les souris HU que chez les souris agées comparées aux témoins
(Figure 39 A). Nous avons ensuite analysé les fréquences d’utilisation des 6 familles de
segments D du locus IgH. Parmi ces familles, deux sont trés largement représentées : la famille
D1 (retrouvée dans 35-40 % des séquences) et la famille D2 (retrouvée dans 18-22 % des
séquences) (Figure 39 B). Cette analyse n’a pas permis de mettre en évidence de variation
d’utilisation des familles DH (Figure 39 B), ni de segments DH (Figure 39 C) chez les souris HU
comparativement aux souris controles. En revanche, dans le cas des souris agées, nous avons
constaté une augmentation significative de la famille D2 ainsi qu’une diminution significative
des familles D3 et D6 (Figure 39 B). L’analyse des fréquences de chaque segments D a permis
d’identifier 4 segments D comme étant significativement impactés par le vieillissement (Figure
39 C). Il est a noter que ces 4 segments sont tres peu représentés puisqu’ils sont recombinés
a une fréquence comprise entre 0,1 et 2,3 % (résultats non montrés). En conclusion, le choix
des segments D, lors de la recombinaison V(D)J, semble peu impacté par le vieillissement et

trés peu impacté par le modele HU.
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3.4.2.3- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur le
choix des segments JH

De la méme maniére que pour les segments VH et D, nous avons étudié |'effet du modele HU
et du vieillissement sur le choix des segments JH. Aucune différence entre les indices de
dissimilarité n’a été observée pour I'ensemble des groupes étudiés (Figure 40 A). Ces résultats
ont été confirmés par I'analyse de la fréquence d’utilisation des 4 segments JH existant au sein
du locus IgH murin (Figure 40 B). Ces résultats montrent que le modéle HU et le vieillissement

n’impactent pas le choix des segments JH lors de la recombinaison V(D)J.

3.4.2.4- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur la
longueur des CDR3

Jusqu’ici, nous avons montré que le vieillissement impacte I'activité des effecteurs de la
recombinaison V(D)J ainsi que le répertoire de segments VH utilisés. L’ensemble de ces
données laisse supposer que la diversité de jonction pourrait étre impactée et par conséquent
la région CDR3 (zone de reconnaissance de I'antigene). Au contraire, le modele HU semble
tres peu altérer ces différents éléments. Afin de déterminer si la diversité de jonction est
effectivement impactée par le vieillissement (et dans une moindre mesure par la suspension
anti-orthostatique), nous avons analysé la longueur en acide aminés (aa) du CDR3 pour chacun
des groupes de souris.

Une premiere analyse globale, par le calcul d’indice de dissimilarité, a révélé que les souris
agées, contrairement aux souris HU, présentent une augmentation significative de la variation
de la taille du CDR3 (Figure 41 A). L’analyse de la distribution des séquences selon leur
longueur de CDR3 en aa a permis de montrer d’'une part, que les séquences ont une taille
moyenne de CDR3 de 12 aa pour les quatre groupes de souris, et d’autre part, que la majorité
des CDR3 se répartissent entre 10 et 15 aa. De fagon intéressante, nous avons constaté que la
distribution des séquences en fonction de la taille du CDR3 (en aa) chez les deux groupes de
souris témoins était extrémement semblable, mettant en évidence I'existence d’une stabilité
dans les jonctions (Figure 41 B et C). En accord avec l'indice de dissimilarité, cette analyse

détaillée de la distribution n’a pas permis de mettre en évidence de variation significative dans
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Figure 37: Fréquences d’utilisation des différents segments VH en fonction de leur localisation
dans le locus IgH
A. Schéma présentant la localisation des VH distaux, médians et proximaux dans le locus IgH.

B. Indices de dissimilarité des VH distaux, médians et proximaux pour les souris HU (graphiques de
gauche) et agées (graphiques de droite) par rapport a leur témoins respectifs. Les rectangles de
couleur correspondent a la moyenne des indices de dissimilarité calculée au sein de chaque
groupe de souris (+ écart-type).
C. Analyse de la fréquence d’utilisation des VH en fonction de leur position sur le locus. Les
résultats sont présentés en % de séquences.
D. Nombre de segments VH totaux selon leur localisation dans le locus et nombre de VH
significativement différents chez les souris HU et dgées comparés a leur témoins respectifs. Entre
parenthéses sont indiquées les différences, en pourcentage, de fréquences d’utilisation de
I'ensemble des segments VH, entre les groupes de souris HU et dgées et leur témoins respectifs.

( U : sur 9 segments médians 7 sont significativement différents avec un p<0,05 et 2 sont différents avec une
tendance dont le p < 0,065.)
Analyse statistique : * : p<0,05; **: p<0,01; ***:p<0,001.
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le cas des souris HU, exceptée pour les CDR3 de 21 aa qui sont cependant minoritaires. Dans
le cas des souris agées, nous avons constaté une diminution significative du nombre de
séquences ayant un CDR3 de 7, 8, 9, 11 et 18 aa et une augmentation significative de la
fréquence des séquences ayant un CDR3 de 14 et 20 aa. Ces données suggerent une
augmentation de la taille des CDR3 au cours du vieillissement. Malgré I'absence de variation
significative chez les souris HU, il est a noter une augmentation des séquences ayant un CDR3
de 14 et 15 aa. Bien que ces variations soient non significatives, elles vont dans le méme sens
gue chez les souris dgées. Cette absence de significativité pourrait étre expliquée par un effet
moindre du modeéle HU sur la lymphopoiése B par rapport au vieillissement naturel. En
conclusion, le vieillissement impacte la longueur du CDR3, contrairement au modele HU,
suggérant une modification de la diversité de jonction ce qui pourrait impacter les capacités

de reconnaissance des antigénes par les lymphocytes B.

3.5- Effets du vieillissement et de la suspension anti-orthostatique sur le
remodelage chromatinien au cours de la lymphopoiése B

Les analyses précédentes ont permis de montrer que le vieillissement, et dans une moindre
mesure la suspension anti-orthostatique, impactent le choix des segments VH distaux et
médians (uniquement pour les souris agées) (Figure 37 B). Un des régulateurs connus pour
étre impliqué dans la sélection des segments VH est la structure chromatinienne et
notamment les modifications post-traductionnelles des histones. Parmi ces modifications,
H3K9me2 et H3K27me3 ont été décrites pour impacter le choix des segments dans les régions
distale et proximale. Afin d’identifier les mécanismes potentiellement associés aux
modifications de la recombinaison V(D)) nous nous sommes donc concentrés sur ces deux

types de méthylation ainsi que leurs facteurs associés.

3.5.1- Pax5 et H3K9me2

La méthylation H3K9me2 est connue pour réprimer I'expression des genes et est fortement
retrouvée au niveau des VH distaux. Cette répression peut étre supprimée par le facteur Pax5
qui est essentiel a la différenciation des cellules B précoces (Johnson et al. 2004). Lescale et al
ont précédemment suggéré une diminution de I'expression de ce facteur chez des souris HU

et agées (Lescale et al. 2015). Nous avons donc tout d’abord confirmé I'existence de cette
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répertoire BCR des souris controles.

Fréquences des 12 segments VH les plus utilisés dans les deux groupes de souris controles,
selon leur localisation dans le locus, comparées aux groupes de souris HU et agées.

Analyse statistique : T: p<0,065; * : p<0,05; ** : p< 0,01 ; ***: p <0,001.



CHAPITRE IV HU et vieillissement

diminution dans les cellules de moelle osseuse des souris HU et agées. Comme le montre la
figure 42 A, nous avons observé une diminution significative de 30% chez les souris HU et de
40% chez les souris agées des ARNm codant pour Pax5. Nous avons ensuite voulu savoir si
cette diminution est corrélée a une modification de la méthylation H3K9me2 au cours de la
lymphopoiése B. Pour cela, nous avons réalisé une analyse globale du taux de H3K9me2 dans
les quatre derniers stades de différenciation des lymphocytes B par cytométrie en flux. Pour
chaque stade nous avons pu discriminer deux types de population, une présentant un fort
taux de H3K9me2 (H3K9me2 High) et une présentant un faible taux (H3K9me2 Low). D’une
maniére générale, les quatre stades présentent un faible taux de H3K9me2 puisque 80 a 90 %
des cellules font parties de la sous-population H3K9me2 Low (Figures 42 B et C). De plus,
aucune variation n’a pu étre observée chez les souris HU et agées. Ainsi, si cette modification
est impactée dans nos deux modeles, I'effet est plutét localisé sur des régions précises du

génome et non généralisé.

3.5.2- EZH2 et H3K27me3

La tri-méthylation de la lysine 27 de I’histone H3 (H3K27me3) a été détectée au niveau des VH
proximaux, conduisant a une diminution de leur utilisation, favorisant ainsi I'expression des
VH distaux (Xu et al., 2008). Cette méthylation est due a I'activité du complexe PRC2
(« Polycomb Repressive complexe », composé de 4 sous-unités: EZH2, Suzl12, EED,
RAP46/48), dont l'activité de méthyl-transférase est portée par EZH2 (Margueron and
Reinberg 2011). De fagon intéressante, des souris KO pour EZH2 présentent un blocage de la
lymphopoiése B entre les stades pro-B/pré-B, montrant ainsi 'importance de cette protéine
dans le développement des cellules B (Mochizuki-Kashio et al. 2011). Nous avons donc étudié
le taux d’EZH2 et le taux de H3K27me3 dans les quatre derniers stades de la lymphopoiese B
comme précédemment.

Dans le cas d’EZH2, nous avons pu identifier deux niveaux d’expression nommés High (fort
taux) et Low (faible taux). Comme montré dans les figures 43 A et B, les cellules pré-B, B
immatures et B matures présentent majoritairement un faible taux d’EZH2 (en moyenne 80%
des cellules sont Low), tandis que 40 % des cellules pro-B ont un faible taux et 60 % un fort
taux. En comparant les souris HU a leurs controles, nous n’avons pas observé de modification

du taux d’EZH2 dans les quatre stades analysés (Figure 43 A). En revanche, les souris agées
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Figure 39: Variation de la fréquence d’utilisation des segments D chez les souris HU et agées

A. Indices de dissimilarité des fréquences d’utilisation des segments D chez les souris HU
(graphique de gauche) et agées (graphique de droite) par rapport a leur témoins respectifs. Les
rectangles de couleur correspondent a la moyenne des indices de dissimilarité calculée au sein de
chaque groupe de souris (+ écart-type).

B. Fréquences d’utilisation des familles D chez les souris HU (graphique du haut) et agées
(graphique du bas), comparées a leur témoins respectifs. Les écarts-types sont représentés sur les
graphiques.

C. Nombre de segments D significativement différents au sein de chaque famille D chez les souris
HU et agées comparés a leur témoins respectifs.

Analyse statistique : * : p<0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001.
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présentent une diminution au stade pro-B du nombre de cellules exprimant fortement EZH2
et par conséquent une augmentation de celles exprimant faiblement EZH2 (Figure 43 B). Ces
résultats mettent en évidence une diminution du taux d’EZH2 au stade pro-B, qui n’est pas
observée dans les stades pré-B et B immature. Dans le cas des B matures, une diminution
faible du nombre de cellules EZH2 High a également été observée. Cependant, les cellules
étant majoritairement EZH2 Low, il est plus difficile de conclure sur une diminution du taux
d’EZH2 dans cette sous-population. Ainsi, dans le cas des souris agées, seul le stade pro-B
présente une diminution du taux d’EZH2. Sachant que c’est a ce stade que se met en place la
recombinaison V(D)J de la chaine lourde d’lg, nous avons analysé le taux de H3K27me3. Trois
sous-populations ont été définies selon leur taux de H3K27me3 : faible (H3K27me3 low),
intermédiaire (H3K27me3 int) et fort (H3K27me3 high). Globalement, le taux de H3K27me3
est stable des stades pro-B a B immature (la majorité des cellules ont un taux intermédiaire),
puis augmente au stade B mature (Figures 43 C et D). De plus, en comparant les différents
groupes de souris, nous n’avons pas identifié de variation globale du taux de cette
modification dans les différents stades, notamment dans les cellules pro-B des souris agées.
Ce dernier point suggere que soit |'activité d’EZH2 n’est pas la seule activité responsable de la
tri-méthylation d’'H3K27 (EZH1, homologue d’EZH2 pourrait étre impliqué), soit les activités
dé-méthylases sont réduites, soit I'impact sur cette méthylation est trés localisée dans le

génome et ne peut étre détectée par une analyse globale.

En conclusion, ces premieres analyses n’ont pas permis de mettre en évidence des variations
au niveau des taux de deux modifications post-traductionnelles des histones connues pour
étre impliquées dans la régulation de la recombinaison V(D)J. Cependant leur réle dans les
dérégulations observées de la recombinaison V(D)J ne peut étre exclu. Une analyse plus

précise du locus IgH par mini-ChlP seq dans les cellules pro-B sera nécessaire.

110



>

w 01 - w 01 -
5 5
£ E
2 2
S 0,05 A + o 005
© o
v wv
(] [J]
Q Q
ke kel
£ £
0 L ! 0 T |
Controles HU Jeunes Agées
B.
40 -
(%]
9 30 A
c
(]
3
520 -
- B Contréles
S 10 = HU
O - T T T
J1 J2 J3 14
Segments JH
40 -
(%]
S 30 -
c
()
=}
520 -
n W Jeunes
5
x 10 4 m Agées
O = T T
J1 J2 J3 Ja
Segments JH

Figure 40: Fréquences d’utilisation des segments JH chez les souris HU et agées

A. Indices de dissimilarité des fréquences d’utilisation des segments JH chez les souris HU
(graphique de gauche) et dgées (graphique de droite) par rapport a leur témoins respectifs.
Les rectangles de couleur correspondent a la moyenne des indices de dissimilarité calculée au
sein de chaque groupe de souris (+ écart-type).

B. Fréquences d’utilisation des différents segments JH chez les souris HU (graphique du haut)
et dgées (graphique du bas), comparées a leur témoins respectifs. Les écarts-types sont
représentés sur les graphiques.
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4- DISCUSSION

4.1- Impacts du modele HU et du vieillissement sur le taux de corticostérone
sérique

Nos travaux s’inscrivent dans la continuité de ceux réalisés par Lescale et al., qui montrent que
le modele HU et le vieillissement semblent avoir des effets similaires sur le développement
des cellules B au sein de la moelle osseuse (Lescale et al. 2015). Notre objectif était
d’approfondir cette analyse en étudiant le répertoire BCR dans ces deux groupes de souris. Le
modele HU pouvant engendrer un stress chez la souris, nous avons tout d'abord évalué I'état
de stress des souris par le dosage de la corticostérone sérique. Les concentrations mesurées
n'ont pas présenté de différence entre les souris HU et controles. Ces résultats sont en accord
avec d’autres travaux menés sur des souris soumises a la suspension anti-orthostatique
pendant 21 jours (Gaignier et al. 2014; Lescale et al. 2015). Ainsi, les animaux HU semblent
capables de s’adapter a la suspension anti-orthostatique.

En revanche, les souris agées ont présenté une diminution de 44 % de la concentration en
corticostérone par rapport aux souris de 14 semaines. Nos données sont en contradiction avec
plusieurs publications, elless-mémes présentant des résultats contradictoires. En effet,
certaines études ont montré que le taux de corticostérone augmente avec I’'age en lien avec
la diminution de I'efficacité du rétrocontrole négatif de I’axe HHS (Tronche et al. 2010; Garrido
et al. 2012) tandis que d’autres ont montré qu’il n’y a pas de différence de concentration de
corticostérone sérigue entre des animaux jeunes et agés (Rapaport et al. 1964; Meaney et al.
1992). Dans notre cas, la diminution de la corticostérone sérique observée chez les souris
agées pourrait étre expliquée par le temps d'hébergement (et donc d'habituation au
manipulateur) des animaux. En effet, les souris agées ont été hébergées pendant 5 mois,
contre 8 semaines pour les souris jeunes. En accord avec ce point, il a été mis en évidence que
la manipulation quotidienne des animaux peut diminuer leur état de stress et la concentration

en corticostérone (Meaney et al. 1992; Viau et al. 1993).
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Figure 41: Analyse de la taille du CDR3.

A. Indices de dissimilarité de la taille des CDR3 chez les souris HU (graphique de gauche) et
agées (graphique de droite) par rapport a leur témoins respectifs. Les rectangles de couleur
correspondent a la moyenne des indices de dissimilarité calculée au sein de chaque groupe de
souris (+ écart-type).

B. et C. Distribution des séquences (+ écart-type) en fonction de la taille du CDR3 (en acides
aminés) chez les souris HU (D.) et agées (E.) comparée a leur témoins respectifs.

Analyse statistique : * : p<0,05; ** : p<0,01; ***:p<0,001.
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4.2- Impacts du vieillissement et du modele HU sur la lymphopoiése B

Comme l'ont montré les travaux de Lescale et al., le modéle HU impact la lymphopoiése B
d'une maniere similaire aux souris agées. Cette altération ne peut pas, ici, étre associée au
stress. Les données obtenues par Lescale et al. suggérent qu'une des causes serait la
modification de la structure osseuse (Lescale et al. 2015). En effet, I'nématopoiese est
dépendante des niches osseuses. Des travaux ont montré que la perte osseuse observée chez
les individus agés est liée a la diminution des ostéoblastes (cellules essentielles au
métabolisme osseux). Or, ces cellules sont indispensables a la survie des progéniteurs
lymphoides, et donc a la lymphopoiese B, de par notamment leur capacité a sécréter de I'IL-7
et de la chimiokine CXCL12 (Lee and Choi 2015; W. Lu et al. 2018), contribuant a
I'établissement d'un microenvironnement favorable. Il a été montré que le modele HU induit
également une perte d’ostéoblastes (Basso, Bellows, and Heersche 2005). Ces données sont
en accord avec les notres, puisque les souris HU et agées présentant notamment une
diminution des cellules pro-B et pré-B.

De plus, en accord avec ces données, la modification du microenvironnement participe
notamment a la régulation de I'expression de la protéine RAG2 et de son activité (Labrie et al.
2004). De facon intéressante, en accord avec cette étude, nous avons observé une diminution
de l'expression de RAG1 et une modification de I'activité du complexe RAG1/2, mais
uniguement pour les souris agées.

Enfin, une autre explication pourrait étre liée a I'épigénome. En effet, la diminution des CSH,
et donc des cellules qui en dérivent, peut étre due a une modification du profil de méthylation
de I'ADN des CSH, associée a une diminution du taux d'EZH2 (Beerman et al. 2010). Dans notre
cas, cette diminution a été retrouvée uniquement chez les cellules pro-B des souris agées et
pourrait étre un des facteurs expliquant la modification de la lymphopoiése B chez ces souris.
L'absence de similitude avec les souris HU, peut étre expliquée par le fait que le méthylome
des CSH est dépendant du nombre de divisions que celles-ci ont eu a effectuer, or les CSH des
souris agées ont forcément effectué plus de divisions que celles des souris HU.

Globalement, ces différents facteurs (modification de RAG1/2 et EZH2) ne semblent pas
intervenir chez les souris HU, ce qui suggére que l'impact sur la lymphopoiése B des deux
modeles, bien que similaire, pourrait avoir des causes partiellement différentes. Cependant,

il est a noter que les souris HU présentent un plus grand nombre de cellules pré-B, suggérant
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Figure 42 : Expression transcriptionnelle de Pax5 dans les cellules de moelle osseuse et taux
de H3K9me2 au cours de la lymphopoiése B

A. Analyse de I'expression des ARNm codant Pax5 dans les cellules de moelle osseuse
provenant de souris HU (graphique de gauche) et dgées (graphique de droite) comparée a leur
témoins respectifs.

B. et C. Taux de H3K9me2 en fonction des différents stades de maturation des cellules B chez
les souris HU (B.) et dgées (C.) comparé a leur témoins respectifs. Deux populations de cellules
B se distinguent en fonction de I'intensité d’expression de H3K9me2, la population low (faible
taux de H3K9me?2) et la population high (fort taux de H3K9me2).

Les écarts-types sont représentés sur les graphiques. Analyse statistique : * : p < 0,05 ; ** : p<
0,01 ; *** . p<0,001.
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que ce modele impacterait plus faiblement la lymphopoiese B par rapport au vieillissement,

et par conséquent certains phénomenes pourraient étre plus difficilement identifiables.

4.3- Impacts du vieillissement et du modele HU sur le répertoire BCR

Les stades de la lymphopoiese B fortement impactés dans nos deux modeles sont les stades
ou ont lieu la recombinaison V(D)J et la sélection de la chaine lourde d’IgH. Nous avons donc
étudié l'impact de ces modeles sur le répertoire des chaines lourdes d’IgH et sur les acteurs

de la recombinaison V(D)J.

4.3.1- Vieillissement et recombinaison V(D)J

Les analyses réalisées sur les séquences des chaines lourdes d’IgH nous ont permis de montrer
qgue la recombinaison V(D)J est globalement impactée par le vieillissement. En effet, nous
avons pu observer une modification des activités enzymatiques de RAG1/2, Artémis et TdT,
ainsi que des modifications dans le choix des segments VH et D.

Comme nous l'avons vu ci-avant, la modification de I'expression de RAG2 et de l'activité
enzymatique du complexe RAG1/2 pourrait étre liée a la modification du microenvironnement
médullaire avec I'dge et non pas a des modifications intrinseques des cellules B vieillissantes
(Labrie et al. 2004). De plus, les facteurs de transcription E2A et EBF1, qui favorisent
I'expression des génes codant pour RAG1 et RAG2 (Kee and Murre 1998; Medina and Singh
2005), sont diminués avec I'age (Lescale et al. 2010; R. L. Riley 2013). L'ensemble de ces
éléments pourrait expliquer les effets observés sur la précision de coupure du complexe
RAG1/2 au cours du vieillissement.

Dans le cas d'Artémis, nos données suggerent une augmentation du nombre de nucléotides P
au cours du vieillissement. Sur le plan fonctionnel, bien que cette augmentation pourrait
contribuer a une augmentation de la diversité du répertoire, cette idée est a nuancer. En effet,
le syndrome d’'immunodéficience combinée sévere (SCID) est associée a une augmentation
du nombre de nt P entre les segments D et JH (Mirjam van der Burg et al. 2007).

De plus, nous avons observé une augmentation du nombre de nt non génomiques ajoutés par
la TdT, malgré la diminution de son expression transcriptionnelle. Cette diminution est en

accord avec les données de Phawa et ses collaborateurs, qui ont aussi observé un déclin de la
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Figure 43: Taux d’EZH2 et de H3K27me3 au cours de la lymphopoiése B

A. et B. Taux protéique d’EZH2 en fonction des différents stades de maturation des cellules B
chez les souris HU (A.) et dgées (B.) comparé a leur témoins respectifs. Deux populations de
cellules B de distinguent en fonction de l'intensité d’expression d’EZH2, la population low
(faible taux d’EZH2) et la population high (fort taux d’EZH2).

C. et D. Taux de H3K27me3 en fonction des différents stades de maturation des cellules B chez
les souris HU (C.) et agées (D.) comparé a leur témoins respectif. Trois populations de cellules
B se distinguent en fonction de l'intensité de marquage de H3K27me3, la population low
(faible taux de H3K27me3), la population interm (taux intermédiaire de H3K27me3) et la
population high (fort taux de H3K27me3).

Les écarts-types sont représentés sur les graphiques. Analyse statistique : * : p<0,05; ** : p<
0,01 ; ***:p<0,001.
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TdT avec I'age (Pahwa et al. 1981). Cependant, il faut souligner que la quantification de
I'expression de la TdT a été effectuée sur les cellules totales de la moelle osseuse et pourrait
donc uniquement traduire la diminution du nombre de cellules exprimant celle-ci. Sur le plan
fonctionnel, une étude a montré que la déficience en TdT augmente la protection des souris
contre les maladies auto-immunes comme le lupus (Conde et al. 1998). Il est donc possible
gue I'augmentation de nt N observée chez les souris dgées puisse étre néfaste.

Nous ne pouvons pas exclure que I'ensemble des modifications des empruntes enzymatiques
observées ne puissent pas étre liées exclusivement a une modification directe de leur activité.
En effet, une modification des segments VH et D accessibles a la recombinaison (I'utilisation
de ceux-ci étant modifiée chez les souris agées) pourrait aussi expliquer ces modifications
d'empruntes. En accord avec cette hypothése, des travaux menés sur les nt P retrouvés dans
la chaine TCRPB ont montré que la proportion des nt P est dépendante du type de segment
génique recombiné suggérant ainsi que le choix des segments recombinés influence le nombre
de nt P aux extrémités des jonctions codantes (Srivastava and Robins 2012).

Enfin, en accord avec l'augmentation du nombre de nt N, de nt P et de la variation des
segments géniques recombinés, nous avons observé que la taille du CDR3 (site de liaison a
I’Ag) des souris agées est augmentée d’environ 2 acides aminés.

Ainsi, I'ensemble des modifications observées chez les souris agées suggere I'existence d'une
modification de la séquence en acide aminé de la région de CDR3. De fagon intéressante, il est
aujourd’hui connu que la taille et les propriétés physicochimiques des acides aminés
composant le CDR3 influencent les processus de sélection lors de la lymphopoiese B (Dunn-
Walters 2016). Il est possible qu’avec I'dge les processus de sélection soient affectés et que
des cellules B avec des CDR3 plus longs passent a travers les sélections, ce qui conduirait a une
modification probable de la reconnaissance des Ag. Sur le plan fonctionnel, il a été montré
que les cellules B1-a autoréactives sont associées a des Ac dont la longueur du CDR3 est
augmentée (Schettino et al. 1997), il serait donc possible que la longueur augmentée du CDR3
chez les souris agées soit associée a une augmentation de récepteurs autoréactifs. Pour
vérifier cette hypotheése, il serait intéressant de comparer les séquences en aa des CDR3 avec
des séquences de CDR3 connues pour étre autoréactives ou impliqguées dans d’autres
pathologies liées au vieillissement.

Globalement, I'ensemble de ces résultats (nt P, nt N et longueur du CDR3), par comparaison

avec des études de structure ou d'activité de la recombinaison V(D)J dans des pathologies,
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suggerent un effet négatif sur la qualité du répertoire BCR et donc sur la réponse immunitaire.
Ces données sont en accord avec les observations faites chez les personnes agées qui
présentent souvent une diminution globale de la qualité de la réponse immunitaire (Weiskopf,
Weinberger, and Grubeck-Loebenstein 2009; Weyand and Goronzy 2016).

Sur le plan mécanistique, les modifications des activités enzymatiques et des choix des
segments géniques pourraient étre expliquées par une modification de la structure
chromatinienne. En effet, plusieurs études ont montré que les modifications post-
traductionnelles des histones participent aux choix des segments (C.-R. Xu et al. 2008;
Subrahmanyam et al. 2012) et a la fixation sur la chromatine de RAG2 (Liu et al. 2007;
Matthews et al. 2007). En accord avec cette hypothése, nous avons montré que I'utilisation
des segments VH médians (diminution de la fréquence) et proximaux (augmentation de la
fréquence) sont affectés par le vieillissement. De plus, plusieurs études ont montré qu’avec
I'age les différents mécanismes impliqués dans le remodelage de la chromatine, comme la
méthylation de ’ADN ou les modifications post-traductionnelles des histones, sont modifiés
(Sierra, Fernandez, and Fraga 2015; Ucar and Benayoun 2018). Cependant I'étude globale des
modifications H3K27me3 et H3K9me2 n'a pas permis de mettre en évidence de variations au
cours du vieillissement, mais cela n’exclut pas I'existence de variations locales de la répartition
de ces marques au niveau du locus IgH. En effet, le taux d'EZH2, dont la diminution conduit a
I'expression des VH proximaux (C.-R. Xu et al. 2008), est réduit dans les cellules pro-B des
souris agées en association avec une augmentation des VH correspondant. De plus, la
déficience de Pax5, dont I'expression est diminuée chez les souris agées, réduit
considérablement le taux de H3K27me3 au niveau des segments VH proximaux, augmentant
leur expression et réduisant celle des VH distaux (Xu et al., 2008). Dans notre cas, nous n‘avons
pas observé de diminution de |'utilisation globale des VH distaux. Ceci s’explique par la tres
faible expression (0,23 % pour VH1-47 et 0,009% pour VH 8-5) des VH distaux étudiés par Xu
et al. dans nos groupes de souris. Ainsi, la diminution de Pax5 et d’EZH2 pourrait avoir un effet
local sur la structure chromatinienne et donc sur I'expression des VH médians et proximaux.
A l'avenir, il serait intéressant d’étudier la méthylation des histones au niveau local, en
différenciant les trois régions VH. Il est a noter que de nombreuses autres modifications des
histones ont été décrites au niveau du locus IgH comme H3K36me2, H3K4me3, etc, (Liu et al.

2007; C.-R. Xu et al. 2008).
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Tableau 9: Comparaison récapitulative des effets du modeéle HU et du vieillissement

Concentrat|on,d.e corticostérone Pas d'effet N de la concentration
sérique
-\ des cellules pro-B -N des cellules pro-B
-\ des cellules pré-B -N des cellules pré-B
Lymphopoiése B -~ des cellules B immatures (mais -N des cellules B immatures
NS) -2 des cellules B matures
-N des cellules B matures
-pas d’effet sur I'expression -N de I'expression de RAG1
transcriptionnelle de RAG1 -fidélité du site de coupure au niveau
RAG -fidélité du site de coupure au des segments V, D et J affectée
niveau des segments V, D et J non
affectée
-pas d’effet sur I'expression -N de I'expression transcriptionnelle
TdT transcriptionnelle -7 de I'ajout de nt non génomiques
Effecteurs de la -ajout de nt non génomiques non
recombinaison modifié
V(D)J
-pas d’effet sur I'expression -pas d’effet sur I'expression
transcriptionnelle transcriptionnelle
-modification du nombre de nt - pas de modification du nombre de
Artemis palindromiques entre les nt palindromiques entre les
segments VH et D segments VH et D
-pas de modification du nombre -diminution du nombre de nt
de nt palindromiques entre les palindromiques entre les segments D
segments D et JH et JH
-fréquence familles VH non -7 fréquences familles VH1, VH5 et
altérée VH14
-variation de I'utilisation des VH -N fréquences familles VH3, VH4,
Segments distaux VH7, VH10 et VH13
VH -pas de variation de I'utilisation -variation de |'utilisation des VH
des VH médians et proximaux distaux, médians et proximaux
-fréquence segments VH -modifications de I'utilisation des VH
Répertoire BCR majoritaires non altérée majoritaires
SeETED -variation faible dans la fréquence | -variation forte dans la fréquence
d’utilisation des segments D d’utilisation des segments D
Segments JH Aucun effet
Longueur -pas d’effet sur la taille du CDR3 -7 de la taille du CDR3
CDR3
-pas de modification de -\ expression de EZH2 dans les
EZH2 I’expression au cours de la cellules pro-B
lymphopoiese B
Remodelage
chromatinien Pax5 -\ expression transcriptionnelle dans les cellules de moelle osseuses
|-|I_|33KK297£1:23 Profil de méthylation inchangé au cours de la lymphopoiéese B

B : effets similaires




CHAPITRE IV HU et vieillissement

En conclusion, le vieillissement est associé a de nombreuses modifications au sein du
répertoire BCR qui pourraient s’expliquer par des différences au niveau de I'activité des
effecteurs de la recombinaison V(D)J ainsi que par la modification du remodelage

chromatinien au niveau du locus IgH.

4.3.2- Modeéle HU et recombinaison V(D))

Comme nous l'avons déja vu, le modéle HU semble impacter de maniére similaire au
vieillissement le développement des cellules B. Nous avons donc effectué sur les souris HU les
mémes analyses que sur les souris dgées. Globalement, peu de modifications liées au modele
HU ont été trouvées dans I'’ensemble des analyses effectuées, excepté pour les palindromes,
['utilisation des segments au sein des VH distaux, des segments D et la diminution de Pax5.
Ainsi, certaines des modifications observées chez les souris agées sont retrouvées chez les
souris HU. L'absence d'une similitude plus importante entre les deux modeles pourrait étre
expliquée par la durée des traitements. Les souris vieillissent pendant 18 mois, tandis que les
souris HU, agées de 8 semaines au début de I'expérience, sont traitées pendant seulement 21

jours.

4.4- Le modele HU peut-il étre considéré comme un modele de vieillissement
accéléré de la lymphopoiéese B ?

Les effets du modele HU et du vieillissement que nous avons observés au cours de notre étude
sont résumés dans le tableau 9. De maniere générale, la suspension anti-orthostatique de 21
jours ne semble pas avoir d’effets importants sur le processus de recombinaison V(D)J et le
répertoire BCR comparé au vieillissement. Comme nous |'avons dit ci-avant, cette différence
pourrait étre due au choix du temps de suspension. Ce choix de 21 jours a été défini par
similitude avec les temps de vol moyen des astronautes qui est d'environ 6 mois (Dutta and
Sengupta 2016). En effet, 6 mois de la vie chez I'hnomme correspondraient a environ 21 jours
chez la souris. Cependant, la durée de vie des cellules B naives entre 'Homme et la souris est
équivalente et est d’environ 5-6 semaines (Fulcher and Basten 1997; D. D. Jones, Wilmore,
and Allman 2015; Macallan 2005). Il est donc possible que le temps de suspension soit trop

court pour nous permettre de détecter des différences au niveau du répertoire BCR et du
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processus de recombinaison V(D)J. Ceci est confirmé par les travaux de Cabahug-Zuckerman
et al, qui ont montré que la perte d'ostéoblastes est proportionnelle a la durée de la
suspension (Cabahug-Zuckerman et al. 2016). En accord avec ces travaux, la perte osseuse
engendrée par la suspension anti-orthostatique de 21 jours est plus faible que celle observée

chez les souris agées (Lescale et al. 2015).

5- CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

En conclusion, pour valider le modele HU en tant que modeéle de vieillissement accéléré de la
lymphopoiése B, il faudrait réaliser une cinétique de suspension anti-orthostatique de plus de
21 jours, et analyser la perte osseuse des souris afin de déterminer le temps optimal pour se
rapprocher le plus de la perte osseuse observée chez les souris dgées. Ensuite, des analyses
de la lymphopoiese B et du répertoire BCR devraient étre réalisées et comparées aux données
de cette étude. Cela nous permettrait également d'étudier |'évolution du répertoire BCR au

cours du remodelage osseux.
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CHAPITRE V : Discussion générale et perspectives

A l’heure ol la conquéte spatiale est en plein essor, il est bien établi que les vols spatiaux sont
source de nombreux stress, physiques ou psychosociaux, qui induisent un affaiblissement du
systeme immunitaire pouvant conduire a la survenue ou a |'aggravation de pathologies
(Gerald Sonnenfeld, Butel, and Shearer 2003). De plus, I'importance des effets des vols
spatiaux sur le systeme immunitaire dépend de la durée des missions. Celles-ci seront plus
longues a I'avenir (mission vers Mars). Il est donc nécessaire de caractériser les mécanismes
responsables du déreglement immunitaire chez les astronautes afin d’élaborer des contre-
mesures permettant de préserver leur santé. Or, I'étude du systeme immunitaire des
astronautes est limitée par la rareté et le type d’échantillons qu’il est possible de prélever sur
I'Homme en vol. C'est pourquoi les chercheurs ont développé différents modeéles animaux en
fonction du systeme biologique étudié. Durant ma thése, j'ai étudié trois modéles animaux
différents, 'amphibien P. waltl, le modéle murin de suspension anti-orthostatique et le
modele murin CUMS qui fait appel a des stress chroniques imprévisibles, multiples, sociaux et
environnementaux. Chacun de ces modeles présente un intérét particulier dans le domaine

de I'immunologie spatiale.

De maniere intéressante, |'amphibien urodele P. waltl partage de nombreuses
caractéristiques de I'immunité adaptative avec 'Homme notamment dans le mécanisme de
recombinaison V(D)J (M. D. Cooper and Alder 2006; Frippiat 2013; Schenten et al. 2013). Des
études menées précédemment au laboratoire sur des P. waltl immunisés a bord de la station
Mir, ont montré que I'utilisation des segments IGHV et les hypermutations somatiques des
immunoglobulines sont affectées par les vols spatiaux (Bascove et al. 2009, 2011). Cependant,
plusieurs publications ont suggéré que la diversité du répertoire d’anticorps serait limitée chez
les urodeles, ces données rendant celles obtenues sur le plan spatial plus difficilement
applicables a 'Homme. Ainsi, durant ma these, j'ai étudié les répertoires de chaines lourdes
d’'lgY et d’IgM de P. waltl et j'ai ainsi pu montrer qu’ils présentent une diversité qui est
similaire a celle des IgA de mammiféres pour IgY et a celle observée chez les tétards anoures
et les axolotls adultes pour les IgM (Fonte et al. 2015). L’'ensemble de ces caractéristiques font
de P. waltl un bon modeéle pour étudier les effets d’un vol spatial sur le systéme immunitaire

humoral. Suite a ces résultats, et sachant qu’aucune étude ne s’est portée sur |'effet d’un vol
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spatial sur le développement des lymphocytes et les mécanismes associés, notre laboratoire
a élaboré un projet international, sélectionné par I’Agence Spatiale Européenne (ESA), en
collaboration avec une équipe Belge et une équipe Russe. Ce projet, nommé AbDIV pour
« Creation of antibody diversity under spaceflight conditions », a pour objectif de déterminer
si la création du répertoire d’anticorps, les effecteurs de la recombinaison V(D)) et des
marqueurs de la lymphopoiese B sont affectés par les conditions spatiales chez Xenopus laevis.
Le xénope présente des avantages supplémentaires par rapport au pleurodele car il se
développe plus rapidement et son immunité humorale a déja été bien caractérisée (Du
Pasquier et al. 2000; Marr et al. 2007). Pour ce projet, des embryons de xénopes se
développeront a bord de la Station Spatiale Internationale (ISS). Au retour sur Terre, le
répertoire d’anticorps des tétards sera étudié par séquencage haut-débit. Une étude par
microarray (puces a ADN) permettra également de savoir si les effecteurs impliqués dans la
recombinaison V(D)J et le développement des lymphocytes B, et donc la lymphopoiéese B, sont
affectés en vol. Le principal avantage du modele amphibien est qu’il nécessite peu de moyens
matériels pour sa reproduction, son développement et son élevage, contrairement aux souris
qui demandent beaucoup plus de soins. L'étude de ces amphibiens a bord de la station
spatiale est donc tres appréciée par la communauté scientifique (Frippiat 2013). En revanche,
méme si ce modele animal est un bon modele d’étude dans le domaine spatial, il reste tout
de méme génétiquement plus éloigné de 'THomme que d’autres modéles mammiféres comme
la souris (Flajnik and Kasahara 2010). C’est pourquoi le modele murin est plus fréquemment
utilisé au sol pour étudier les effets des stress rencontrés lors de vols spatiaux sur le systeme

immunitaire.

Lors d’un vol, les astronautes sont soumis a une combinaison de stress chroniques. Il n’est
donc pas possible de discriminer lequel impact plus ou moins le systeme immunitaire et par
guel(s) mécanisme(s). Par contre, plusieurs modeles terrestres existent afin d’étudier I'impact
de ces stress de fagon indépendante. Au cours de ma these, j’ai utilisé d’'une part le modele
CUMS pour mimer les stress socio-environnementaux, et d’autre part le modéle HU pour
simuler la microgravité. L'utilisation de ces deux modéles nous a permis d’analyser I'impact
de deux grands types de stress sur la recombinaison V(D)J et la diversité des répertoires de
récepteurs a I’Ag. Dans les deux cas nous avons pu constater des modifications de ces

répertoires de récepteurs.
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Nous avons montré que le modele CUMS, appliqué durant la gestation, modifie 25% du
répertoire TCRB des souriceaux nouveau-nés et que ceux-ci présentent des CDR3 plus
autoréactifs (Fonte et al., 2019), alors qu’une exposition a I’hypergravité durant la gestation
induit une modification de 85% de ce répertoire chez la progéniture (Ghislin et al. 2015). Il
apparait donc qu’un changement de la force gravitaire (hypergravité dans ce cas) ait plus
d’impact que les stress socio-environnementaux. Cependant, malgré le faible impact des
stress socio-environnementaux, ces variations pourraient modifier |'efficacité de la réponse
immunitaire de I’'h6te. En effet, le laboratoire a montré que le modele CUMS induit une
augmentation des IgA sériques, une réduction de la masse splénique et une diminution de la
production de cytokines pro-inflammatoires chez des souris adultes, observations qui sont
similaires a celles faites en vol (Gaignier et al. 2018). Le faible impact du modele CUMS pourrait
étre lié au temps de traitement et au fait que nous travaillons sur des souriceaux nouveau-nés
qui présentent un répertoire moins complexe que celui des souris adultes. Ainsi, pour
déterminer si ce modeéle peut avoir un impact plus important, il serait intéressant de réaliser
une expérience similaire a la n6tre mais en augmentant le temps d’exposition au-dela de la
gestation. Par ailleurs, il serait intéressant de déterminer si ce modele a également un impact
sur le répertoire BCR afin de savoir si des stress chroniques socio-environnementaux sont
susceptibles de modifier le répertoire de récepteurs aux antigenes des lymphocytes B et T. Ce
dernier point n’était malheureusement pas réalisable techniquement sur des souriceaux de
cet age. Pour adresser cette question, il sera nécessaire de mettre au point une technique
permettant de prélever les cellules de la moelle osseuse des tibias et des fémurs des
souriceaux qui sont nettement plus petits et plus fragiles que ceux des souris adultes.
L’analyse du répertoire BCR se fera ensuite par la méme approche technique que celle utilisée

pour les souris adultes.

L’étude de I'impact de la micropesanteur, via le modele HU, sur le répertoire BCR a montré
que I'exposition de souris adultes a ce modéle pendant 3 semaines a peu d’effet malgré la
diminution de la lymphopoiéese B observée. Sachant que Lescale et al. ont observé un effet sur
le volume osseux moindre chez les souris HU que chez les souris agées (Lescale et al. 2015), il
est possible que la durée d’exposition de 3 semaines soit trop faible pour détecter des

différences notables. En accord avec cette hypothese, nous avons observé que le
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vieillissement, qui induit une perte osseuse plus forte, diminue la lymphopoiése B et impacte
fortement le répertoire BCR. A I'avenir, il serait donc nécessaire de réaliser une cinétique de
suspension anti-orthostatique de plus de 21 jours afin de déterminer le temps optimal pour
observer des effets notables sur la lymphopoiése B et le répertoire BCR. Il est cependant
intéressant de noter que des données publiées par le laboratoire ont montré que la réponse
lymphoproliférative des cellules B de la rate est diminuée chez des souris adultes soumises au
modeéle HU durant 3 semaines (Gaignier et al., 2014), suggérant que cette durée d’exposition
a déja un impact sur les lymphocytes B matures. De plus, le modéle HU pourrait également
induire des modifications de la lymphopoiése T puisque nous avons constaté une diminution
de la masse du thymus ainsi que du nombre de cellules T dans la rate de souris soumises au

modele HU (Gaignier et al., 2014).

En conclusion, les données obtenues avec le modele CUMS et avec le modéle HU montrent
que les stress physiques et socio-environnementaux peuvent conduire a des modifications de
la lymphopoiéese et des répertoires de récepteurs a I'Ag, ce qui contribue probablement aux
perturbations immunitaires observées chez certains astronautes au cours de missions
spatiales (B. Crucian et al. 2016; Kimzey 1977). Il faut souligner que le choix du modeéle animal
est trés important selon I'étude envisagée. Chaque modele animal présente des avantages et
des inconvénients et ne sera jamais totalement représentatif de ce qui se passe chez 'Homme.
D’autant plus dans le cas de I'étude des effets de stress chroniques qui mettent en jeu

différents systemes biologiques interagissant étroitement entre eux.

Bien que le systeme immunitaire de la souris soit similaire a celui de 'THomme, il est nécessaire
de confirmer nos conclusions chez I’humain. Pour cela, plusieurs approches sont actuellement
développées, d’une part, via I'étude du répertoire BCR d’astronautes et d’autre part, via un

projet européen sélectionné par I'ESA et utilisant le modéle « Bed Rest ».

Les données en cours d’obtention dans le cadre de I'étude du répertoire BCR a partir
d’échantillons de sang provenant d’astronautes ayant volé a bord de I'ISS durant 6 maois,
suggerent que celui-ci serait partiellement impacté par le vol, de maniere plus ou moins
importante selon les individus. Ces résultats sont en accord avec les données obtenues en

utilisant le modeéle HU.
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Par ailleurs, I’équivalent humain du modéle HU, appelé « Bed Rest », consiste a aliter des
personnes pendant 2 mois. Il a été montré que I'alitement, comme le modéle HU, induit une
fonte musculaire et de I'ostéoporose (Dirks et al. 2016; Donaldson et al. 1970; Rittweger et al.
2006). Dans le cadre de ce projet international, le laboratoire a décidé d’étudier I'impact de
ce modele « Bed Rest » sur les sous-populations périphériques de lymphocytes B et sur le
répertoire d’anticorps a partir de prélevements de sang chez les volontaires sains enr6lés dans
cette étude. Nous allons également évaluer I'efficacité d’une supplémentation en substances
anti-inflammatoires et antioxydantes, proposées par I'ESA, afin de déterminer si ces molécules
constituent une contre-mesure efficace pour prévenir l'affaiblissement du systéme
immunitaire associé aux vols spatiaux. La phase clinique de ce projet vient de se terminer. Nos
premiers résultats montrent que le « Bed Rest » diminue le nombre de cellules souches
hématopoiétiques et le nombre de cellules B activées dans le sang périphérique mais n’affecte
pas le nombre de lymphocytes B naifs et mémoires. En revanche, la supplémentation induit
une augmentation des lymphocytes B naifs et mémoires pendant I'alitement. Ainsi, ces
premiers résultats suggérent qu’en absence de supplémentation, I'immunité humorale
pourrait étre affectée. L’étude du répertoire BCR apportera des données supplémentaires qui

permettront de préciser cette conclusion.

Les connaissances qui émergeront de ces recherches seront nécessaires pour mieux
comprendre les risques encourus lors des futures missions spatiales de longues durées et
développer des contre-mesures pharmacologiques ou nutritionnelles pour préserver le

systéme immunitaire des astronautes.

Il est important de noter que I'étude des effets des stress chroniques rencontrés lors d’un vol
spatial présente également un intérét pour les personnes vivant sur Terre. En effet, certaines
modifications immunologiques rapportées suite a une exposition a des stress chroniques, ou
un vol spatial, sont également observées chez les personnes agées, suggérant que les
conditions de stress chroniques pourraient conduire a un vieillissement prématuré du systéme
immunitaire (Bauer, Jeckel, and Luz 2009; Bauer et al. 2013; Segerstrom and Miller 2004).
C'est d’ailleurs le cas chez les souris soumises au modéle HU qui présentent une modification
de la structure osseuse ainsi qu’une altération de la lymphopoiese B similaires a celles
observées chez les souris agées (Lescale et al. 2015). L'étude des modeles de stress

chroniques, comme le modele de suspension anti-orthostatique et le modele CUMS qui mime
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les contrariétés quotidiennes, pourrait permettre d’améliorer nos connaissances sur les
mécanismes responsables de I'immunosénescence rencontrée chez les personnes agées ou

de I'affaiblissement immunitaire observé chez les personnes soumises a des stress chroniques.

Le modeéle humain « Bed Rest » a aussi un intérét sociétal puisque son utilisation pourrait
permettre d’approfondir nos connaissances sur les modifications physiologiques observées
chez des personnes alitées pour raisons médicales durant une longue durée. Dans ce cadre, il
est a noter que la sédentarité est un des 10 principaux facteurs de risque de mortalité et
progresse dans de nombreux pays, alourdissant la charge des pathologies associées et

affectant la santé en général (OMS, aide-mémoire 384, 2017).
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RESUME CHAPITRE DE LIVRE

Les études concernant les effets des conditions spatiales sur le systéme immunitaire tendent
a montrer que les stress rencontrés lors des vols spatiaux diminuent I'efficacité du systéme
immunitaire favorisant ainsi la survenue de pathologies. En ce sens, il a par exemple été
montré que 15 des 29 astronautes impliqués dans les missions Apollo ont développé des
infections bactériennes ou virales pendant, immédiatement aprés ou dans la semaine suivant
I'atterrissage (Kimzey 1977). Dans ce court chapitre de livre, nous présentons ce qui est connu
quant aux effets des vols spatiaux sur le développement et les réponses des lymphocytes B,

dont voici une synthése.

1- Effets des conditions spatiales sur le développement des cellules B

La premiere étude suggérant que la lymphopoiese B est affectée en vol a été menée avec
I'amphibien P. waltl. Il a été montré que les quantités d’ARNm de chaines lourdes d’IgM, de
facteur de transcription lkaros, déterminant les cellules lymphoides, et des membres NFk-B,
qui jouent un réle crucial dans le développement des lymphocytes (Vallabhapurapu and Karin
2009), sont modifiées chez des embryons de pleurodéles soumis a des changements de forces
gravitaires, suggérant une modification de la lymphopoiese B (Huin-Schohn et al. 2013). Cette
hypothése a ensuite été confirmée par les travaux de Lescale et al. menés sur des souris
C57/BL6 soumises a une suspension anti-orthostatique pendant 21 jours (Lescale et al. 2015).
De fagon intéressante, la diminution de la lymphopoiése B, observée par Lescale et al., est tres
certainement liée a la perte osseuse induite par la suspension. Celle-ci modifie probablement
la structure des niches osseuses indispensables a I'hématopoiése. Ceci souligne l'importance
de garder a l'esprit que tous les systémes physiologiques interagissent au sein d'un organisme
et que, par conséquent, les interconnexions entre systemes doivent toujours étre prises en

compte.
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2- Effets des conditions spatiales sur la réponse humorale

Les études initialement menées sur P. waltl ont montré que lorsque ceux-ci sont immunisés a
bord d’une station spatiale, il y'a une augmentation de I'expression des IgY (homologues
physiologiques des IgA humains) (Boxio, Dournon, and Frippiat 2005). Ces résultats sont en
accord avec ceux de Konstantinova et al. qui ont aussi observé une augmentation des IgA chez
les astronautes (Konstantinova et al. 1993). Des études plus approfondies des
immunoglobulines impliquées dans la réponse humorale de ces P. waltl ont montré que les
conditions spatiales modifient I'utilisation des différents segments IGHV qui constituent la
région de reconnaissance a I'antigene (Bascove et al. 2009) et diminuent les hypermutations
somatiques indispensables pour créer un répertoire d’anticorps suffisamment diversifié
(Bascove et al. 2011). Ces résultats montrent que I'immunité humorale et la reconnaissance
antigénique sont affectées lors de vols spatiaux.

De plus, il a été montré chez des souris soumises a une centrifugation de 2g ou 3g pendant 21
jours que la réponse proliférative des cellules B et T est diminuée (Guéguinou et al. 2012). Une
diminution de 40 % de la réponse proliférative des lymphocytes B a également été observée
chez des souris soumises a une suspension anti-orthostatique de 21 jours (Gaignier et al.
2014). Ces résultats montrent que les lymphocytes B sont sensibles aux changements de

gravité.

3- Conclusions

Il apparait donc que la réponse humorale est sensible aux conditions rencontrées lors des vols
spatiaux. Du fait de 'augmentation de la durée des futures missions spatiales (missions vers
Mars), il est nécessaire de comprendre les mécanismes impliqués dans les modifications
immunologiques afin de développer des contre-mesures pharmacologiques ou nutritionnelles
pour restaurer le systéme immunitaire et ainsi prévenir le développement ou |'aggravation de
pathologies.

Ces recherches présentent également un intérét pour les personnes vivant sur Terre. En effet,
il est intéressant de noter que certains des changements immunitaires associés a I'age sont
observés chez les astronautes, suggérant que les facteurs de stress rencontrés lors des

missions spatiales pourraient entrainer un vieillissement prématuré du systeme immunitaire.
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Stressors encountered during spaceflight (microgravity, radiation, chronic stress,
fluid shear, hydrostatic pressure...) weaken the immune system but have a positive
impact on some pathogens

1 virulence,
resistance
| & proliferation |

| immune performance

Fig. 15.1 Environmental changes (stressors) encountered during spaceflight weaken the
immune system but can also increase the virulence, resistance and proliferation of
some pathogens. This imbalance likely contributes to explain increased susceptibility
to infections. Reprinted from Frippiat et al. (2016) with the permission of the Nature

Publishing Group.
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Abstract

Bioastronautic programs run over the last 50 years have shown that environmental conditions
encountered during space missions reduce immunological competence. This chapter will
review known effects on B-cell development and on the response of these antibody-producing
cells under real or simulated space conditions. Comparison of changes affecting these cells with
those previously reported in the elderly suggests that space missions could lead to premature
aging of the immune system.

Keywords: spaceflight, B lymphopoiesis, B-cell response, antibody production, aging
Introduction

Spaceflight corresponds to a unique allostatic (over-) load (see Chapter 4) as by combination
of stressors that can be classified in two main categories: chronic stressors (e.g. microgravity,
confinement, isolation, circadian rhythm misalignment) and acute stressors encountered during
periods of intense activity, such as dockings and extravehicular activities, but also during take-
off and landing phases (hypergravity exposure). While acute stress has been described as
beneficial (mobilization of individual’s defense capabilities), chronic stress appears to have
deleterious effects as several studies have shown that it contributes to many pathologies
(reviewed in Godbout and Glaser 2006, see also Chapters 4 and 6). Studies performed on
humans and animals returning from space travels have shown that this extreme environment
has a negative impact on almost all physiological systems. It causes muscle atrophy, bone
demineralization, cardiovascular and metabolic dysfunctions, alters cognitive processes and
reduces immunological competence. Regarding this last point, it was shown that 15 of the 29
astronauts involved in Apollo missions developed bacterial or viral infections during,
immediately after, or within one week of landing (Kimzey 1977). In addition, the first
epidemiological study based on medical data collected on 46 astronauts who spent six months
onboard the International Space Station (ISS), showed that 46% of them had to face
immunological problems (Crucian et al. 2016). These observations demonstrate that, on
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Fig. 15.2 Schematic presentation of the AMPHIBODY experiment performed onboard the 1SS in 2006. Embryos of
the urodele Amphian P. waltl, which do not yet produce antibodies (A), were placed in miniaquaria (B) that were
inserted into Type 1 containers (C). These containers were loaded into the Kubik incubator (D) that was transported
to the ISS (E). Embryos developed over a 10 day period in the space station. At landing, antibody-producing larvae
were recovered (F). “Ab” stands for antibody. Reprinted from Frippiat (2013) with permission from Elsevier.
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average, spaceflight affects the immune system of 50% of the astronauts and that immune
dysregulations occur during spaceflight and not only after landing. They are therefore not
exclusively due to the hypergravity phase associated to landing or to Earth gravity rehabilitation
(Crucian et al. 2016).

In parallel of these immunological modifications, spaceflight-induced changes in microbial
physiology have to be considered because some bacteria can take advantage of this extreme
environment (see Chapter 18). For example, Salmonella cultured under real or simulated
spaceflight conditions exhibited increased virulence, resistance and survival in macrophages
(Nickerson et al. 2000). In addition, reduced activity of some antibiotics associated with
variations in pharmacokinetics have been reported (Taylor and Sommer 2005; Klaus and
Howard 2006). These observations, coupled with the weakening of the immune system,
certainly contribute to explain why nearly 50% of the astronauts exhibit in-flight immunological
alterations (Fig. 15.1).

In this chapter, we will focus on the effects of spaceflight on the development and the responses
of B lymphocytes (Guéguinou et al. 2009; Frippiat et al. 2016).

Effects of spaceflight conditions on B-cell development

Cells that make up the immune system derive from hematopoietic stem cells that give rise to
common myeloid progenitors (CMP) and common lymphoid progenitors (CLP). After several
steps of differentiation, CMP generate myeloid cells (granulocytes, monocytes, macrophages,
dendritic cells) while CLP generate lymphoid cells (B and T lymphocytes and Natural Killer
cells).

Different studies have shown that spaceflight conditions affect lymphopoiesis (the development
of lymphocytes) thanks to the use of different animal models: mouse and the urodele amphibian
Pleurodeles waltl. The latter lends itself well to the constraints associated with space
experiments and has all the cardinal elements of the mammalian immune system (Frippiat
2013). It can therefore be used to improve our understanding of the immunosuppressive effects
of spaceflight. Using that animal model, it was shown that the expression of IgM
immunoglobulin heavy chain, of the lymphoid-determining transcription factor Ikaros, and of
NF«-B members that play a crucial role in lymphocyte development (Vallabhapurapu and Karin
2009) are modified when amphibian embryos are subjected to gravity changes, suggesting a
modification in B lymphopoiesis (Huin-Schohn et al. 2013) (Fig. 15.2). This hypothesis was
then confirmed in C57/BL6 mice subjected to an anti-orthostatic suspension (HU for “Hindlimb
Unloading’, a ground-based model frequently used to simulate the effects of spaceflight on
rodents) for 21 days to mimic a long-duration mission at the human-scale. Indeed, it was shown
that HU induces a decrease in both bone microstructure and the frequency of B-cell progenitors
in the bone marrow. While multipotent hematopoietic progenitors were not affected by HU, a
decrease in B lymphopoiesis was observed in femoral bone marrow as of the CLP stage with a
major block at the pro-B to pre-B cell transition (5-10 fold decrease) (Fig. 15.3) (Lescale et al.
2015). These reductions persisted during the 21-days period of suspension and were not due to
stress because biochemical and behavioral studies have shown that mice adapt to HU in less
than 3 days. Various studies have subsequently identified several causes of this B
lymphopoiesis weakening such as a reduced expression of B-cell transcription factors (EBF and
Pax5) and an alteration in STAT5-mediated IL-7 signaling, a signaling pathway required for
the differentiation of B lymphocytes. This decrease in B lymphopoiesis is most certainly linked
to suspension-induced osteoporosis because immune-competent B-cells derive from
hematopoietic stem cells that reside in the bone marrow in specialized niches made up of bone
and vascular structures, including bone forming osteoblasts and bone resorbing osteoclasts
(Mercier et al. 2011). This hypothesis is supported by the fact that a doubling of the level of
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Fig. 15.3 Schematic presentation of B-cell development in the bone marrow (B lymphopoiesis). Antibody heavy
chains appear at the pro-B stage (purple). At the pre-B stage, this chain is associated with a pseudo light chain
(green) that will be replaced by a light chain (blue) in immature B-cells. Microgravity simulated by anti-orthostatic
suspension (HU) and ageing weaken B lymphopoiesis as of the CLP stage with a major block at the pro-B to pre-B
cell transition (Lescale et al. 2015).
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progenitors and stem cells was observed in the blood of HU mice suggesting that the
interactions between these cells and their niches are disrupted. This example highlight the
importance of keeping in mind that all physiological systems interact within an organism and
that consequently, interconnections between systems must always be considered.

Some of these observations were confirmed in C57/BL6 mice subjected to real microgravity
during a 30-day flight onboard the Bion-M 1 biosatellite (April 19-May 19, 2013) (Andreev-
Andrievskiy et al. 2014). Indeed, osteocyte death, which may trigger bone resorption and result
in bone mass and microstructural deterioration, was noted at landing (Gerbaix et al. 2017).
Furthermore, a decrease in the expression of proteins necessary for the maturation of B-cells,
most probably at the pro-B to pre-B transition, were noted in these mice (J.-P.F., submitted

paper).
Effects of spaceflight conditions on B-cell responses

To determine whether the humoral immune response is affected by spaceflight conditions, adult
P. waltl were immunized during a five months stay onboard the Mir space station (Fig. 15.4).
These animals are, until now, the only ones to have been immunized in space. At the same time,
other P. waltl of the same age and gender were reared in the laboratory under the same
conditions as those found in the space station and immunized with the same antigen. The
quantification of IgY (the physiological counterpart of human IgA - Schaerlinger et al. 2008)
and IgM heavy-chain mRNAs in the spleen of these animals revealed that the level of IgM
transcription was unaffected in flown animals, while the level of IgY transcription was at least
3 times higher in the spleen of animals immunized onboard Mir (Boxio et al. 2005). These data
support the increase of IgA previously noted in astronauts by Konstantinova et al. (1993). This
increase could result from a change in the distribution of IgY-producing B-cells because it has
been reported that spaceflight can modify the distribution of leukocytes. More detailed studies
of these amphibian humoral responses revealed spaceflight-induced changes in the expression
of the VHII and VHVI gene segment subgroups used to build specific antibodies in response to
the antigenic challenge. VHII and VHVI subgroups were found in 28% and 58% of IgM heavy-
chains from animals immunized on Earth, respectively, and in 61% and 24% of IgM heavy-
chains from animals immunized onboard Mir. More precisely, it was shown that P. waltl that
were immunized on Earth or in space used the same VHII gene segment to build their IgM
heavy-chains but that the expression of this segment was two times higher under spaceflight
conditions. It was also shown that animals immunized on Earth used four different VHVI gene
segments to build their IgM heavy-chains, while animals immunized onboard Mir used only
two of them. Strong decreases in the expression of IgM heavy-chain mMRNAs encoded by the
VHVI.A and VHVI1.B segments were noted in flown animals (Bascove et al. 2009). These data
indicate that flown animals expressed different Ig heavy-chain mRNAs by comparison to
animals immunized on Earth. Finally, somatic hypermutations in heavy-chain variable domains
(VH) of IgM antibodies were analyzed. Somatic hypermutations are important because they
enable B lymphocytes to improve their antibody binding sites. To calculate the frequency of
these mutations, cDNA sequences of IgM heavy-chain transcripts encoding VHII domains were
aligned with the corresponding VHII germline sequence for each of the studied animals. This
study revealed that somatic hypermutation occurs in space following immunization but at
frequency two times lower than on Earth (Bascove et al. 2011). This observation suggests that
antibody affinity maturation could be less efficient in space, thereby confirming the disruption
of the humoral immune response under spaceflight conditions. This decrease in somatic
hypermutation frequency likely results from the combination of several spaceflight-associated
changes, such as the severe reduction in T cell activation, changes in cell-cell contacts, signal
transduction, gene transcription, cytokine production and cytoskeleton organization. Of all
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Fig. 15.4 Schematic presentation of the Genesis experiment performed in 1999. During that experiment adult P.
waltl were immunized and reared during 5 months onboard the Mir space station (A). During their stay in the
station, animals were force-fed using a syringe with a catheter. As controls, adult P. waltl were immunized and
reared on Earth in the same conditions as onboard Mir. During that experiment, animals were kept in boxes on damp
towels (B and C) that were placed inside the CTA (“Container de Transport Aller”) (D) to regulate the temperature.
Reprinted from Frippiat (2013) with permission from Elsevier.
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these changes, those concerning the cytoskeleton are of particular interest because this structure
is involved in many functions. It participates in cell mobility, signal transduction, gene
expression and cell cycle. The cytoskeleton could therefore be one of the structures through
which a cell detects a change in gravitational force (see Chapter 17).

In complement of these in-flight studies, the impacts of gravity changes on the immune system
of adult mice were studied. Eight-week old male C57BL/6 mice were centrifuged for 21 days
at 2 or 3g. A substantial increase in serum corticosterone (a stress hormone) concentration was
observed at the end of the centrifugation in 3g mice, but not in 2g mice. In the same way, a
significant increase in the level of anxiety, persisting for more than two weeks after the return
to normogravity, was noted in 3g mice. A significant reduction in the proliferative response of
B lymphocytes from 2g mice, but not from 3g mice, was associated to these changes. T
lymphocyte proliferative responses fell at 2g and 3g but less sharply than for B cells. Together,
these results suggest a breakdown in adaptation at 3g which takes the form of an increase in
serum corticosterone, lasting anxiety and a reduction of the proliferative response of T
lymphocytes whereas after 21 days at 2g, mice only show a lower response of their B and T
lymphocytes. It therefore seems that at 2g, hypergravity on its own can affect the response of
these two cell types (Guéguinou et al. 2012). On the other hand, when mice were subjected to
HU during 21 days to simulate physiological changes observed in astronauts, no differences in
serum corticosterone concentrations or in thymus and spleen masses were noted indicating
adaptation. However, it appeared that the anti-orthostatic position led, in the absence of stress,
to an inversion of the B/T lymphocyte ratio in mice's spleen and to a 40% weakening of B
lymphocytes proliferative response (Gaignier et al. 2014) as was shown for 2g mice. Taken
together, these results show that B lymphocytes are sensitive to changes in gravity, which could
explain the greater sensitivity to pathogens previously reported for HU mice (Aviles et al.
2003).

To understand why B lymphocytes from mice exposed to gravitational stress have a poorer
response to mitogen stimulation, it is of interest to look at neurohormone receptors present on
these cells. Glucocorticoid receptors have been reported on B-cells (Gruver-Yates et al. 2014)
and very recently corticotropin-releasing hormone receptors 2, CRHR2 (Harle et al. 2018).
These receptors render B-cells directly sensitive to glucocorticoids and CRH produced when
the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis is activated by stress.

Similarities between spaceflight-induced modifications and aging

Aging profoundly impairs the immune system and is characterized by changes in
hematopoiesis, adaptive and innate immunity. Thymus atrophy and the subsequent reduction in
T-cell production are the most noticeable age-related events. Accelerated immune aging is also
observed among individuals with high stress (Casaletto et al., 2018).

Interestingly, some of these age-associated changes are observed in astronauts who are
subjected to numerous stressors during space missions. Indeed, increased susceptibility to
infection and decreased response to vaccine (Sasaki et al. 2011), that may be correlated with
impaired development and functions of B and T lymphocytes, have been observed in the elderly
(Shaw et al. 2013). The development of these cells and their responses are also reduced when
the gravitational force is modified (see above). HU rapidly induced modifications presenting
many similarities with the changes observed in old mice both with regard to trabecular bone
microarchitecture and to the cellular and molecular changes accompanying reduced B-cell
differentiation (Lescale et al. 2015). Aging is accompanied by a decrease in antibody affinity
(Sasaki et al. 2011) as shown in in-flight immunized P. waltl (Bascove et al. 2011). The use of
antibody VH gene segments is modified during aging (Gibson et al. 2009) and in space
(Bascove et al. 2009) which affects the diversity of the antibody repertoire. Taken together,
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these observations suggest that stressors encountered during space missions could lead to
premature aging of the immune system.

Conclusion and perspectives

On average, 50% of the astronauts are confronted to immunological problems during space
missions. Our understanding of these dysfunctions has greatly progressed. However, the impact
of long-term missions remains to be clarified. Indeed, most of our current knowledge has
derived from space missions whose duration did not exceed six months. Moreover, since the
homeostasis of the immune system is linked to that of other systems that are also affected by
spatial conditions such as the musculoskeletal, nervous and cardiovascular systems, it will be
necessary to study the impact of spaceflight conditions on these interconnections through
interdisciplinary approaches.

Knowledge that will emerge from these researches will be necessary to, on the one hand, better
understand the risks incurred during future long-term space missions, where the crew will be
left on its own without the possibility of a quick return to Earth and, on the other hand, to
develop pharmacological or nutritional countermeasures to restore the immune system to
prevent the development or aggravation of pathologies. These researches are also of interest for
people living on Earth since they could open therapeutic ways to treat immunosenescence and
chronic stress-induced immune dysfunctional states.
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Résumé

Les vols spatiaux sont source de nombreux stress conduisant a un affaiblissement du systéme
immunitaire. L'efficacité de ce systeme repose notamment sur la diversité des répertoires de récepteurs aux
antigenes présents a la surface des lymphocytes B (BCR) et T (TCR) permettant de reconnaitre un grand nombre
d’antigenes différents.

Au cours de cette these, j’ai étudié la diversité des récepteurs a I'antigéne dans trois modéles animaux
différents : I'amphibien Pleurodeles waltl, le modele murin de suspension anti-orthostatique (micropesanteur
simulée) et le modeéle murin CUMS (pour « Chronic Unpredictable Mild Socio-environmental stressors ») qui fait
appel a des stress sociaux et environnementaux chroniques similaires a ceux rencontrés lors des vols spatiaux.

L’étude des répertoires de chaines lourdes d’anticorps IgM et IgY de P. waltl a montré que ceux-ci

présentent une diversité importante, faisant de cet animal un bon modele pour étudier les effets d’un vol spatial
sur le systéme immunitaire humoral.
Nous avons aussi montré que l'exposition a la suspension anti-orthostatique durant 21 jours diminue la
lymphopoiése B mais n’affecte que modérément la diversité du répertoire de chaines lourdes d’IgM. Ces résultats
ont été comparés a ceux obtenus avec des souris dgées afin de savoir si la suspension anti-orthostatique induit
un vieillissement accéléré du systeme immunitaire. Méme si nous avons noté des similitudes intéressantes entre
ces deux groupes de souris, nous avons constaté que I'effet du vieillissement sur le répertoire d’IgM est plus
important que celui de la suspension anti-orthostatique, suggérant que le temps d’exposition au modéle anti-
orthostatique devrait étre augmenté pour accentuer ses effets sur le répertoire d’anticorps.

Quant au modéle CUMS, nous avons montré que son application durant la gestation n’impacte pas la
lymphopoiése T chez les souriceaux nouveau-nés mais affecte 25% de leur répertoire de chaines lourdes 3 du
TCR. Ces résultats suggerent que des stress socio-environnementaux chroniques, méme de faibles intensités,
pourraient modifier les capacités de reconnaissance antigénique de I'héte.

Mots clés : Répertoires de BCR et TCR ; Lymphopoiese ; Stress ; Vols spatiaux ; Vieillissement.

Abstract

Spaceflight is a source of various stresses leading to the weakening of the immune system. The efficiency
of this system relies, notably, on the diversity of antigen receptor repertoires present on B (BCR) and T (TCR)
cells, allowing the recognition of a vast array of antigens.

During this thesis, | studied the diversity of antigen receptors in three different animal models: the
amphibian Pleurodeles waltl, the murine anti-orthostatic suspension model (simulated microgravity) and the
CUMS (for "Chronic Unpredictable Mild Socio-environmental stressors") murine model involving exposure to
chronic social and environmental stressors similar to those encountered during spaceflights.

Analyses of P. waltl IgM and IgY heavy chain repertoires have shown that they are highly diverse, making
this species a nice animal model for studying the effects of spaceflight on the humoral immune system.

We have also shown that 21 days of anti-orthostatic suspension decrease murine B lymphopoiesis and
moderately affect IgM heavy chain repertoire diversity. These results were compared with those obtained with
old mice to determine if anti-orthostatic suspension induces an accelerated aging of the immune system.
Although we noted interesting similarities between these two groups of mice, we found that the effect of aging
on IgM repertoire is stronger than that of the anti-orthostatic suspension, suggesting that anti-orthostatic
duration should be extended to increase the effects of this model on antibody repertoire.

Finally, regarding the CUMS model, we have shown that, when applied during gestation it does not
affect T lymphopoiesis in newborn mice but affects 25% of their TCRB heavy chain repertoire. These results
suggest that low-intensity chronic socio-environmental stressors may alter antigen recognition capabilities of the
host.

Keywords: BCR and TCR repertoires; Lymphopoiesis; Stress; Spaceflight; Ageing.
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