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INTRODUCTION

L’'hématopoiése est le mécanisme biologique qui permet la production des cellules et
éléments figurés du sang a partir de cellules souches hématopoiétiques (CSH). Il s’agit d’un
phénomeéne essentiel a '"homéostasie d’'un organisme, c’est pourquoi il est étudié de
maniere extrémement détaillée depuis de nombreuses années. Parmi les cellules produites
lors de I'hématopoiese on retrouve les lymphocytes T (LT) et B (LB). Dans leur cas, il est
courant d’employer plus spécifiqguement le terme de lymphopoiéese. La lymphopoiese est
donc I'ensemble des mécanismes cellulaires aboutissant au développement et a la
maturation des LT ou LB acteurs essentiels de I'immunité.

Les LB sont les cellules de I'immunité adaptative responsables de la production des anticorps
(Ac) ou immunoglobulines (Ig), un des moyens de défense les plus efficaces dont nous
disposons. En effet lors d’une infection, les microorganismes pathogénes (bactéries, virus,
parasites...) doivent étre spécifiquement reconnus par notre organisme pour étre éliminés.
Les LB font partie des cellules capables de reconnaitre les éléments pathogénes ou
antigénes, grace au complexe formé par leurs Igs membranaires associées a des molécules
de transduction pour former un récepteur particulier : le BCR (B-cell receptor ou récepteur
des cellules B). La production continue et quantitativement importante de LB contribue a
I’élaboration d’un répertoire a large spectre contre les principales menaces dirigées contre
I'organisme. La liaison des antigénes aux BCR, avec une affinité suffisante, va permettre
d’activer la cellule B, c'est-a-dire qu’elle va pouvoir se multiplier pour produire de grandes
guantités d’Ac afin de stopper I'infection. De plus, la capacité de maturation d’affinité des Ac
permet de sélectionner les plus efficaces d’entre eux. Toutes ces observations nous
prouvent que tout au long de I'évolution, les organismes ont su mettre en place des
stratégies adaptées visant a neutraliser le plus efficacement possible les pathogénes.

C’est pourquoi la compréhension approfondie des différentes étapes de différenciation et de
maturation cellulaire constitue un enjeu majeur de la recherche immunologique actuelle. Le
systéeme immunitaire se doit d’étre performant, sans pour autant porter atteinte a I'intégrité
de l'individu. Il doit étre finement régulé car les conséquences d’'une exacerbation des
réponses immunitaires peuvent étre létales. Ce constat procure une certaine fascination vis-
a-vis de ce systeme. C'est I'une des raisons qui m’a poussé a approfondir mes connaissances
dans ce domaine. L'immunologie est donc une discipline transversale : associant des études
fondamentales de différenciation et maturation cellulaire, aux analyses bien ciblées de
relations hotes pathogénes ou encore de cancers (leucémies). Bien qu’ayant déja été
étudiée de maniére intensive, la lymphopoiése présente encore de nombreux mystéres qu'il
convient d’élucider. La souris, support préférentiellement utilisé pour les études
immunologiques, a permis de révéler d’importants mécanismes grace aux différents
modeles et outils génétiques développés. Bien que les grandes voies de défense soient
conservées dans I'évolution, chaque espéece présente des particularités propres en matiere
de lymphopoiése. Leur étude peut nous fournir des outils de compréhension et des
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exemples de lutte contre les pathogénes ou les cancers utilisables dans les situations
humaines. En ce sens, le Danio rerio ou poisson zébre a largement prouvé son utilité. Ce
vertébré fait partie de la classe des téléostéens chez lesquels s’est développée une immunité
adaptative reposant entre autre sur |'utilisation des Igs. Bien que la plupart des mécanismes
de défense y soient conservés (présence des LT et LB, synthése d’lgs faisant suite a des
réarrangements génomiques, maturation d’affinité des Ac...), le Danio présente néanmoins
des particularités distinctes de la souris et de 'homme. De nombreuses étapes du
développement B restent encore a identifier. En particulier, I'absence de centres germinatifs
pose la question des modalités et des tissus dans lesquels se produit la maturation d’affinité
au cours d’une infection. Une autre différence majeure est que la commutation de classe ou
switch isotypique des Igs ne peut pas se produire a cause de la structure du locus codant les
chaines lourdes. Cela implique que chez le poisson zebre, les LB doivent étre d’emblée
spécialisés soit dans la synthese des IgM (avec ou sans IgD), soit dans celle des IgZ
(équivalant fonctionnel des IgA des mammiféres). Enfin, il possible de vacciner efficacement
les poissons zebres, ce qui atteste leur capacité de produire des LB mémoires responsables
d’une immunisation durable contre les antigenes. Cela fait d’eux une espece de choix pour
les tests d’immunisation, notamment pour I'évaluation de la vaccination par voie orale. Le
Danio rerio représente donc un support de travail intéressant pour la compréhension de
mécanismes de la lymphopoiése B. Certaines caractéristiques du développement du Danio
peuvent étre mises a profit a cette fin: ses embryons et ses larves sont transparents,
permettant de visualiser des phénomeénes biologiques in vivo par simple microscopie. Il est
donc possible de recueillir des informations inédites a des stades précoces de
développement. Bien que l'arsenal technique actuellement disponible ne soit pas aussi
étoffé que celui de la souris, il est tout a fait envisageable d’élaborer des expériences simples
aboutissant a des résultats significatifs.

C’est pourquoi j'ai choisi d’exposer les informations relatives a la lymphopoiése B chez le
Danio rerio au cours de ma these. Durant mon stage de Master 2, j'ai pu recueillir des
données tout a fait intéressantes ouvrant des pistes prometteuses. Pour exposer le contexte
scientifique de nos travaux, je présenterai dans un premier temps, les mécanismes généraux
de développement et maturation des LB chez les mammiféres que je confronterai aux
premiers éléments recueillis chez le Danio. Dans un second temps, je développerai plus en
détail les résultats obtenus au laboratoire DIMNP lors de mon stage de Master 2 concernant
I’étude des répertoires anticorps chez le poisson zebre : des protocoles expérimentaux a
I'analyse et interprétation des résultats. Enfin, dans une troisieme partie, j'aborderai trois
modeles d’études du développement des LB mis en place chez le poisson zébre, des
stratégies d’élaboration, aux résultats préliminaires obtenus, en confrontant nos résultats a
ceux de la littérature récente, avant de conclure.



LISTE DES ABREVIATIONS

Ac : anticorps

Ag(s): Antigene(s)

ADCC: Antibody-dependent-cell-mediated-cytotoxicity
ADNCc : ADN complémentaire

AGM : Aorte-Gonade-Mesonepros

AID: Activting-Induced cytidine Deaminase

ARNmM : ARN messager

BCR : B-Cell receptor (récepteur d’antigéne des cellules B)
CDR : Complement Determining Region

CFD(s) : cellule(s) folliculaire(s) dendritique(s)

CHT: Caudal Hematopoietic Tissue (tissu hématopoiétique caudal)
CMH Il : Complexe Majeur d’Histocompatibilité Il
CSH(s) : cellule(s) souche(s) hématopoiétique(s)

dNTP : désoxyNucleotide triphosphate

EGFP : enhanced green fluorescent protein

HIS : Hybridation in situ

Hpf : heures post-fécondation

ICM : intermediate cell mass

Ig(s) : Immunoglobuline(s)

IgA : immunoglobuline de classe a

IgBP-1 : Ig binding protein-1 ou alpha 4

IgD : immunoglobuline de classe A

IgE : immunoglobuline de classe €

IgM : immunoglobuline de classe p

jpf : jours post-fécondation

kb : kilo base (10> bases) d’ADN

LB : lymphocyte B

LC : chaine légére

LT : lymphocyte T



pb : paire de base d’ADN

PBI : Posterior blood island

RAG : Recombination activating gene

RSS : séquences signales de recombinaison

SLC : surrogate light chain ou substitut de chaine légere
spf : semaines post-fécondation

TCR : T-cell receptor (récepteur d’antigene des cellules T)

TdT : Terminal deoxynucleotidyl Transferase



La différenciation et la maturation des lymphocytes B

2) Ce que I'on sait chez les mammiféres

a) De la cellule hématopoiétique a la cellule B immature

La lymphopoiése B est un long processus qui, a I’age adulte, débute au niveau de la moelle
osseuse a partir des CSH. Ces cellules, qui possedent aussi la capacité d’autorenouvellement,
vont se différencier en progéniteurs multipotents lymphoides (LMPPs pour Lymphoid-multi-
potent primed progenitors) pour former entre autre les progéniteurs lymphoides précoces
(ELPs). Par la suite, les ELPs pourront se différencier soit en progéniteurs thymiques précoces
(ETP) donnant des LT, soit en progéniteurs lymphoides communs (CLP) capable de produire
toutes les cellules lymphoides dont la lignée B. Tous ces phénomeénes sont finement régulés
et dépendent majoritairement du microenvironnement cellulaire et cytokinique des
différents progéniteurs. Tout ceci concourt a la production de LB matures.

La formation des Igs, protéines constituées de deux chaines lourdes et deux chaines légeres
reliées par des ponts disulfures, représente une étape fondamentale dans la maturation des
cellules B. Les chaines lourdes comprennent une partie constante (C) et une partie variable
associant une région variable (V), une région de diversité (D) et une zone de jonction (J). On
retrouve la méme structure dans les chaines légeres, a la différence que leur partie variable
ne comprend qu’une région V et J (figure 1). Dans I'lg, c’est la partie variable qui est
impliquée dans la reconnaissance spécifique de I’Ag tandis que la partie constante va
déterminer le moyen par lequel I'Ag sera éliminé. L'expression des Igs nécessite des
réarrangements des génes codant pour les chaines d’lgs suivant un ordre bien précis.

Chafne lourde
Régions
variables
Fab

RégiOn P//
constante Fc :
Activité Chaine légere

biologique

Site de liaison

, . . , . , . . a l’antigéne
Figure 1 : Représentation schématique d’une immunoglobuline 8

et du site de liaison a I'antigéne
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Les réactions de réarrangement des génes d’lg dans la lignée B font intervenir un complexe

2.1l va

enzymatique spécifique appelé RAG1-RAG2 pour Recombination activating gene
induire des cassures doubles brins, grace a son activité endonucléase, dans des zones bien
précises de I’ADN : les séquences de recombinaisons (RSS) adjacentes aux genes V, D, J et
qui présentent une organisation caractéristique >. Ces séquences RSS sont formées d’une
séquence heptamer (7 paires de bases ou pb) (5'-CACAGTG) associée a une séquence
nonamer (9 pb) (5’-ACAAAAACC), séparée par une région non conservée de 12 ou 23 pb
appelée « spacer ». Le systéme est concu de telle sorte que les séquences RSS possédant un
spacer de 12 pb ne peuvent s’associer qu’avec des séquences RSS comprenant un spacer de
23 pb; on parle de la régle du 12-23 >*. Il est & noter qu’il y a plusieurs versions différentes
des génes V, D et J. Lors des réarrangements, les genes sont utilisés de fagon aléatoire ce qui
permet une variabilité des chaines lourdes synthétisées a partir d’'un méme génome. Par
ailleurs les réparations effectuées aprés cassure de '’ADN par RAG sont de type non
homologues et donc non fideéles. Des erreurs peuvent donc se glisser avec comme
conséquences soit la formation de chaines lourdes d’lg non fonctionnelles, soit d’accroitre la

diversité en créant des séquences inédites, distinctes des séquences génomiques.

La premiere étape identifiable de la lymphopoiése B correspond a la cellule pro-B : c’est a ce
stade que I'on observe les réarrangements des génes D et J des chaines lourdes d’lIgs °. Dans
la cellule suivante, dénommeée pré-B, un géne V est recombiné a la portion DJ déja formée.
Cette séquence VDJ va constituer la partie variable de la chaine lourde. Le géne recombiné
VDJC (géne C de type W) sera transcrit en ARNm primitif puis l'intron, présent entre la
séquence VDJ et la séquence C, sera éliminé par épissage. Enfin I’ARNm va subir d’autres
modifications post-transcriptionnelles (ajout d’'une queue polyA, coiffe...) et pourra étre
traduit en chaine lourde d’Ig fonctionnelle (figure 2).
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L Vn

Dn Jn C
_ MO | CleWehl (b, DN Heavy Chain:
17 I L

germ-line gene

L Vn Dn Jn c H Chain : DJ
eavy Chain :
— Do, [l B gene rearrangment
L vn DnJn c
AN |, NN e Chan:vo)
gene rearrangment
Transcription L vn Dn Jn c
N B eavy chain mRNA
Epissage L Vn Dn Jn C
_AAAAAA Heavy Chain mature

mRNA

Figure 2 : Schéma d’organisation des génes d’une chaine lourde d’lg (génes V, J, D et C +
séquences RSS) et exemple de réarrangement.

Une fois synthétisée, les chaines lourdes ne peuvent persister seules dans le cytoplasme de
la cellule or a ce stade, les genes des chaines légeres ne sont pas encore réarrangés. Pour
pallier ce manque, la cellule synthétise un substitut de chaine légére ou « surrogate light
chain » (SLC) constitué de deux protéines : VpreB et A5, homologues des genes V et C des
chaines légeres.

Ce substitut de chaine légere va s’associer a une chaine lourde de type p préalablement
formée pour entrer dans la composition du récepteur pré-BCR (ou pré B-Cell Receptor) °
exprimé a la surface de la cellule B (figure 3). Ce récepteur comprend également un autre
hétérodimere Ig-a/Ig-B (ou CD79a/CD79b) assurant la transduction intracellulaire du signal
lors de sa stimulation. La formation de ce récepteur constitue une étape primordiale du
développement de la cellule B. D’une part, il est le témoin du réarrangement fonctionnel des
génes de chaines lourdes d’Ig et va entrainer la survie et la prolifération des cellules pré-B ’.
D’autre part, il va moduler négativement I'expression des génes RAG et SLC ? (une seule
chaine lourde exprimée par cellule) tout en induisant par la suite I'activation du gene SLP-65
nécessaire au réarrangement des genes des chaines légéres 0 14 synthése du pré-BCR,
effectuée dans la cellule au stade pré-B, conditionne son passage au stade B immature.

Le réarrangement des chaines légeres observent les mémes regles que pour les chaines
lourdes : intervention du complexe protéique RAG, utilisation des séquences RSS et respect
de larégle 12/23.
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La seule nuance réside dans I'absence de génes D. Les réarrangements ne concernent donc
que les genes V et J. La synthése des chaines légéres va permettre la formation du BCR
(figure 3) témoin du passage de la cellule B au stade immature (figure 4).

BCR pre-BCR

VH

VH

Vi

Vpre
K A5

SLC -

IIg-cx

|g_ﬂ 1 1 ‘ ‘

Figure3 : Représentation schématique des récepteurs pré-BCR et BCR. Le domaine constant u
des chaines lourdes est dépeint en marron (Surova et al 2014 **).

Bone marrow

Proliferation
Recombination Recombination

RAG1/2 < > RAG1/2
IGH - IGL
WsLc

IgM IgM/D

Figure 4 : Schéma récapitulatif de la différenciation B et de la synthése du BCR dans la moelle
osseuse (Bahjat 2017 *?).

Enfin, la synthése du BCR s’accompagne d’une élimination des cellules B autoréactives. En
effet si les BCR néo-synthétisés reconnaissent des antigenes du soi, la cellule B regoit un
signal de mort par apoptose. Cette étape constitue le dernier controle subit par le LB avant
de rejoindre la circulation sanguine puis les organes lymphoides secondaires (ganglions
lymphatiques, rate).
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b) Lymphocyte B mature et stimulation antigénique

A ce jour, deux sous populations de cellules B ont été décrites : les cellules B-2 et les cellules

13715 | es cellules B-2 (ou cellules B

B-1 ainsi qu’une subdivision des cellules B-1 (B-1a et B-1b)
conventionnelles) font partie des principaux effecteurs de I'immunité adaptative
contrairement aux cellules B-1 qui elles, sont proches de I'immunité innée et participent

aussi a I’homéostasie tissulaire.

Apres avoir quitté la moelle osseuse, les cellules B-2 matures vont alterner entre la
circulation (sanguine, lymphoide) et les organes lymphoides secondaires, comme la rate ou

1 Leurs

les ganglions lymphatiques, dans I'attente d’une rencontre avec un antigene
déplacements seront influencés par la synthése de protéines d’adhésions mais aussi par des
gradients de chimiokines produites par les autres cellules de I'organisme ’. C’est le cas de |a
chemiokine CXCL13, reconnue par le récepteur CXCR5 des LB, produite par les cellules

folliculaires (stromales, dendritiques...) attirant les LB dans cette région ***°.

Il y a plusieurs contextes de rencontre entre I’Ag et les cellules B 2 Les petits Ags solubles
peuvent franchir les barrieres cellulaires pour atteindre facilement la lymphe. De Ia, ils
seront drainés jusqu’aux organes lymphoides secondaires dans lesquels ils seront pris en
charge par les macrophages folliculaire voir méme, interagir directement avec les LB. Les Ags
de grande taille ne peuvent franchir aisément les membranes cellulaires et sont rapidement
pris en charge par les cellules présentatrices d’Ags telles que les macrophages et les cellules
dendritiques. Ces Ags sont souvent opsonisés ou sous forme d’'immuns complexes avant
d’étre phagocytés ou internalisés. Une fois I'Ag internalisé, les cellules dendritiques
périphériques pourront migrer vers les organes lymphoides secondaires pour présenter les
Ags aux effecteurs de I'immunité via leur Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de
classe Il. Les macrophages périphériques ont pour rble de phagocyter et dégrader les
pathogénes. Les produits de dégradations (peptides, polysaccharides, lipides) peuvent servir
de support a la mise en place d’'une immunité adaptative.

Certaines sous-populations macrophagique se sont spécialisées dans la présentation d’Ags
dans le but d’optimiser les probabilités de rencontre avec les cellules effectrices adaptatives.
C’est le cas des macrophages des sinus subscapulaires folliculaires. Ces macrophages vont
phagocyter le pathogéne avec un processus modifié, plus lent, qui pourrait s’apparenter a
une phagocytose « douce ». Cette dégradation ralentie favorisera la formation d’Ags qui
pourront étre présentés aux LB médullaires par un processus pourrait s’apparenter a une
transcytose (figure 5)**. Autre exemple de cellules spécialisées : les cellules dendritiques
folliculaires. Ces cellules sont capables de recycler les Ags présentés a leur surface afin de

22

prolonger leur contact avec les LB en cours de maturation “*. Ce mécanisme est tres

important pour la maturation d’affinité des LB.
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Figure 5 : Exemple de présentation d’Ag aux LB médullaires par les macrophages du sinus
subscapulaire (Cyster 2010 2%).

La reconnaissance de I’Ag se fait par liaison spécifique réversible avec le BCR. Plusieurs
modeéles ont tenté d’expliquer la dynamique du BCR au repos et durant les phases
d’activation. Comme par exemple le modéle « monomérique et oligomérisation induite »
décrit par I'équipe de Tolar 23 qui stipule que le BCR est sous forme monomeérique au repos
et que son activation induit son oligomérisation. A I'inverse, le modéle décrit par I'équipe de
Reth?
BCR au repos sous forme de polymere dont la fixation de I’Ag va entrainer sa dissociation.

intitulé «modéle oligomérique et activation par dissociation » présente cette fois un

Les hypotheses ont été nombreuses. Cependant la dynamique du BCR tient compte, de la
nature et des propriétés de l'isotype impliqué, de I'état du cytosquelette intracellulaire
d’actine, de la présence de protéine d’adhésion etc. C’est tout un ensemble d’interactions,
qui, associé a la reconnaissance de I’Ag, aboutit a la transduction d’un signal d’activation 2,
L’activation du BCR se traduit par I'établissement de voies de signalisation (Pi3 kinase, MAP-
Kinases, voie de la phospholipase C) et la synthése/activation de facteurs de transcriptions

. . N . , . . 262
qui vont permettre I'expression de génes intervenant dans la réponse immunitaire 2%

Toutefois I'activation de la cellule B-2 va également nécessiter le concours de cellules T
auxiliaires folliculaires, ou T,y présents dans le paracortex des ganglions Iymphatiqueszozs.
Effectivement le LB-2 va devoir présenter aux LT, préalablement activés, I'antigene qu’il a
reconnu. Les cellules B et T vont former une synapse immunologique, grace a des liaisons

aux LT via leur CMH de classe Il.
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Si I'antigéne présenté est reconnu par le récepteur ou TCR du LT,,,, celui-ci va émettre un
signal de costimulation activateur et des cytokines (IL-2, IL-4, IL-10...) qui vont activer
pleinement le LB et provoquer ensuite sa différenciation.

Il s’agit d’'une étape de contrbéle qui garantit que seul le LB efficace contre I'antigene
responsable de I'infection puisse étre activé.

L’activation des LB se produit a I'intérieur des follicules des organes lymphoides secondaires,
plus précisément dans des structures particulieres appelées centres germinatifs (figure 6).
Suite a sa stimulation, le LB va entrer dans le cycle cellulaire et se diviser activement : cette
phase correspond a I'amplification clonale. Seul le LB capable de reconnaitre I'antigéne de
facon spécifique va pouvoir proliférer et produire une population suffisante pour constituer
une défense. Dans le centre germinatif, la zone d’amplification contenant de nombreux LB
en division ou centroblastes, apparait sombre en imagerie : on l'appellera donc zone
sombre. Durant cette phase d’amplification, le LB va pouvoir modifier son répertoire afin
d’augmenter I’affinité de ses immunoglobulines pour I’Ag.

Pour ce faire, le LB dispose d’'une enzyme capable d’induire des mutations dans les génes V
d’lg. Il sagit de la protéine AID pour Activating-Induced cytidine Deaminase 2 Elle va
modifier les désoxycytidines en désoxyuraciles (modification de C-G en C-U) dans I’ADN,
entrainant une élimination de la base ou une cassure du brin qui vont nécessiter

I'intervention de systémes de réparation de ’ADN 3%3!

. C'est au cours de ces réparations, qui
seront non fideles, qu’apparaitront des mutations restreintes aux zones appelées domaines
hypervariables dans les régions CDR (complementary determining region) des génes V : on

parle alors d’hypermutation somatique 32,

Une fois sortie de leur phase de multiplication, les LB, qui prendront le nom de centrocytes,
vont évaluer I'affinité de leur Igs néosynthétisées. Les LB vont reconnaitre les Ags situés a la
surface des CDFs et déterminer I’affinité de leur BCR vis-a-vis des ligands en appliquant des

forces de tension sur la liaison Ag-Ac 33,34

. En cas de forte affinité, 'Ag sera extrait,
internalisé et présenté via un CMHII aux LT,. C'est uniqguement dans cette configuration
qgue les LT,y vont pouvoir sentir indirectement I’affinité des LBs. Le nombre de LT,y présents
dans cette zone étant limité, la sélection se fera en faveur des LBs présentant la meilleure
affinité pour leur Ag *>. Cette étape vise a éliminer tous les LB ayant peu ou pas d’affinité
pour I'antigene a cibler et permet de conserver le répertoire le plus affin possible. Cette
sélection a lieu en périphérie de la zone sombre et constitue la zone claire folliculaire 36738
Les LB non sélectionnés par les CFD peuvent bénéficier d’'une nouvelle chance de maturer

leur Ac en retournant dans la zone sombre pour I'éditer.

Au cours de la réponse immunitaire, le LB a la possibilité d’effectuer un changement au
niveau de la partie constante des chaines lourdes d’lgs, sans altération de leur spécificité vis-
a-vis de I'Ag : il s’agit de la commutation de classe ou commutation isotypique. Cette
réaction se produit au niveau de la maturation folliculaire des LB et fait intervenir la protéine
AID ¥,
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Chez 'homme, le changement de classe va se traduire par |'excision définitive des parties
constantes Cu au profit d’une région constante de type y, a, € ou A dans le but d’obtenir

différentes fonctions effectrices 3% :

e LesIgM sont les premieres Ig exprimées par les LB. Elles présentent une faible affinité
et sont polyréactives, ce qui leur permet d’établir une réponse rapide contre une
assez grande variété d’Ags. Elles neutralisent les pathogenes par opsonisation et sont
capables d’activer le complément en vue de leur élimination.

e Les IgG sont les Igs majoritaires du sérum et possedent la demi-vie la plus longue. On
note 4 sous classes d’lIgG avec des propriétés différentes comme leur flexibilité ou
leur affinité pour les différents FCy Récepteurs. La reconnaissance des segments Fc
par leurs récepteurs va induire la phagocytose du pathogéne ou encore I’ADCC
(Antibody-dependent-cell-mediated-cytotoxicity). Les 1gG sont les seules capable de
franchir la barriére placentaire et constituent la premiere défense du foetus.

e Les IgA sont présentent dans le sérum mais surtout au niveau des muqueuses et des
sécrétions comme la salive ou le lait maternel **. Les deux sous classes d’IgA, les IgAl
et IgA2 montrent une répartition distincte due a leur structure protéique. Les IgA2
sont trés abondantes aux niveaux des muqueuses et sécrétions car elles neutralisent
les toxines, les virus et les bactéries par activation du complément mais surtout par
activation du processus de I’ADCC par les neutrophiles.

e Les IgE, quant a elles sont associées aux réactions allergiques, aux réactions
d’hypersensibilité et aux réponses contre les parasites et les vers. Du fait de leur fort
potentiel réactif, les IgE présentent une demi-vie plasmatique tres courte. En effet en
cas de réponse inflammatoire, les IgE vont activer les cellules de Langerhans, les
basophiles et les éosinophiles par fixation sur leur FCeRI.

e Le rble des IgD est moins bien connus. Elles interviennent dans la maturation B
conjointement aux IgM et peuvent méme les substituer®’. Elles sont présentent en
faible quantité dans le sérum™.

La nature de la partie constante déterminera donc a la fois les propriétés des Igs mais aussi
I'affinité qu’elles auront pour leurs récepteurs Fc. Les récepteurs Fc activateurs ou
inhibiteurs, interviennent dans la régulation et I'exécution de la réponse immune. Pour les
cellule de I'immunité innée comme les mastocytes, les macrophages, les neutrophiles, les
monocytes ou encore les cellules dendritiques, cela se traduit par une régulation des
mécanismes tels que la dégranulation, la phagocytose et I’ADCC **. Ils font donc le lien entre
immunité innée et immunité adaptative. La régulation de la réponse se fait via les cytokines
et les Igs qui vont influencer I'expression des récepteurs Fc a la surface des cellules. Par
exemple, I'expression des récepteurs Fc activateurs a la surface des cellules de I'immunité
innée peut étre augmentée par des stimuli pro-inflammatoire (lippopolysacharide...), des
cytokines de type TH-1 (IFNy..) ou encore par la protéine C5a du complément ™. A
I'inverse, des cytokines de type TH-2 comme IL-4, IL-10 ou TGFf vont diminuer I’expression

des récepteurs Fc activateurs tout en augmentant celle des récepteurs Fc inhibiteurs 4850,
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Néanmoins, I'effet des différentes cytokines peut varier en fonction du type cellulaire
considéré>".

Enfin le destin du LB va aboutir vers deux voies distinctes : la différenciation en cellule
effectrice, sécrétrice d’immunoglobulines (plasmocyte) ou en cellule mémoire. Cette
différenciation peut se produire a deux moments précis de la réponse antigénique. Au
moment de la rencontre avec les LT,y dans le paracotex, le LB peut soit choisir d’entrer dans
le centre germinatif, soit se différencier en cellule effectrice ou cellule mémoire. Plus tard,
dans le centre germinatif, les LB sélectionnés positivement par les CDF peuvent choisir
d’interrompre leur cycle de maturation d’affinité pour quitter le centre germinatif et se
différencier en plasmocytes ou LB mémoire. Des études ont montré que I'acquisition d’un
phénotype plasmacytoide était facilité par une haute affinité des anticorps, que ce soit au

niveau de la zone T du follicule ou dans le centre germinatif >*>>.

Les mécanismes précédemment décrits sont autant de témoins de la complexité et de la
finesse de la réponse immunitaire adaptative. Tous les moyens sont mis en ceuvre par les
différents types cellulaires pour garantir une réponse immunitaire efficace et durable
prémunissant 'organisme de futures réinfections. Cette immunité, longue a se mettre en
place, laisserai 'organisme vulnérable sans I'intervention d’'une immunité innée. Il y a donc
complémentarité d’action entre I'immunité innée et adaptative.

Germinal Center :
Antigen

*8% e
% ad &

Proliferation

Figure 6 : Schéma récapitulatif de I'activation et maturation des LB suite a la rencontre d’un
Ag dans les centres germinatifs ol se produisent les phénoménes d’hypermutation
somatique et de commutation de classe (Bahjat 2017 *?).

Avant les années 1980, la population cellulaire B était uniquement rattachée a I'immunité
adaptative. La découverte de la sous-population B-1 et de ses propriétés a permis d’élargir le
potentiel de ce type cellulaire & un mode de fonctionnement proche de 'immunité innée >*.
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Les LB-1 sont produits au stade embryonnaire et possedent la capacité
d’autorenouvellement. Ils sont capables de reconnaitre aussi bien des antigenes de
bactéries, virus et parasites que des antigenes du soi. Leur localisation principale se situe
dans les cavités pleurale et péritonéale, mais on les retrouve aussi dans les tissus lymphoides
secondaire, le sang et la moelle osseuse > Une grande proportion des IgM sériques
présentes en I'absence de stimulation antigénique, est due aux cellules B-1 de la rate et de la
moelle osseuse.

Ces IgM circulantes dites « naturelles », forment une barriére contre les pathogenes en
inhibant leur réplication par fixation directe, tout en favorisant la mise en place de
'immunité adaptative grace a lutilisation des immuncomplexes comme support de
maturation pour les LB-2 folliculaires. Les LB-1 concourent aussi au maintien de
I’'homéostasie tissulaire grace a leur capacité de reconnaissance d’antigénes du soi tels que
ceux issus des corps apoptotiques, des lipoprotéines de faible densité oxydées et exercent
donc une fonction de ménage ™. Aussi ils interviennent dans la maintenance du microbiote,
la tolérance vis-a-vis de ce dernier et participent a la régulation de la réponse inflammatoire

par leur sécrétion d’I1-10 °°.

Ainsi, I’éventail des fonctions des LB ne cesse de s’élargir au fur et a mesure des recherches
et de la découverte de sous-populations B. De nombreux mécanismes impliquant les cellules
B doivent encore étre mieux appréhendés et justifient |'utilisation de modeéles originaux
distincts de celui de la souris.

3) Lalymphopoiese B chez le Danio rerio

a) L’hématopoiese et I'émergence des précurseurs lymphoides

Depuis les années 1980, le Danio rerio a su prouver son utilit¢ comme support d’étude de
mécanismes de I'hématopoiése en situation physiologique et pathologique. En effet, bien
gue les différents sites de ’lhématopoiése soient distinct des mammiferes, les processus de
régulation génétique sont, eux, trés conservés permettant des analogies avec la souris et

'homme °7°, A

I'égal des mammiféres, le Danio présente deux vagues successives
d’hématopoiese : primitive et définitive, responsables de la production des cellules et
éléments figurés du sang chez I'’embryon puis I'organisme adulte. L’'hématopoiése primitive
se met en place tres rapidement avec la formation de cellules souches érythroides primitives
dans le mésoderme latéral postérieur dans une zone appelée masse cellulaire intermédiaire
ou ICM (pour intermediate cell mass) >8 (figure 7). Elle permet I'établissement d’une
circulation sanguine des 24 heures post-fécondation (hpf)eo. Puis débute la vague définitive
de I'hématopoiése avec la formation de progéniteurs érythro-myéloides au niveau de lilot

sanguin postérieur ou PBI (pour prosterior blood island).
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Ces cellules n’ont ni la capacité d’autorenouvellement ni la possibilité de produire des lignés
lymphoides. Le point culminant de I’"hématopoiese définitive est atteint avec I’émergence
des cellules souches hématopoiétiques (CSHs) dans la région dorsale de |'aorte ventrale
6182 Ces CSHs vont

coloniser, par le biais de la circulation sanguine, le CHT (Caudal Hematopoietic Tissue)

équivalent de 'AGM (Aorte-Gonade-Mésonéphros) des mammiféres

organe hématopoiétique primaire embryonnaire équivalent au foie foetal chez les
mammiféres ®*, pour former le premier pool de cellules multipotentes capables de produire
des cellules lymphoides. De 13, les progéniteurs thymiques vont rejoindre le thymus pour
former dés 3 jpf les LT °+3,

Le CHT et le pronéphros vont occuper le réle de sites primaires de I’hématopoiese avant la
formation compléte du rein, organe définitif de I’'hématopoiese tout au long de la vie du
Danio **.

e L I R |
.-/'
i " m1 Primitive macrophages
PBI/CHT 2 Primitive erythrocytes
" 3 EMPs
B 4 HSCs

Figure 7 : Localisation des différents sites de I’hématopoiese chez le Danio rerio (figure de
Stachura et Traver 2016 ©°).

Ainsi, ’émergence des progéniteurs lymphoides et le lieu de maturation des cellules de la
lignée T ont pu &tre clairement déterminés. A linverse, le lieu de maturation des
progéniteurs de la lignée B avant la formation du pronéphros reste encore a déterminer.
Dans son article de 2002, Danilova utilise I’hybridation in situ pour localiser les différents
sites d’expression de RAG et des IgM membranaires dans le but d’identifier les potentiels
lieux de maturation de la lignée B. C’est ainsi qu’ils ont rapporté une expression de RAG dés
4 jpf au niveau du pancréas (expression conjointe de RAG et d’insuline par hybridation in
situ) ®. s en ont conclu que le pancréas jouerait le réle de site de maturation des LB avant
la formation du pronéphros chez le Danio. Toutefois, aucune étude ultérieure portant sur

I'identification des précurseurs B n’a confirmé cette observation 67,68,
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b) La maturation et la réponse B

Les premieres étapes du développement cellulaire B sont encore a préciser. En effet,
I'absence de marqueurs spécifiques complique [lidentification des différents stades
cellulaires et mécanismes qui s’y rapportent comme par exemple, la présence de pré-BCR. A
ce jour, aucun géne homologue de VpreB et de A5 n’a été identifié chez les téléostéens.
Néanmoins chez le Danio, des transcrits de chaines légéeres ne possédant pas de segment V
ont été décrits . Ces transcrits JC, présents aussi chez I’lhomme "%"*
substituts de chaine légere capables de remplacer A5 dans la formation d’un pré-BCR. Seule
une analyse approfondie des chaines légeres d'immunoglobulines permettrait d’identifier un

, pourraient former des

éventuel isotype jouant le réle de SLC chez le Danio.

Le manque de données concernant les stades précoces de maturation B constitue un
obstacle majeur pour la compréhension et la mise en place de I'immunité chez le Danio
rerio. De nombreux génes orthologues a ceux des mammiféres > comme les protéines RAG,
ou encore des facteurs de transcriptions comme lkaros se sont révélés pertinent pour
I’étude de la différenciation lymphocytaire, permettant I'identification des différents sites de
développement des lignées. La caractérisation des génes RAG1 et RAG2 et de leur profil
d’expression chez la larve et I'adulte ont permis a la fois de confirmer le role du rein et du
thymus comme organes lymphoides primaires "*, mais aussi d’établir une lignée de poissons
transgéniques RAG1 " Par ailleurs les études portant sur le facteur de transcription ikaros
ont montré un role similaire chez le poisson et les mammiféres. Effectivement, il semble
tenir un réle primordial dans la lymphopoiese car I'induction d’une mutation dans la partie
C-terminale en doigt de zinc affecte négativement la maturation des LT et LB "°: le
réarrangement des genes W est retardé, les LB-IgM formés présentent un répertoire limité et
les LB-IgZ sont totalement déplétés.

Ainsi I'activité de RAG et lkaros associée a I'expression de la chaine yc du récepteur a I'lL-2
chez 'embryon de Danio témoignent d’une mise en place précoce de la lymphopoiese e,
Toutefois la formation d’'une immunité compléte ne se fait qu’au bout de 4 a 6 semaines
post-fécondation (spf) dans les conditions décrites par I'équipe de Lam ®’. Cela suggére que
I'embryon est capable de produire rapidement des cellules B mais celles-ci demeurent
« inachevées », ne fournissant qu’une réponse sommaire. Ces résultats sont confirmés par
I'analyse des répertoires immunitaires. Effectivement une étude menée chez des poissons
de 2 semaines a montré un répertoire stéréotypé avec un petit nombre de combinaisons VD)

7 A linverse, chez des poissons adultes, 'analyse des

utilisés pour I'expression des Igs
répertoire a révélé qu’une grande part du potentiel de combinaison V, D, J était
effectivement utilisé, portant le nombre d’IgM différentes entre 1200 et 3500 environ par

individu @

. Ainsi le répertoire se diversifie avec I'dge et certaines séquences présentent
auparavant aux stades précoces semblent disparaitre a I’dge adulte ”’. Cette diversification
du répertoire suggére une maturation d’affinité des Igs associée a une sélection clonale.

Cette hypothése est confirmée par I'observation de I'accumulation de cellules B exprimant
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des Igs hypermutées chez les poissons adultes 79,80

. Mais I'absence de centres germinatifs et
de ganglions lymphatiques chez le Danio pose la question du lieu ou se produit cette
maturation d’affinité. Car il est bien capable d’effectuer la maturation d’affinité, comme le
témoigne I'expression de la protéine AID, indispensable pour cette fonction. La protéine AID
des poissons est structurellement et fonctionnellement différente de celle des mammiferes.
Elle est plus robuste et catalyse ses réactions a des températures plus basses®’. Elle effectue
I’hypermutation somatique en catalysant la déamination des désoxycytidine en

désoxyuracile, mais ne peut effectuer la commutation de classe chez les poissons %23

C’est d’ailleurs en utilisant AID comme marqueur que des sites d’hypermutation somatique,
gue des ébauches de centres germinatifs ont pu étre révélées chez le poisson chat (autre
téléostéen) 3.

Ces structures s’articulent autour de groupements de cellules mélano-macrophagiques, qui
jouent le réle de cellules dendritiques folliculaires, de cellules T CD4+ et de cellules B AID+.
La persistance des Ag a la surface des cellules mélano-macrophagiques favoriserait la
rencontre avec les LB AID+, leur permettant de sélectionner les Igs apres maturation 8,

La mise en évidence de ces structures n’a cependant pas levé le mystere entourant la
maturation d’affinité chez les téléostéens. En effet, les modalités de formation de ces
structures demeurent inconnues. Ces sites de maturation d’affinité ont été révélé chez la
carpe et le poisson chat mais pas encore chez le Danio, méme si leur présence est fortement
supposée. Néanmoins, le géne AID étant parfaitement caractérisé chez le Danio, il est tout a
fait envisageable de mener une telle étude.

c) Les différents isotypes d’lg

Les téléostéens se distinguent par I'expression d’un isotype de chaine lourde spécifique
nommé T°® pour téléostéens (ou Z chez les cyprinidés®). C’est I'un des trois isotypes
exprimés par les LB avec les IgM et les IgD. L'expression du gene W entraine la délétion du
géne ¢. Un LB ne peut donc exprimer ces deux Igs en méme temps. Ce mécanisme résulte
d’'une recombinaison alternative et ne constitue pas une commutation de classe.
L'expression de I'lgT se fait donc dés les premiers stades de maturation B, sans passage a un
stade récepteur de type IgM.

Malgré une découverte en 2005, ce n’est qu’en 2010 que les caractéristiques biochimiques
et les fonctions des IgT sont décrites®. L'lgT est une Ig spécifique des muqueuses. On la
retrouve majoritairement au niveau des intestins, des branchies et de la peau sous forme de
polymeéres (4 a 5 monomeres). Elle est présente également au niveau du sang mais en plus
faible quantité et sous forme monomérique. Elle est responsable de lI'immunité des
mugqueuses tandis que les IgM garantissent une immunité systémique en cas d’infection.
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En 2000, I'équipe de Robert N. Haire amplifie et caractérise trois istoypes de chaines légéres
d’Igs (figure 8) *°. Une particularité du Danio par rapport a la truite et au poisson chat qui
n’en possedent que deux.

Au cours de ces analyses, ils ont d( faire face a un nombre impressionnant de transcrits
germinaux stériles au sein des ADN complémentaires (ADNc) traités. L’autre fait marquant a
été la mise en évidence de sites cryptiques d’épissage conduisant a la formation de transcrits
non réarrangés de type 2. La présence de ce type de transcrits atypiques a été reportée pour
les génes k humains "°. Ces transcrits sont notamment présent dans les précurseurs B dans
les premiéres étapes de réarrangement des genes.

Isotypel 5 — @+ B BB+ =

Isotype 2 ¢ —SEHEHHEHE—HE-EE-SHEER- v

Isotype 3 ¢ —E-E-EHE-E-E HE—8 m y

Figure 8 : Schéma de I'organisation des génes des trois isotypes de chaines légéres de Danio
rerio.

La premiére description des loci de chaines légéres a été réalisée par I'équipe d’Ellen Hsu .
Ils ont décrit I'organisation des génes VIC ainsi que les modalités de recombinaisons.

Ainsi pour l'isotype 2, tous les génes sont dans la méme orientation transcriptionnelle. Le
réarrangement VJ peut se faire avec ou sans délétion de la région C du cluster comme décrit
dans les figures 10a et 10b.

Un locus de l'isotype 3 a été identifié sur le chromosome 5. Il comprend huit genes V, six en
amont et deux en aval d’'un géne J et d’un gene C. Parmi les huit génes V, sept sont en
orientation transcriptonnelle inverse des génes J et C. La recombinaison se fera donc par
inversion des genes J et C pour les génes V situés en aval tandis que les génes V situés en
amont seront inversés pour se lier au gene J (figure 10c et 10d).

Pour l'isotype 1, on note trois locus sur le chromosome 19, un sur le chromosome 1 et un
dont le chromosome n’a pas encore été identifié (figure 9). L'isotype 1 présente une
organisation de type cluster avec un nombre de génes V plus restreint pour chaque cluster
par rapport aux isotypes 2 et 3 (figure 8 et 9).
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Les trois isotypes présentent une organisation et des caractéristiques non retrouvées chez

les autres poissons osseux suggérant une relative plasticité des génes de chaines légéres °.

Type 1
NW_646408 NW_633979 ( CHROMOSOME 1)
Via Jla Cla Vb Vic vid b Cib Vie to Vii n Clc VIj Vik
( w— = 1Kb)

NW_633913 ( CHROMOSOME 19)
- > > P
vilJoidcid Vim Cw.* Nnevi
- —p > - - e
Vief Cif Vip ('mﬂq(lg Vir -

e . —

I I
%

visti CHY VIt Nj Cj

(m— = 1Kb)

Figure 9 : Schéma de I'organisation des génes de l'isotype 1 des chaines légéres de Danio

rerio (image modifiée de Hsu 2006 %°).
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Figure 10 : Représentation schématique des différentes recombinaisons possibles pour les
trois isotypes de chaines légeres de Danio (image de Hsu 2006 8),

Cependant, l'identification des différents loci chromosomiques des chaines légeres est
remise en question deux ans plus tard par I'analyse de I'équipe d’Anastasia Zimmerman **.
Effectivement, les 84 segments de génes de chaines légéeres identifiés chez le Danio ont été
localisés sur cing chromosomes distincts : le chromosome 1, le 12, le 19, le 24, le 25, et le
chromosome 5 mentionné précédemment ne I'est plus. Ainsi ils décrivent des loci de
I'isotype 1 sur les chromosomes 1, 19 et 24, des loci I'isotype 2 sur le chromosome 12 et des
loci de I'isotype 3 sur le chromosome 25. Le nombre de génes et |'orientation de chaque loci
sont alors décrits (figure 10). Le Danio est donc capable de générer des chaines légeres d’Igs
a partir de cing chromosomes différents, soit au total 10 autosomes portant des loci
fonctionnels avec chacun plusieurs genes V et J. Les mécanismes d’exclusion allélique et de
silencing mis en place doivent étre suffisamment conséquents pour pouvoir limiter
I’expression d’un aussi grand nombre de génes éparpillés dans tout le génome.

Bien que phylogénétiquement éloignés des chaines Kappa et Lambda (Annexe 1), la
découverte de séquences de type RSS heptamer et nonamer dans les régions introniques JC
suggere un mécanisme de réarrangement similaire a celui des mammiferes.
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Le travail d’identification et de compréhension des réarrangements des chaines légéres de
Danio n’en est qu’a ses débuts. Les remises en question d’un article a I'autre compliquent
relativement les choses, bien qu’une harmonisation des données tende a émerger. La
stéréotypie observée aux stades précoces de développement des poissons laisse a penser
d’une utilisation préférentielle d’'un gene V par rapport aux autres. Dans quelle mesure ce
phénomeéne se produit-il ? Cette sélection se limite-t’-elle a un isotype ou s’effectue-t’-elle
sur certains geénes V ? Cela doit encore étre déterminé. Autre élément qu’il serait intéressant
d’analyser est la contribution de la vague primitive d’hématopoiése a la composition du
répertoire immunitaire précoce. Cela permettrait peut-étre lidentification d’une sous-
population B, a I'instar des cellules B-1 présentent chez la souris. Mais il ne s’agit la que de
suppositions.

Finalement, il y a de nombreuses zones d’ombres qui persistent tout au long de la
maturation B chez le Danio. Mais le déchiffrage du génome et I'accessibilité de techniques
de pointes tend a réduire de plus en plus ces interrogations. Il est clair que la contribution
des études chez les autres téléostéens apporte un éclairage et un fil conducteur a celles
menées chez le Danio. Cependant chaque espéce étant unique, la découverte de processus
propre au Danio n’est pas a négliger.

II. L'étude des répertoires anticorps chez le Danio rerio

L’étude des répertoires immunitaires s’est imposée comme une évidence avec I'avénement
du séquencage. A partir d’un répertoire au départ unique et stéréotypé, un individu est
capable de lutter contre la plupart des pathogenes de son environnement. L'analyse de
I’évolution des répertoires au cours de la vie d’un organisme est le reflet de son adaptation a
son environnement. Elle a permis de mettre en exergue I'organisation des genes d’lgs, les
modalités régissant leur expression, mais aussi des phénomenes tels que I’hypermutation
somatique qui permet d’augmenter I'affinité d’un Ac vis-a-vis d’un Ag donné.

Aujourd’hui I'analyse des répertoires immunitaires s’est simplifiée avec I'avénement des
outils de Next Generagtion Sequencing permettant d’obtenir une description compléte ou
qguasi compléete des séquences produites par PCR%. Cela s’est traduit par une accumulation
de plus en plus considérable de données informatiques a analyser et a interpréter
constituant un nouveau défi a relever pour les chercheurs. Néanmoins I'alimentation des
bases de données disponibles en libre accés contribue a simplifier I'identification de
séquences inconnues par simple comparaison. C’'est sur ce principe que nous nous sommes
appuyés pour entamer l'analyse du répertoire B du Danio aux stades précoces de son
développement. Nous nous sommes plus précisément attardés sur les modalités
d’expressions des chaines légeres chez le Danio.
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1) Matériels et méthodes

a) Elevage des poissons et extraction des ARN totaux

Les poissons sont élevés dans des aquariums individualisés dans des conditions
extrémement contrblées. L'eau filtrée est maintenue a une température constante de 28°C
avec une salinité strictement contrélée pour un maintien du pH a 7,2. lls sont
guotidiennement nourris a base de nourriture synthétique spécifique a raison de trois
rations par jour % Pour la reproduction, qui a généralement lieu le matin, les poissons sont
placés dans un bac de ponte dans lequel le male dépose sa semence sur les ceufs pondus par
la femelle. Ces bacs présentent une grille au fond permettant le passage des ceufs,
empéchant que ces derniers ne soient dévorés par les adultes. Les ceufs pourront alors étre
récupérés et placés dans des boites de Pétri, plus simples a manipuler. Ainsi les premiers
stades de développement sont directement observables: des divisions cellulaires
successives a la formation de I'embryon, de [I'éclosion jusqu’a I'age adulte. Le
développement jusqu’au stade adulte dure environ 120 jours pour une vie totale du poisson
d’approximativement 18 mois.

Afin de garantir un bon développement des larves, des tetrahymenas, protozoaires ciliés,
sont ajoutés dans le milieu. Elles servent a la fois de nourriture aux poissons et de barriere
antibactérienne en limitant le développement de celles-ci.

Pour I'analyse des répertoires anticorps, nous avons extrait et purifié les ARN totaux des
larves a différents jours post fécondation (jpf). Les larves ont été anesthésiées avec de la
Tricaine, rincées au PBS (Phosphate Bufferd Saline) froid puis disposées dans une solution de
Tripure® durant un quart d’heure avant un passage dans un homogénéiseur Polytron. Les
ARN ont été isolés dans la phase aqueuse par extraction liquide/ liquide : phénol puis
chloroforme. Enfin ils ont été précipités en éthanol a -20°C, rincés a I'éthanol 70% et
conservés dans une solution 5 mM TRIS a pH 8. La densité optique des échantillons d’ARN
purifiés a été mesurée afin de déterminer leur concentration.

b) PCR et clonage des séquences

Une fois les ARN totaux récupérés, nous avons synthétisés les ADNc correspondant par
Reverse Transcription (RT). Ensuite nous avons amplifié par PCR les ADNc de trois types de
chaines légeres (LC) grace aux oligonucléotides amorces choisis (tableau 1) aprés analyse des
séquences AF246185 (type 1), AF246162 (type 2), AF246193 (type 3) ®°. Les oligonucléotides
sens ont été placés dans les régions charpentes (framework) de la région V, tandis que les
oligonucléotides anti-sens ont été disposés au début de la région C. Nous avons utilisé deux
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couples d’oligonucléotides primers pour chaque type de LC: un des couples se situant a

I'intérieur du premier comme décrit dans la figure ci-apres (figure 11).

ZFLC FrA

Amorces A

\

Amorces B

A

[

)

ZFLC_CrevB

| ZFLC_CrevA |

J

f
Région Variable (V)

Région charpente conservée

. Région hypervariable (CDR)

Figure 11 : Représentation schématique de la séquence d’une chaine légére (LC) et position
des oligonucléotides primer sens (ZFLC FrA / ZFLC FrB) et anti-sens (ZFLC CrevA /
ZFLC_CrevB) utilisés pour I'amplification des LC de Danio rerio. La position des primers varie
en fonction du type de chaine considérée ; les tailles attendues sont donc différentes pour

chaque type de chaine.

Type de

N° Accession LC Nomenclature Orientation Séquence (5’-3')
ZFLC1 FrA Amorce 1 sens AGTGCTGCTCTCTGAACCTG
AF246185 Type 1 ZFLC1 CRevA Amorce 1 anti-sens TGCTGCTCAGTGAGAGTCAG
ZFLC1 FrB Amorce 2 sens TGGTACTTACAGAGACCTGGA
ZFLC1_CRevB Amorce 2 anti-sens TGTACAGACCGTCCTTCTC
ZFLC2_FrA Amorce 1 sens ACAAACCGCTCAACTGGAC
AF246162 Type 2 ZFLC2_CRevA Amorce 1 anti-sens TAACCGAGTTCCCGTTCAC
ZFLC2_FrB Amorce 2 sens ATGGTACAAACAGACTTCAGC
ZFLC2_CRevB Amorce 2 anti-sens TCTTCTCTGGATGATGGACG
ZFLC3_FrA Amorce 1 sens CAGAGTCCTGCTGGAAAAATG
AF246193 Type 3 ZFLC3_CRevA Amorce 1 anti-sens TCGCTTCTCCCATTCTTCTC
ZFLC3_FrB Amorce 2 sens GGAGAAGCTCCTAAACTCCTG
ZFLC3_RevB Amorce 2 anti-sens TCTCTTGAGCTTCAGGACGC
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Tableau 1 : Séquences amorces utilisées pour I’'amplification des LC de type 1, 2 et 3.

Les PCR utilisant la Tag polymérase ont été réalisées suivant le protocole ci-apreés :
Matrice ADNc : 1 pL

Amorce sens (10 pmol/l) : 2,5 pL

Amorce anti-sens (10 pmol/mL) : 2,5 L

dNTP : 2 pL

Tampon Taqg polymérase : 5 pL

Solution MgCl, : 1,5 pL

Enzyme Taq polymérase : 0,5 plL

H,0 : QSP 50 pL soit 35 uL

VVVVVVYVYYVY

Les conditions de la réaction de PCR sont :
10 min a 94°C

42 seca 94°C
30 seca 55°C 32 cycles
1min 30sec a 70°C

10 min a 70°C.

Pour chaque réaction, des controles positifs (actine) et négatif (matrice ADNc substitués par
de I'eau) ont été réalisés.

En fin de PCR on obtient les produits présentés (figure 12) dont les tailles attendues pour
chaque couple sont présentées dans le tableau ci-dessous (tableau 2).

Couples amorces Taille (pb)
LC1_FrA/LC1_RevA 566
LC1_FrB/LC1_RevB 438
LC2_FrA/LC2_RevA 447
LC2_FrB/LC2_RevB 304
LC3_FrA/LC3_RevA 581
LC3_FrB/LC3_RevB 434
Actine 397

Tableau 2 : Tailles attendues des produits d’amplification fonctionnels des chaines légéres
(LC) de type 1, 2 et 3 en fonction des différents couples d’amorces utilisés.

Afin de déterminer si les transcrits des LC1, LC2 et LC3 étaient fonctionnels ou non, nous
avons clonés les séquences amplifiées a I'aide du kit TOPO®TA Cloning® (pCR TOPO-II vector
voir annexe 2)°* en vue d’un séquencage.
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Pour ce faire, les séquences ont été insérées dans les plasmides, transfectés par la suite dans
des bactéries électro-compétentes par électroporation. Les colonies d’intérét ont été
sélectionnées grace au systéme Xgal. La substance Xgal ou 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-
D-galactopyranoside, est un galactoside lié a un noyau indol qui peut étre hydrolysé par la -
galactosidase, libérant sa partie indolique qui bleuit par oxydation. Le vecteur utilisé posséde
une séquence codante pour la B-galactosidase comportant en son sein un site de clonage.
L'insertion d’une séquence d’intérét dans le vecteur va inhiber la synthése de la
galactosidase qui ne pourra donc pas étre exprimée pour hydrolyser la substance Xgal
présente dans le milieu. Ainsi les colonies dont le plasmide a intégré une séquence seront de
couleur blanche, car la substance Xgal ne sera pas hydrolysée, contrairement aux colonies
bleues témoignant d’un vecteur demeuré intact. Ce systéme facilite grandement
I'identification des colonies d’intérét a analyser. Les plasmides ont été purifiés et, apres
vérification de la présence d’'un insert par digestion avec I'enzyme de restriction EcoR1,
envoyés a séquencer. L'extraction des plasmides a été réalisée a I'aide du kit d’extraction
NucleoSpin de MACHEREY-NAGEL®.

c) Analyse des séquences

Le traitement et I'annotation des séquences a été fait a I'aide du logiciel Accelrys gene®.
Nous avons vérifié que les produits amplifiés correspondaient bien a des séquences de
chaines légeres par confrontation avec les bases de données (Blast® *° et IMGT®").

2) Résultats

a) Profil d’expression des chaines légéres d’'immunoglobulines

Apres avoir vérifié que les couples d’amorces synthétisés étaient fonctionnels (figure 12),
nous avons voulu analyser le profil d’expression des trois types de LC. Des études
antérieures menées au laboratoire avaient montré une expression des transcrits de chaines
lourdes d’lgs dés 7jpf (données non publiées). Ne sachant pas si les chaines lourdes
réarrangent avant les chaines légéres chez le Danio, nous avons choisi, dans un premier
temps, de débuter les analyses de 7 jpf a 30 jpf. Nous avons obtenus les résultats présentés
(figure 13 a et b).
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Figure 12 : Gel électrophorese présentant les produits d’amplification des LC 1,2 et 3 avec les
différents couples d’amorces chez des poissons de 30 jpf.

B 7ijpf  8jpf  9jpf 10jpf 11jpf  12jpf  15jpf 30jpf M
- - "W «— 500pb
L
Chaine légere type 1
gére typ
o
P TRE Sr—n y
ik ‘ ‘~
Chaine légere type 2 e 8 - oy : 300 pb
- -amam o
b SN
Chaine légeére type 3 : ' . «— 500pb
- S

Figure 13a: Gel électrophorése présentant les produits d’amplification des LC 1, 2 et 3
obtenus avec les amorces B chez des poissons de 7 a 30 jpf.
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Figure 13b : Gel électrophorese présentant les produits d’amplification des LC 1, 2 et 3
obtenus avec les amorces A chez des poissons de 7 a 30 jpf.

L'analyse des gels nous révele une expression précoce des LC de type 2, dés 7 jpf avec une
interruption a 9 et 11 jpf. Par rapport aux autres LC qui sont produites a 15 jpf pour le type 3
et 30 jpf pour le type 1. Il y aurait donc une expression restreinte aux LC de type 2 (LC2) dans
les stades précoces de développement. Pour conforter ces observations, nous avons ré-
effectué I'expérience sur les LC2 avec un autre échantillon d’ADNc, de 6 a 30 dpf, et nous
avons obtenus le méme profil d’expression (figure 14). A savoir une expression des LC 2 dés
6 jpf avec une interruption cette fois-ci a 8 et 9 jpf.

Ctrl 6jpf  8jpf 9jpf 10jpf 11jpf 13jpf 15jpf 20jpf  30jpf M

Chaine légére type 2

— - G e & &8 B <— 300pb

Actine — R— - — <€— 400 pb

Figure 14 : Gel d’électrophorése présentant les produits d’amplification des LC2 avec le
couple d’amorces B chez des poissons de 6, 8, 9, 10, 11, 13, 15, 20 et 30 jpf.

Concernant les bandes intenses de 200pb observées pour les LC2, il est difficile de conclure
a ce stade. La taille ne correspond ni a une hybridation des amorces, ni au produit attendu.
Seul le clonage et le séquencage permettront d’y voir plus clair.
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Nous avons donc cloné les transcrits des LC2 produits a 6, 13 et 30 jpf. Puis nous avons
vérifié la bonne intégration des séquences dans les plasmides par digestion avec I'’enzyme de
restriction EcoRI avant de les envoyer a séquencer.

Nous avons débuté I'analyse des séquences amplifiées en vérifiant qu’il s’agissait de
séquences d’lgs par confrontation avec les bases de données grace a I'outil Blast *°. Les
séquences analysées présentaient une homologie de 99% avec des séquences partielles ou
complétes de chaines légeres de Danio. Puis par alignement, nous avons réussi a identifier
les séquences V, J et C pour chaque clone séquencé. Les transcrits des LC1 et LC3 étaient
tout a fait fonctionnels, avec une phase de lecture ouverte aboutissant a la synthése
compléte d’une chaine légere d’lg. Il en est de méme pour les transcrits des LC2 des 15 jpf.
Toutefois les séquences produites avant 15 jpf sont des séquences non fonctionnelles,
formées grace a l'utilisation de sites donneurs d’épissage cryptique au sein des régions
variables et d’un site accepteur d’épissage situé légérement en amont des signaux de
recombinaison (RSS) de la région de jonction (J) (voir figure 15). La présence de ces
transcrits, appelé transcrits germinaux, est une étape normale de la production de transcrits
de chaine légére fonctionnelle et témoigne d’'un engagement des cellules dans un processus
de différenciation B. Le processus de maturation des ARNm des chaines légeres de Danio
semble subir le méme parcours que celui décrit chez la souris.

L Vn IVS > 11kb J IVS25kb C .
— [ 7 Gl ,, oo LC2 germ-line
*131 *354 *307 " %47 iy gene

*131 = ctcaGTatge
*254 = ggatGTgagt
*307 = awgaGTgggt Epissage V-J puis VJ-C
*-47 =tcacAGactg

L Vn J c .
s LC2 germ-line mRNA
254* *.47

Figure 15 : représentation schématique de la séquence génomique LC2 et d’'un ARNm LC2
génomique résultant de I'utilisation du site cryptique d’épissage de la région variable *254.

En alignant les différentes séquences clonées, nous avons constaté que peu des génes VIC
différents étaient utilisés. Les régions charpentes des régions V, les régions J et C étaient
souvent les mémes d’un clone a l'autre pour un méme type de chaine, supposant une
utilisation préférentielle des certains génes par rapport aux autres (Annexe 2).
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Peut-étre qu’il existe un ordre de réarrangement des genes des LC. C'est pourquoi nous
avons cherché a déterminer les positions des différents genes V J et C mentionnés dans la
littérature sur les séquences génomiques des chromosomes correspondant afin de mieux
appréhender I’expression de ce derniers.

A I'aide d’une PCR nichée, nous avons voulu savoir si d’autres séquences, trop faible pour
donner un signal observable, pouvaient étre amplifiées. Nous avons donc un premier temps
réalisé une PCR avec le couple d’amorce ZFLC2_FrA / ZFLC2_CRevA, puis en utilisant la
premiére PCR comme matrice, nous avons lancé la seconde PCR avec le couple ZFLC2_FrB /
ZFLC2_CRevB.

Figure 16 : Gel d’électrophorése présentant les produits d’amplification des LC2 obtenus
apreés la PCR nichée chez des poissons de 6, 8, 9, 10, 11, 13, 15, 20 et 30 jpf.

Nous avons constaté que l'interruption des transcrits a 8 et 9 jpf n’était plus visible (figure
16). Nous avons donc clonés et séquencés les jours 6, 8, 9 et 11 pour en savoir plus. En
analysant les séquences, nous avons découvert que les transcrits amplifiés a 8 et 9 jpf
étaient tronqués et non fonctionnels.

Par la suite, nous avons poussé la réflexion plus loin en essayant de déterminer plus
précisément le début des réarrangements des LC. Nous avons donc étudié I'expression des
LC2 plus tot, dés 3 jpf, tout en gardant LC1 et LC3 comme témoins positifs (figure 17).
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Figure 17 : Gel d’électrophorése présentant les produits d’amplifications des LC2 avec le
couple d’amorces B chez des poissons de 3, 4, 5, 7, 12, 19 et 25 jpf.

La synthése de transcrits de chaines légeres semble débuter des 5 jpf pour ce set d’ADNc
avec une interruption autour de 7 jpf. Une analyse plus détaillée a propos des 15 premiers
jours de développement de I'alluvion fournirait des données plus précises a ce sujet.

b) Analyse de 'organisation des genes des chaines légeres d’Ig

Comme mentionné précédemment, nous avons entamé l'identification des génes V, J et C
utilisés pour les transcrits précoces. Pour ce faire, nous nous sommes reposés sur les
informations fournies par la base de données IMGT repertoire® ainsi que sur les séquences

&9 a1 % Toutefois nous nous sommes

identifiées par Haire °°, Zimmerman et Marianes
retrouvés confrontés a une nomenclature différente de celle que nous avions mise en place
pour désigner les différents génes. Afin de faire le tri et de clarifier les choses, nous avons
récupéré les séquences fournies par IMGT®, nous les avons resituées sur les séquences

génomiques (figure 18) et nous avons synthétisé plusieurs couples d’amorces (tableau 3).

Les génes V, J et C nommés 1G6S1 sont les genes d’'immunoglobulines de type 1 issu de la
séquence AF246185 précédemment étudié dans notre systeme. De méme pour les genes V,
J et C nommés IG7S1 (AF246162) correspondant au type 2, et les genes V, J, C nommés
IG8S1 (AF246193) correspondant au type 3. lIs n’ont donc pas été ré-analysés.
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Figure 18 : Position des différents génes d’lgs provenant d’IMGT® sur la séquence d’ADN
génomique BX571825 du chromosome 19.

Génes
Amorces Orientation Séquences 5’-3’ Taille (pb)
(Nomenclature IMGT®)
IGIV1 IGIV1Frl Sens CAAACAGTCTCTATWRACTGTAA 23
IGIV2 IGIV2Fr2 Sens GCTGGTGTTGGCAGAAACCC 20
IGIV3Frl Sens TCTCATCAAGAGGTTCAGTCT 21
IGIV3
IGIV3Fr2 Sens ATGAGCTGGTATTTGCAGAAAC 22
IGIV4Frl Sens ACTGTGCTGCCTGATCAGACTG 22
IGIV4
IGIV4Fr2 sens TCTATTACACWTCAAACAGAGC 22
IGICCH19rev1 Anti-sens CCTGCAGCTCACTGGGACTCA 21
Chromosome 19 IGICCH19rev2 | Anti-sens GCTCCAGCTRTACAGTCCATC 20
IGICCH19rev3 Anti-sens GCTCAGGCTGCTGCTCCAGC 20
IGIV424Frl Sens CTGACTCAGAGTCCGTCAGTG 21
IGIV6S2
IGIV424Fr2 sens AGCCTGGTATCAGAAGAGACC 21
IGIC424revl Anti-sens TCACCTTCCAGCTCAGCTTCCA 22
IGIC6S2
IGIC424rev2 Anti-sens GAAAGCCCTCGCTGGCCACAC 21
IGIV430Frl Sens GTGCTCACTCAGAAACCCTCC 21
IGIV7S2
IGIV430Fr2 Sens CAGCTGGTATAAACAGACTCC 21
IGIC430revl Anti-sens TGTCCAGCTGACGTCAAGCAG 21
IGIC7S2
IGIC430rev2 Anti-sens GCCAGACACACCAGTGTAGCA 21
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Genes ) _ ) ‘
Amorces Orientation Séquences Taille (pb)
(Nomenclature IMGT®)
IGIV7 IGIV7 Sens TGACTGTAGTGACTCAGAGTCC 22
IGIC5 IGIC5 Anti-sens TGTACAGTCCATCCTC 16

Tableau 3 : Différents couples d’amorces synthétisés pour amplifiés les différents génes d’IV.

Parmi les nouvelles séquences recueillies, seuls les génes fonctionnels ont été étudiés. Nous

les avons testés par PCR sur des ADNc de poissons de 30 jpf dans les mémes conditions

décrites précédemment. Au total, 24 PCR ont été réalisées pour tester les différents couples

d’amorces.

PCR Amorce sens Amorce anti-sens
1 IGIV1Frl IGICCH19Rev1
2 IGIV1Frl IGICCH19Rev2
3 IGIV1Frl IGICCH19Rev3
4 IGIV2Fr2 IGICCH19Rev1
5 IGIV2Fr2 IGICCH19Rev2
6 IGIV2Fr2 IGICCH19Rev3
7 IGIV3Frl IGICCH19Rev1
8 IGIV3Frl IGICCH19Rev2
9 IGIV3Frl IGICCH19Rev3
10 IGIV3Fr2 IGICCH19Rev1
11 IGIV3Fr2 IGICCH19Rev2
12 IGIV3Fr2 IGICCH19Rev3
13 IGIVAFrl IGICCH19Rev1
14 IGIV4Frl IGICCH19Rev2
15 IGIV4Frl IGICCH19Rev3
16 IGIV4Fr2 IGICCH19Rev1
17 IGIV4Fr2 IGICCH19Rev2
18 IGIV4Fr2 IGICCH19Rev3
19 IGIV424Frl IGIC424Rev1
20 IGIV424Fr2 IGIC424Rev2
21 IGIV430Frl IGIC430Rev1
22 IGIV430Fr2 IGIV430CRev2
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PCR Amorce sens Amorce anti-sens

23 IGIV7 IGIC5

24 (Ctl) IgMCH2 02A5 VH9 cons 801

Tableau 4 : Récapitulatif des réactions de PCR tests des différentes amorces synthétisées.

Le résultat des PCR est présentés dans la (figure 19) ci-contre.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

M 17 18 19 20 21 22 23 ctl

Figurel9 : Gels d’électrophorese représentant les produits d’amplifications des genes d’lgs
obtenus apreés les tests des différentes amorces.

Les PCR 3, 6, 9, 12, 15, 18 et 20 se sont révélées fonctionnelles. Ces couples d’amorces
permettent, a priori, d’amplifier des transcrits d’lg de poisson de 30 jpf. La suite logique
d’une telle observation est le clonage et le séquencage des produits de PCR afin de savoir si
les transcrits amplifiés sont fonctionnels ou non.

Mon stage s’étant terminé au méme moment, je n’ai pas eu l'occasion d’analyser les
séquences obtenues aprés séquencage. J'ai toutefois réalisé un tableau récapitulatif des
différents locus de genes d’lg connus, en mentionnant le chromosome porteur s’il est
identifié (Annexe 3).

38




3) Bilan de I'analyse des chaines légéres d’Ig

L'analyse des chaines légeres de Danio a révélé une expression précoce de l'isotype 2,
presque conjointe a I'expression des transcrits de chaines lourdes utilisées comme contréles.
Cela suggere que le timing de réarrangement des chaines lourdes et |égéres est assez proche
au cours de la maturation B. L'expression des chaines légeres débute par la formation de
transcrits germinaux obtenus aprés I'utilisation de sites cryptiques d’épissage présents en
aval des régions V et en amont des séquences RSS des génes J. Bien que non fonctionnels,
ces transcrits témoignent d’un engagement des cellules dans un processus de différentiation
B; processus également observé chez la souris. Le Danio semble faire appel a des
mécanismes connus pour le réarrangement de ses genes. Néanmoins |‘organisation
relativement complexe des locus de genes d’lg, laisse a penser d’une régulation fine et
minutieuse de |'expression des chaines. Notre analyse servait surtout a recueillir une
premiére vision de I'expression des chaines légéres. Elle ne tient pas compte des subtilités
gu’il pourrait exister entre les différents LB (IgM et IgZ). Effectivement, on peut se demander
si l'utilisation d’une chaine lourde T au lieu d’'une chaine lourde W au cours de la
différenciation B, a un impact sur les mécanismes cellulaires impliqués. De méme, il serait
intéressant d’évaluer la contribution des deux populations B au répertoire immunitaire du
Danio.

Mais pour ce faire, la compréhension de 'organisation des genes d’lgs doit étre mieux
appréhendée. La multiplicité des nomenclatures complique fortement les analyses car elle
est source de confusion. Cela représente un travail colossal et fastidieux mais tout a fait
nécessaire. Le travail sur les chaines avancera rapidement. Grace aux techniques de
séquencage au débit et aux analyses en Single Cell, il est désormais possible d’étudier
spécifiguement le transcriptome d’une cellule a un instant t. Il ne fait aucun doute que ces
techniques seront employées chez le danio.
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. Exemples de modeles d’étude de la lymphopoiése B chez le

Danio rerio

Par rapport a son homologue T, le LB a été beaucoup moins étudié chez le Danio ">°"°%. En

cause, l'absence de marqueurs cellulaires spécifiques et précoces qui permettraient
d’observer les premiers stades de développement de la lignée. En effet mise a la part les
marqueurs Rag et IgM1%, il n’y a pas d’autres lignées transgéniques caractérisées pour les
LB. Les stades pré-B et pro-B n’ont pas encore été clairement identifié, il en est de méme
pour I'existence d’une chaine légére de substitution de type VpréB / A5 présente chez les
mammiféres. C'est pourquoi la constitution d’une telle lignée représente un enjeu crucial
dans I'étude de la lymphopoiése B.

1) Marquage de la lignée B a I'aide de CD79

a) Caractérisation de CD79a et CD79b et établissement de la lignée transgénique

Afin d’étudier les premiers stades de développement B, I'équipe de Liu et Hardy a établi une
lignée de poissons zebres transgénique CD79 P La présence de CD79 dans les LB de Danio a

été démontrée par single-cell quantitative PCR 100

mais n’a pas été caractérisé dans le
contexte de la maturation B. lls ont donc utilisé les séquences de CD79a et CD79b des bases
de données (respectivement XM _001339187 et XM _001339187) et ont synthétisé des
amorces spécifiques. Apres amplification, clonage et séquencage, ils ont pu valider leurs
amorces en comparant les séquences amplifiées aux bases de données. Les séquences
CD79a et CD79b du Danio contiennent un domaine ITAM homologue au poisson chat, a la
souris et a I’homme. Cela suggére que les protéines CD79a et CD79b du Danio exercent la
méme fonction que chez les autres vertébrés. Chez le poisson adulte, I'expression de CD79a
et CD79b est fortement détectée par hybridation in situ (HIS) dans le rein, expression
semblable a ce qui est observé avec le marquage par IgH-p (figure 20a). L’analyse des autres
tissus par PCR révéle une coexpression systématique de CD79a/CD79b et IgH-u dans la rate,
le foie et les intestins (figure 20 b). Cela prouve une expression prépondérante de CD79a et

CD79b dans les sites connus de maturation B.
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Figure 20 : Caractérisation de I'expression tissulaire de CD79a CD79b et IgH-u chez le Danio
par A) hybridation in situ et B) PCR.

Pour la construction du transgene, ils ont conservé une portion de la région situé en amont
du premier exon de la protéine d’intérét et substitué ce dernier par un segment EGFP-PolyA.
Le transgene a été construit a I'aide du systeme BAC (bacterial artificial chromosome)
contenant les génes d’intéréts (CD79a et CD79b) ainsi que les séquences génomiques situées

en amont.

Les BAC sont des chromosomes artificiels dont le fonctionnement repose les propriétés de
réplication du facteur F d’Escherichia coli. Le facteur F code a la fois pour des geénes
essentiels a sa propre réplication (oriS et repE) mais aussi pour des génes limitant a un ou
deux le nombre de copie par cellule (parA et parB). Le vecteur BAC comprend donc les genes
du facteur F, des genes de résistance aux antibiotiques et un segment de clonage pouvant
intégrer une séquence allant jusqu’a 300kb (figure 21) 101 ces propriétés en font un support
de choix pour le séquencage génomique ou pour la réalisation de lignées transgéniques
102,103 ‘e plus les techniques de modification des séquences du BAC ou recombineering font
appel, le plus souvent, aux mécanismes de recombinaison homologue. De nombreux
laboratoires exploitent ce systeme pour induire des knock-ins et/ou knock-outs
conditionnels ou non dans le génome de souris.

41



I BamHI

Hin:
Xmal / Smal
Notl / Eagl NotI / BglI / Sfil
Lox

T7 promoter Spé pro
- *pa__ Figure 21 : Représentation

schématique du plasmide BAC 108L
avec comme marqueur de sélection
S:%‘ﬂ cosN un géne de résistance au

Sall Sall chloramphénicol.

parB cMm?

pBAC108L
parA

oriS

repE

Le recombineering s’appuie sur I'utilisation de trois génes : exo, bet et gam '®. Le géne exo
code pour une 5’-3’ exonucléase produisant des coupures d’ADN double brin d’extrémités 3’
cohésives sur des cassettes spécifiques. Le gene bet, lui, code pour une protéine qui se fixe
aux extrémités 3’ cohésives et intervient dans les mécanismes de recombinaison homologue.
En paralléele le gene gam, qui code pour un inhibiteur de I’exonucléase RecBCD d’e. coli,
protege la cassette d’ADN d’intérét (linéaire) de la dégradation, permettant son intégration
dans le BAC. Ces genes sont généralement exprimés a partir de nombreuses copies d’un
plasmide, grace a un promoteur phage puissant (promoteur pL) inductible par la chaleur. Les
mécanismes de recombinaisons homologues peuvent ainsi étre déclenchés par une simple
élévation de température.

Pour la sélection des clones d’intérét, plusieurs stratégies sont possibles. La sélection du
transgene CD79, fait appel au systéeme de sélection galk (figure 22).
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HZ galactokinase qui catalyse la premiere
étape de la dégradation du galactose.
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H2
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Figure 22 : Détail du mécanisme de

sélection galk. (cat: chloramphenicol
acteyl-transferase gene ; H1/H2 : séquences de recombinaison homlogue).
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Enfin le transgene a été purifié puis injecté dans des ceufs de Danio au stade 1 a 2 cellules.
Les larves ne montrant pas d’expression de la GFP ont été éliminées. Le marquage cellulaire
CD79:GFP* montre une répartition similaire a ce qui a été préalablement observé par HIS
(figure 23). Toutefois le marquage non spécifique de tissus, ou bruit de fond, est fortement
présent chez des poissons femelles CD79:GFP transgéniques a cause d’une diffusion des
ARNm de la GFP. C’est pourquoi des poissons males CD79:GFP* ont été préférentiellement
utilisés pour les croisements.

CD79a-GFP CD79b-GFP

4x 10x 10x
= kidney = liver intestine

Figure 23 : Localisation des cellules CD79a:GFP* et CD79b:GFP’ chez un poisson adulte.

Pour I'analyse détaillée des étapes de maturation B, les lignées CD79:GFP ont été croisées
avec une lignée RAG2:mCherry. Cependant, dans les stades larvaires précoces (<3 spf), le
marquage de CD79a:GFP était particulierement important, présentant un taux de cellules
GFP* 5 a 10 fois plus important que celui observé chez les larves CD79b:GFP* et la plupart
des cellules CD79a" étaient RAG2. Clest pourquoi Ianalyse des cellules
CD79:GFP/RAG2:mCherry n’a débuté qu’a partir de 21 jpf.

b) Etude de la maturation B a I'aide des lignées transgéniques CD79

L’objectif principal de I’étude est la découverte de I'existence d’un stade pré-B CD79"u" chez
le Danio. Les cellules rénales GFP* de larves de 21 jpf ont montré une faible coexpression
d’IgH-p et Igl-k mais pas d’expression d’IgH-u seule (figure 24).
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lIs ont triés les cellules de rénale en fonction de I'expression de CD79:GFP et RAG:mCherry
puis ont analysé le profil d’expression des genes d’lg dans les différentes fractions (figure
24).

Kidney Marrow Fr1 Fr2 Fr3 Fr4 Fr5

Figure 24 : Présentations des différentes fractions de cellules rénales obtenues par cytométrie

Rag2-mCherry

CD79b-GFP

en flux en fonction de I'expression de RAG et CD79b chez des poissons adultes. Profil
d’expression des différents génes d’lg dans 5 des 6 fractions isolées.

Cette analyse révéle que les cellules RAG2:mCHerry®, avec un faible marquage CD79:GFP”,
exprimaient a la fois IgH-T (ou IgZ) et IglL-k (fraction 2). D’ailleurs, 1gZ est majoritairement
exprimé dans les fractions présentant un faible taux de GFP comme la fr.2 ; la fr.3 montrant,
elle, une expression équivalente d’IgH-u et IgH-C. Le fait le plus marquant de cette analyse
est la présence quasi systématique de IlgL-k dans toutes les fractions CD79b:GFP* coexprimé
avec une chaine lourde d’lg. Profil d’expression totalement différent de ce qui est observé
chez la souris, ou les chaines lourdes réarrangent avant les chaines légéres formant le stade

pré-B (IgH-u").

La fr.3 correspond a des cellules en division active coexprimant une IgH et IgL-k. A partir de
la fr.4, les cellules de ne sont plus en division (PI<0,5%) et parviennent a un stade quiescent.
Il s’agit peut-étre de cellules issues de la fr.3 ayant atteint le stade mature.

Pour CD79a:GFP les fractions identifiées présentent le méme profil d’expression des génes
d’lgs que ce qui a été décrit pour CD79b:GFP. Dans ce systéme, |'expression de CD79a et b
augmente de facon significative apreés le stade de la fr.1.

Pour eux cela corrobore I'absence d’un possible stade pré-B RAGhiCD79hiIgH—uhi.

L’analyse quantitative de I'expression de RAG1 et RAG2 montrent une chute brutale de leur
expression entre les fr.1 et 2 jusqu’a étre indétectable dans la fr.5 (figure 25).
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A l'inverse, 'expression de CD79a, CD79b et IgH-p est minimale dans la fr.1 puis augmente
au fur et a mesure.
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Figure 25 : Profil d’expression de RAG1, RAG2, CD79a, CD79b et IgH-u dans les différentes
fractions par gqRT-PCR.

Dans la fr.5 on note une augmentation massive de I'expression d’lIgH-u associée a une
diminution de lI'expression de CD79. L'expression de CD79 semble diminuer dans les LB
matures.

Cette observation est confirmée lors de I'étude des LB lors d’'une réponse immunitaire a
Pseudomonas aeruginosa. Durant l'infection, le nombre de cellules B augmente mais elles
présentent un taux plus faible de CD79:GFP. Plus la cellule B mature et se différencie en
cellule sécrétrice d’anticorps, plus son taux de CD79a diminue (figure 26).

Chez le Danio, comme chez les mammiferes, I'expression de CD79 diminue tout au long de la
différenciation B mature en cellule
sécrétrice d’Ac.

Figure 26 : profil d’expression d’IgH- u
membranaire et sécrétée dans les
- - - w  lgHu(m) cellules CD79a” et CD79a"" chez des
individus sains ou infectés par P.
- p— lgHu(s) aeruginosa RFP Tomato Red.

Control
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c) Discussion et critique

L’établissement de cette lignée transgénique CD79 a permis de recueillir des informations
inédites sur le développement cellulaire B chez le Danio. L’absence de SLC chez le Danio 67
associée a I'absence de cellule B RAG"CD79"IgH-p" dans ce systéme, appelle fortement a la
conclusion de l'absence de stade pré-B chez le Danio. Toutefois peuvent-ils étre aussi
catégoriques ? La premiére étude visant a élucider les étapes de maturation B chez le
poisson zébre avait pourtant conclu a I'existence d’un stade pré-B . Utilisant les reporter
transgéniques IgH/RAG2, ils avaient pu démontrer la présence de cellules B rénales IgM,
IlgM" et IgM* associée a un niveau d’expression constant de RAG", suggérant I'existence d’un
stade pré-B RAG2'IgM’. On peut se questionner sur 'obtention de ces deux résultats
contradictoires. Une des hypotheses expliquant ces contradiction serait que le passage par le
stade pré-B ne concerne que les cellules B IgM et pas les LB IgZ. Ces 2 populations étant
conjointement analysées dans le cas du systéme mis en place par I'équipe de Liu, ils n’ont
peut-étre pas pu faire la nuance a ce niveau. Tout au long de leur vie, Les LB IgZ n’expriment
jamais d’lIgM, on peut donc supposer que leur processus de maturation présente des
spécificités par rapport aux IgM. L'expression du géne Z doit donc affecter dans une certaine
mesure inconnue a ce jour, I'expression du gene RAG responsable des réarrangements.
C’est a mon sens une théorie plausible au vu des premiers éléments recueilli au sujet de la
lignée B IgZ qui semble un suivre un parcours distinct des IgM. Néanmoins seule une analyse
en Single cell serait a méme d’apporter un éclairage suffisant pour résoudre cette question.

Il est important de noter que I'analogie faite entre les chaines légeres de Danio et les chaines
kappa est clairement une erreur scientifigue dans la mesure ol, comme mentionné
précédemment, ces genes sont phylogénétiquement éloignés. Il aurait été plus approprié
d’utiliser les nomenclatures propres au Danio.

L'autre information majeure apportée par I'’équipe de Liu est une premiére démonstration
du réarrangement simultané des chaines lourdes et |égéres d’lg chez le Danio. Bien que les
analyses que nous avons mené au DIMNP sur les chaines légeres soit incompletes, ce
résultat abonde dans le sens de nos résultats. L’analyse de I'expression des chaines légeres
devrait sans nul doute aboutir a cette conclusion. Reste a savoir si la encore, les LB IgM et I1gZ
suivent le méme processus.

Contrairement a ce qui était attendu, les lignées transgéniques CD79a et b ne permettent
pas d’étudier la maturation B dans les stades précoces de développement larvaire.
Effectivement, le bruit de fond est relativement important chez les larves rendant les
analyses difficilement exploitables avant 21 jpf. lls imputent cet inconvénient a la large
diffusion des ARNm dans la larve mais c’est argument est difficilement convainquant a ce
stade. Néanmoins, le Danio dispose désormais d’un nouveau marqueur spécifique englobant
la totalité des cellules B, méme si celui-ci n’est utilisable que chez les individus adultes.
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D’autres types de marqueurs pourraient pallier ce manque, comme par exemple le
marqueur IgBP-1 développé au DIMNP, permettant de recueillir des informations sur la
lymphopoiése B larvaire.

2) Marquage de la lignée B a I'aide du promoteur IgBP-1 ou Alpha-4

a) Expression d’IgBP-1 chez le Danio et construction du transgéne

L'Immunoglobuline-Binding Protein 1 (IgBP-1) ou Alpha-4 est une protéine associée au BCR

105 Elle interagit comme régulateur des protéines

initialement découverte dans les cellules B
phosphatases (PP) 2A, 4 et 6, seconds messagers intervenant dans le cycle cellulaire et la
mobilité cellulaire *°. Elle interagit avec les PP via son domaine N-terminal, les protégeant
de la dégradation par polyubiquitination. L'expression d’alpha-4 est fortement augmentée
dans de nombreux cancers et sa mutation entraine une diminution des capacités migratoires
et prolifératives des cellules cancéreuses™®’1%,

109, Cependant

IgBP-1, qui est une protéine treés conservée, a été séquencée chez le Danio
elle n’a pas été étudiée dans le contexte du développement B. Il serait donc intéressant
d’évaluer si ses fonctions sont conservées chez le poisson. De plus, elle pourrait étre utilisée
comme potentiel marqueur cellulaire B en fonction de sa spécificité. C'est pourquoi la lignée

transgénique IgBP-1 a été réalisée au sein du laboratoire.

Pour la construction du transgéne, la séquence régulatrice située en amont du premier exon
a été amplifiée et associée a une protéine fluorescente reportrice (EGFP ou mCherry) dans
un vecteur. Deux vecteurs ont ainsi pu étre produit (figure 27). Les vecteurs comprennent un
gene de résistance a I'ampicilline, des séquences facilitant I'intégration du vecteur dans le
génome hote et un polylinker.
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Figure 27 : Schéma des vecteurs circulaires 1,BN:EGFP et Tol,BN:mCherry utilisés pour la
construction du transgéne IgBP-1.

Une fois les transgénes obtenus, ils ont été injectés dans des ceufs de Danio au stade 1 a 2
cellules. Il est a noter que dans ces conditions, I'intégration du plasmide dans le génome est
aléatoire. Il va donc falloir sélectionner les embryons dans lesquels le plasmide a été intégré
de fagon productive, sans altérer la viabilité de I'embryon. La préparation des poissons et
larves pour la microscopie se déroule comme suit. Pour I'imagerie vitale, les individus sont
placés dans une pétri avec de lI'eau de l'aquarium supplémentée d’'un anesthésique
(Tricaine). Cet anesthésique permet de maintenir les poissons pendant toute la durée de
I’acquisition, dans la position de référence (poisson disposé sur le flanc avec la téte orientée
vers la gauche).

b) Résultats

Les larves de Danio transgéniques IgBP-1:mCherry présentent un marquage intense sur des
cellules de petites tailles, rondes localisées majoritairement au niveau du rein (figure 28A et
28B). Le marquage du rein, organe hématopoiétique primaire du Danio, est attendu. La
morphologie des cellules ainsi que leur localisation suggérent un marquage de cellules
lymphoides.
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Figure 28: Marquage in vivo des cellules-lgBP-1:mCherry’ rénaux A) par microscopie &

fluorescence (10x) chez une larve de 4 jpf et B) par imagerie confocale (20x) chez une larve de 4
Jef.

On retrouve aussi ces cellules IgBP-1:mCherry” au niveau du CHT et des branchies (figure 29
A et B), respectivement site hématopoiétique primaire embryonnaire et site préférentiel des
LB-IgZ. Cependant le thymus, organe lymphoide primaire des LT, n’est pas marqué.

e/
Tt
\

Figure 29 : Marquage in vivo des cellules-IgBP-1:mCherry” A) des branchies par microscopie d

confocale (20x) chez une larve de 10 jpf et B) du CHT par microscopie a fluorescence (10x) chez
une larve de 10 jpf; marquage non spécifique des cellules musculaires striées indiqué par la
fleche verte.

Tous ces éléments tendent a prouver que les cellules IgBP-1:mCherry” sont des LB. Cela a été
confirmé par la mise en évidence d’une expression conjointe de Rag2 et IgBP-1 en absence
de signal Lck chez ces cellules par des croisements RAG2:mCherry x IgBP-1:EGFP et
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IgBP-1:mCherry x Lck:EGFP (données du laboratoire). Les cellules IgBP-1:mCherry* sont donc
bien des LB.

Dans cette lignée cellulaire, le bruit de fond est relativement important mais il n’empéche
pas la visualisation des cellules méme en microscopie a fluorescence. D’autres sites de
résidences des LB : ont ainsi pu étre révélés. Effectivement on retrouve des LB au niveau de
la peau, des intestins et au niveau para-cardiaque. La prise d’'image au niveau intestinale est
particulierement délicate a cause bruit de fond intense et du péristaltisme. Les LB présents
dans cette zone sont plus facilement observables en vision directe.

IgBP-1 semble donc marquer les LB chez le Danio et permet de les visualiser facilement en
imagerie. De ce fait, les chercheurs du laboratoire ont utilisé cette lignée pour essayer de
visualiser les progéniteurs lymphoides ainsi que leur profil migratoire.

Des poissons de 48 hpf ont été sélectionnés et filmés durant 12h au niveau du sac vitellin. Le
film a révélé un passage de cellules B au niveau du sac vitellin en direction du rein (figure
30).

Figure 30 : Imagerie in vivo des précurseurs du sac vitellin et de leur trajectoire au microscope
confocal (10x) dans une larve de 48 hpf.

A ce stade de développement, on peut se poser la question de la nature des LB observés. Les
chercheurs du laboratoire ont avancé I'hypothése qu’il s’agisse de précurseurs B. La
croissance des embryons n’étant pas totalement synchrone, il faut donc pouvoir
sélectionner la bonne larve au bon moment.
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Néanmoins, il est possible d’observer relativement facilement un marquage cellulaire B dans
les stades larvaires, stades correspondant a la mise en place de I'immunité.

Par ailleurs, nous avons tenté de trier des LB IgBP-1:mCherry’ de larves entiéres par
cytométrie en flux. Malheureusement, le protocole d’extraction n’a permis de recueillir
gu’un faible échantillon de cellules. Sans compter que I'analyse de cellules de Danio en
cytométrie en flux n’a pas encore été standardisée. Nous n’avons donc pas pu exploiter ces
données.

c) Discussion et critique

La lignée de poissons transgéniques IgBP-1:mCherry” permet un marquage spécifique des LB
des différents tissus aussi bien chez la larve que chez le Danio adulte. Il est méme possible
gue ce marquage s’étende aux précurseurs B. De plus le tri des larves se fait rapidement au
microscope a fluorescence. Les possibilités d’exploitation de cette lignée sont donc multiples
et variées.

3) Utilisation de la protéine AID comme marqueur de sites de maturation
d’affinité

a) Construction du transgene AID

La protéine AID est responsable des phénomenes d’hypermutation somatique et joue un
role dans la commutation de classe chez les mammiferes. Elle est activée dans les structures
spécialisées de la maturation B appelés centres germinatifs Elle est aussi présente chez le
Danio ou elle n’effectue que I’hypermutation somatique lors de réponses immunitaires.
Toutefois, 'absence de centre germinatifs et de ganglions lymphatiques chez le Danio
souléve la question du lieu de maturation d’affinité des LB. C’'est pour tenter de résoudre
cette question que nous avons choisi d’établir une lignée transgénique AID (EGFP ou
mCherry).

Le gene AID est constitué d’une séquence promotrice, de 4 exons et de 3 introns (figure 31).
Le premier intron contient une séquence régulatrice de I'expression du gene AID dans les
différentes cellules. En effet cet intron joue le rble de répresseur dans tous les types
cellulaires a I'exception des LB dans lesquels il joue, a certains stades de leur
développement, un réle d’enhancer afin de favoriser la production d’anticorps.
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Promoteur ATG
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i?lwglc:]gwd Oligo Rev + seq Notl
Exons

Figure 31 : représentation schématique du géne AID et emplacement des oligonucléotides

primer utilisés lors des PCR pour I’'amplification de la séquence a intégrer dans le vecteur.

Pour I'amplification du géne AID, nous avons inséré des séquences de restrictions ECoRV

et Not1 1

110

aux amorces afin de faciliter I'insertion de la séquence d’intérét dans le vecteur

lors de la ligation. Les amorces sens ont été placées en amont de la région promotrice et les

amorces anti-sens ont été positionnées au tout début du deuxieme exon (figure 31). Nous

avons synthétisé un certain nombre d’amorces (tableau 6) afin de pouvoir sélectionner la

meilleure combinaison possible pour la ligation.

Amorces Orientation Seq;:t\ce

ZFAID Pr3 sens ACAAACCTGTACACCACCAGGG

ZFAID_Pr4 sens TGGCAACATCAACAGCCTGAGG

ZFAID_Pr5 sens ACCCATATTAAACACACCTGC

ZFAID_Pr6 sens ATGTCGCTCTCAGCAGCTTC

ZFAID_Pr7 sens AAATGAAGGAGCGTGCGGCACA
ZFAIDExon2_Not1Revl antisens TAATGCGGCCGCTCTGGGTCATGAGCACACTGGAGC
ZFAIDExon2_Notl1Rev2 antisens TAATGCGGCCGCTCTGGGTCATGAGCACACTGGA
ZFAIDExon2_Not1Rev3 antisens TAATGCGGCCGCTCTTCTGGGTCATGAGCACACT

Tableau 5 : Détail des amorces utilisées pour amplifier le géne AID chez le Danio.
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Les PCR utilisant la polymérase Q5ont été réalisées suivant le protocole ci-apres :

Matrice ADN Danio : 2 pL

Amorce sens (10 pmol/l) : 2,5 pL
Amorce anti-sens (10 pmol/mL) : 2,5 uL
dNTP : 2 pL

Tampon Q5 : 10 pL

Enhancer Q5 : 10 uL

Enzyme Q5 polymérase : 0,5 uL

H,0 : QSP 50 pL soit 20,5 pL

VVVVVVYYVYY

Les conditions de la réaction de PCR sont :
3 min a95°C

20 sec a 95°C

20 seca 65°C } 30 cycles

11 mina 72°C

10 min a 75°C.

Le produit d’amplification est sous la forme suivante (figure 32), la taille des fragments
amplifiés dépend du couple d’amorce utilisé.

” Promoteur ATG hancer NItl
/] al 43
/ y

Figure 32 : Représentation schématique du produit d’amplification du géne AID.
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Le test des amorces a fourni le résultat suivant (figure 33):
Not1Revl Not1Rev2 Not1Rev3

A A A
[ e G e G |

 Pr3 Pr4 Pr5 Pr6 Pr7 Pr3 Pr4 Pr5 Pr6 Pr7 Pr3 Prd  Pr5 Pr6  Pr7

5000pb_>!< ' - ; : el —
Rad

Figure 33 : Gel d’électrophorése présentant les produits d’amplification du géene AID en
fonction des différents couples d’amorces.

Au vu de ces résultats, nous avons sélectionné le couple ZFAID_Pr6 / ZFAIDExon2_Not1Rev3
formant un produit d’amplification de 6624 pb, pour la ligation.

Nous avons donc récupéré le produits de PCR, nous l'avons purifiés a l'aide du kit
NucleoSpin ® Gel and PCR clean-up de MACHEREY-NAGEL®'*?, pour enfin le digéré avec
I’enzyme de restriction Not1-HF.

En parallele, nous avons digéré deux vecteurs, I'un possédant la protéine fluorescente
reportrice EGFP, I'autre mCherry, avec les enzymes de restriction EcorRV-HF et Not1-HF. I
s’agit des mémes vecteurs utilisé pour le transgéene IgBP-1 (figure 27).

Ainsi, nous avons amorcé la réaction de phosphorylation puis de ligation d’aprés le protocole
suivant :

» Segment d’intérét : 11,5 puL

» Vecteur (I,BN:EGFP ou Tol2BN:mCherry) : 2 uL
» Tampon Ligase T4:2 plL

» Kinase PNKT4:0,5 pL

> H,0:4,5uL

Le mélange réactionnel a été mis en incubation pendant 30 min a 37°C pour la réaction de
phosphorylation puis 0,5 uL de ligase T4 ont été ajouté pour catalyser la ligation. Le mélange
réactionnel a été placé a 16°C durant environ 12h.
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Une fois la ligation effectuée, le transgene présentera une structure comme indiqué dans la
figure ci-apres (figure 34). Les constructions ont été concues de telle sorte qu’apreés épissage,
le codon d’initiation provenant du gene AID soit en phase avec la séquence codante de la
protéine reportrice.

Géne de

résistance a
ATG GFP ou m-Cherry I’ampicilline

Seq facilitant
I’intégration 3
du plasmide

Enhancer
LT —— -

Figure 34 : Représentation schématique linéarisée du vecteur ayant intégré la séquence AID
d’intérét.

5’ Promoteur

Les plasmides ont été transfectés par électroporation dans des bactéries électro-compétentes,
puis les bactéries ont été étalées et mises en culture sur milieu riche contenant de I'ampicilline.
Les cartes de restriction des plasmides vide ou ayant intégré le segment d’intérét sont
présentées dans le tableau suivant (tableau 6).

. Nombre de Taille des
Plasmide enzyme

coupure fragments

3281

1,BN:EGFP- ol . 2837

ZFAID_Pr6_Not1Rev3 2514

1995

2514

I, BN:EGFP Pvull 2
1517
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) Nombre de Taille des
Plasmide enzyme

coupure fragments

7803

Tol,BN:mCherry-

ZEAID_Pr6_NotlRevd °t 3 3082

826

3895

Tol,BN:mCherry Pstl 3 826

395

Tableau 6: Carte de restriction des plasmides Tol,BN:mCherry, Tol2BN:mCherry -
ZFAID _Pr6 NotlRev3, I2BN:EGFP et I2BN:EGFP-ZFAID_Pr6_Not1Rev3 pour les enzymes de
restriction Pvull et Pst1.

b) Résultats et discussion

Malgré de nombreux efforts, nous n’avons pas pu construire le transgéne avant la fin de
mon stage. Les différentes stratégies de traitement des vecteurs et fragments n’ont pas suffi
a résoudre les différents problemes rencontrés. Cependant la facilité d’amplification du gene
AID du Danio assure la réalisation d’une lignée transgénique AID dans un avenir proche.
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CONCLUSION

Les connaissances concernant la lymphopoiese B chez le Danio s’étoffent d’années en
années. Avec I'amélioration des techniques de séquencage et la constitution de lignée
transgéniques spécifigues des LB, les avancées sont nombreuses. Pour exemple,
I’établissement des lignées CD79a et CD79b a pu apporter un éclairage important sur les
premieres étapes de différenciation B en étudiant le profil d’expression des genes RAG, IgH-
W et IgL-k. lls sont les premiers a évoquer un réarrangement simultané des chaines lourdes et
légéres chez le Danio. Bien que leur conclusion concernant I'absence de stade pré-B soit
discutable, elle souléve des pistes de recherche visant a éclairer ce point. De plus, I'analyse
de I'expression des chaines légéres chez les larves, tout en confirmant le réarrangement
précoce de celles-ci, nous informe de la présence de transcrits germinaux faisant intervenir
des sites cryptiques d’épissage, similaires a ceux observés chez la souris.

Cependant beaucoup reste encore a faire. Effectivement, I'étude de la lymphopoiese B
embryonnaire est difficilement envisageable dans I'état actuel des connaissances et outils a
disposition. De méme, bien que les lieux de la lymphopoiese B soient bien connus, les
premieres étapes de maturation des LB présentent encore des zones d’ombres. Parmi elles,
I'influence de I'expression du géne IgH-T durant la lymphopoiése ou encore les regles
régissant I'expression des chaines légeres d’lg. La découverte des sites de maturation
d’affinité constitue aussi un enjeu majeur pour la compréhension de la mise en place de la
réponse adaptative chez le Danio. Il ne s’agit |a que de quelques pistes sur les nombreuses a
explorer.

La maitrise des phénoménes immunitaires chez le Danio renforcerait son influence au sein
de la recherche immunologique. Il apporte, de par sa relative simplicité de manipulation,
une alternative viable au modele souris dans les études. C'est d’ailleurs le cas pour la mise

. . 113-11
au point et les tests de vaccins 1711,
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ANNEXES

Annexe 1: Arbre phylogénétique de différents isotypes de chaines légeres de vertébrés
(Zimmerman et al. 2007).

Zebrafish Chromosome 25

.

Chr25-C1 _Chr25-C2

Shark (3)
Rainbow trout (2) Catfsh(F) "\ shark ) [ State(V)
Sturg eon

Tetracdon Tetraodon (2)

fpufferfish (1) Sharkk (1) sate (2)
Zebrafish Chromosome 12 OIS

(isotype Two) Chr12C2
Carp (3) y
. Lambda
Che12C1

Echidna A

Chicken )
. -
....'Q-P-“"ao--o° :

Zebrafish Chromosome 24
fsotype One)

Tetraodon (pufferfish) (3)
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Annexe 2 : Alignement annoté des séquences de transcrits de chaines |

amplifiées par PCR sur différentes matrice d’ADNc et tableau descriptif des clones

7

7

sequences.
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p809-C_T7 rev
p80S-E_T7 rev
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p810-A_T7 rev
p810-B_T7

AlAA
- [ A

[-1-[A
“T-[-]A

-A_T7 rev
-A_T7 rev
-C_T7 rev
-D_T7 rev
-E_T7
_T7 rev
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p811B_T7
p811C_T7
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Région C

ZFLC2_B

370

360

<[<l<[<[<[<[<I<|<]<]<[<[< << << I<<l< <<

<[<|<|<|<|<]<]<l<]<]<]<]< << <]

Matrice

ADNCc 6 jpf
ADNCc 13 jpf

ADNCc 30 jpf

ADNCc 6 jpf

ADNCc 10 jpf

ADNCc 13 jpf

ADNCc 6 dpf

ADNC 8 jpf

ADNCc 9 jpf

ADNCc 11 jpf

Amorces

_Fr2 /LC2_Rev2
/LC2
/LC2
/LC2
/LC2
/LC2
PCR nichée

LC2_Fr2
LC2_Fr2

_Rev2

LC2_Fr2

_Rev2

LC2_Fr2

Rev2

LC2_Fr1

_Rev2

LC2_Fr1

_Rev2

PCR nichée

PCR nichée

PCR nichée

Plasmide

803
804
805

808
809
810

811
812
813

814
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Annexe 3: Tableau récapitulatif des informations relatives aux genes V, J et C de chaines

légéres d’lg analysées.

IMGT

Genes IMGT sub- allele Fonctionnel Isotype Nume_ro Chromosome
group accession
name

IGIV1-1 ORF ?
IGIV1

IGIV1-2 F ?
IGIV2 IGIV2-1 P ?

IGIV3-1 F ? BX571825 19
IGIV3 IGIV3-2 P ?

IGIV3-3 F ?

v IGIV4-1 ORF ?

IGIV4

IGIV4-2 P ?

IGIV6 S1 F 1 AF246185 24
IGIV6

IGIV6 S2 F ? EF222424 ?

IGIV7S1 F 2 AF246162 24
IGIV7

IGIV7 S2 F ? EF22430 ?
IGIV8 IGIV8 S1 F 3 AF246193 ?
IGIJ1 F ?
IGIJ2 ORF ?
IGIJ3 F ? BX571825 19
IGlJ4 P ?

J

IGI5 F ?
IGlJ6 (F) 1 AF246185 24
IGl7 (F) 2 AF246162 24
IGII8 (F) 3 AF246193 ?
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IMGT

. IMGT sub- . . Numéro
Genes allele Fonctionnel Isotype , Chromosome
group accession
name
IGIC1 F ?
IGIC2 P ?
IGIC3 F ? BX571825 19
IGIC4 P ?
IGICS F ?
C
IGIC6S1 (F) 1 AF246185 24
IGIC6S2 (F) ? ?
IGIC7S1 (F) 2 AF246162 24
IGIC7S2 (F) ? ?
IGIC8S1 (F) 3 AF246193 ?

Légende : F (fonctionnel) ; P (pseudogéne) ; ORF (cadre de lecture ouvert) ; (F) ADN

génomique réarrangé ou ADNc dont la séquence génomique n’a pas encore été isolée.
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TITRE

La lymphopoiese B chez le Danio rerio

RESUME

La lymphopoiese B est I'ensemble des processus biologiques nécessaires a la formation d’un
lymphocyte B (LB) mature. De ’hématopoiése embryonnaire a I’hématopoiese adulte, de la
rencontre avec l'antigene a la phase effectrice et la constitution d’'une mémoire
immunitaire, les thématiques entrant dans la maturation B sont diverses et complexes. Pour
ces études, la souris s’est révélée comme modele de référence, mais la contribution des
autres especes n’est pas a négliger. Parmi elles, le Danio rerio ou poisson zebre, vertébré
présentant de nombreux génes orthologues aux mammiféres, s’est montré tout a fait
pertinent pour 'étude des LB. L’analyse des répertoires anticorps ou encore |'utilisation de
marqueurs de surfaces telles que CD79 sont autant d’approches visant a élucider les zones
d’ombres persistant dans le développement chez le Danio comme par exemple la présence
ou non d’un stade pré-B.
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Title

B lymphopoiesis in Danio rerio

Abstract

B lymphopoiesis is the set of biologicals processes of mature B cell (LB) formation. From
embryonic hempatopoiesis to adult hematopoiesis, from antigen meeting to effectrice stage
and immune memory creation, B maturation thematics are various and complicated. Mouse
is actually the main support for immunologic studies, but other species show specific and
unique advantages. Danio rerio or zebrafish is one of them. This vertebrate present many
orthologues genes with mammals and prove his utility. Tools like Immunoglobulin repertoire
analysis or target surface cell marquor like CD79 are differents ways to clarify zebrafish B cell
developpment, for exemple demonstrate existence of pre-B cell stage.
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