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Résumé 
 

Lorsà deà laà re o aissa eà deà leurà a tig eà sp ifi ue,à lesà l pho tesà Bà o tà s’a ti erà età
interagir avec les autres cellules des organes lymphoïdes secondaires (cellules folliculaires 
de driti ues,àl pho tesàT,à… àpouràfor eràu à e treàger i atifàoùàleàlo usàIgHà aà treàre a i àafi à
d’a roitreà l’affi it àdesà i u oglo uli esàpourà l’a tig eà gr eà à l’h per utation somatique des 
r gio sà aria lesà “HM à età deà d li erà l’a ti it à effe tri eà desà a ti orpsà selo à plusieursà t pesà deà
fonction grâce à la commutation de classe des régions constantes ou « switch  uàC“R»,àafi àd’ li i erà
selo à di ersesà strat giesà l’a tig eà .à Cesà deuxà a is esà so tà i iti sà parà l’á ti atio à I du edà
Dea i aseà áID à uià i leàl’áDNàauà i eauàdesà tosi esàpouràlesà ha geràe àura ile,àa outissa tà àdesà
cassures simple brin ou double brin lorsque que les mésappariements sont proches les uns des autres. 
Ilàaà t à o tr à u’áIDàestà apa leàdeà i leràlaàr gio àr gulatri eàe à3’àduàlo usàIgHàauà i eauàdeàr gio sà
L“,àa tio à uiàa outità àlaàd l tio à o pl teàdesàg esàCàduàlo us,à àlaàperteàdeàl’expressio àduàBCRàetà
à la mort cellulaire lors de la recombinaison suicide du locus (LSR). Dans notre étude, nous avons réalisé 
un modèle knock-in du gène Cµ humain en aval de la dernière région LS dans le but de sauver les 
ellulesàBàr alisa tàlaàL“Ràsuràlesàder i resàr gio sàL“àparàl’expressio àd’u àBCRàhu anisé (modèle LSR-

µKI). Notre modèle i di ueà ueà l’i sertio àduàg eàCµàhu ai àe àa alàdeà l’ l e tàhs àdeà laà3’RRà
per età e à effetà deà re pla erà ertai esà re o i aiso sà L“Ràparà u à s it hà ersà l’expressio à d’IgMà
humanisée », et module en outre qualitativement certains aspects de la réponse immunitaire 
humorale. Notre modèle « rapporteur » de la LSR suggère aussi ueà l’ e e tà deà L“R est un 
ph o eàr gul à uiàaug e teàa e àl’a ti atio àB.àL’ tudeàex vivo de cellules B issues du modèle 
suggère que la LSR està possi leà lorsà d’u eà r po seà Tà i d pe da teà o eà Tà d pe da te.à Elleà seà
o treàaussiài du ti leàparàlesàliga dsàTLR à aisà o àTLR .àL’ tudeàduàr pertoireàdesàIgMàhu ai esà

indique une utilisation biaisée des familles de VH, avec notamment surutilisation de la famille VH5 
uri e,àsugg ra tàdo à ueàl’i ide eàdeàlaàL“Rà arieàa e àlaàstru tureàdesàr gio sà aria lesàduàBCRà

etàpourraitàdo à treàd pe da teàdeàl’affi it à o treàdesàa tig es/liga dsà uiàreste tà à ara t riser. 
 
 

Summary 
 

After antigen recognition, B cells are activated and interact with other cells within secondary 
l phoidàorga sà de driti à ells,àTàl pho tesà… àtoàfor àaàger i alà e ter.àI àtheàGC,àtheàIgHàlo usà
is reorganized in order to increase the affinity of immunoglobulins for antigen through somatic 
hypermutation (SHM) of V(D)J regions and to configure them into several forms harboring diversified 
odesàofàa tio àafterà lassàs it àre o i atio à C“R .àBothà e ha is sàareài itiatedà àá ti atio à

Induced Deaminase (AID) which targets DNA cytosines to convert them into uracil, then causing single 
or double strand breaks in DNA when the mismatchs are located close to each other. It has been shown 
thatàáIDà a àtargetàtheàIgHàlo usà3’àregulator àregio ào àspe ifi àregions called LS, then leading to the 
total deletion of IgH locus C genes, loss of BCR expression and cell death by locus suicide recombination 
(LSR). In our study, we created a human Cµ knock-i à odelàdistalàtoàtheàhs àele e tàofàtheà3’RR,ài àa à
attempt to rescue cells after the LSR event. Our model showed that this insertion indeed succeeded 
i toà repla i gà L“Rà à lassà s it hi gà toà hu a izedà IgM à a dà alsoà ualitati el à odulatedà so eà
aspects of the humoral response. This new LSR reporter model additionally supports the hypothesis 
that LSR is regulated and increases with B cell activation. Studies of ex vivo B cells from the model 
suggest that LSR can occur in T dependent and independent manners, but is induced by triggering TLR4 
but not TLR9. Studies of the human IgM repertoire showed a biased use of VH families, and notably the 
mouse VH5 family was used more frequently than in the control group. The BCR repertoire bias strongly 
suggests that LSR is at least in part a matter of affinity of the BCR variable regions for antigens and 
ligands that remain to be characterized. 
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GC : Centre germinatif 
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Ig : Immunoglobuline 
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ITAM : Immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

ITIM : Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif 

LB : Lymphocyte B 
LPS : Lipopolysaccharide 

LS : Région like-switch 

LT : Lymphocyte T 
MARs : Matrix attachment regions 

MMR : ADN mismatch repair 

MPP : Progéniteurs hématopoïétiques 

NAb : Anticorps naturels 

PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 

RE : Réticulum endoplasmique 

S : Région switch 

SHM : Hypermutation somatique 

SI : Système Immunitaire 
TCR : Récepteur de la cellule T 

TFH : Lymphocyte T folliculaire herlper 

TLR : Récepteur Toll-like 

V : Région V 
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 Introduction générale 

 

1. La réponse immunitaire adaptative humorale dans son contexte  

1.1. Le système immunitaire 

Pour lutter contre les agressions extérieures comme intérieures, l’ olutio àaàdot àlesà
organismes vivants de moyens de protection. Chez les mammifères, ce système est 
haute e tàdiff re i à età adapta le,à ilà s’agità duà “ st eà I u itaireà “I .à Ilà per età deà seà
défendre contre les microorganismes (bactéries, champignons, virus,à… ,à ertai esà ati resà
tra g resàet/ouàtoxi uesà e i s,àtoxi es ,àai sià ueàlesà ellulesàdeàl’i di iduàa a tà happ à

à leur homéostasie au sein du corps et étant devenues malignes. Cette protection permanente 
d’u àorga is eàestàpossi leàgr eà àlaàcapacité du système immunitaire de différencier le soi 
eà uiàappartie tà àl’orga is e àduà o -soià eà uiàestàext rieurà àl’orga is e .àDeàplus,àlesà

réponses immunes  sont limitées dans leur amplitude et leur durée via des mécanismes de 
régulation ou de rétro-contrôle, évitant alors des réponses démesurées. Ainsi, non content de 
distinguer le soi du non-soi, le système immunitaire peut discriminer le non-soi dangereux 
(comme une infection bactérienne ou virale, présence de toxines) du non-soi « neutre » 
(comme le pollen ou le passage de la nourriture dans le sang). Il reconnait et attaque les 
ellulesà a reusesàetàparasit es,àsa sàs’e àpre dreàauxà ellulesàsai esà saufà asàdeà aladiesà

auto-immunes). Cette capacité de supporter sans réagir des antigènes endogènes comme 
exog esà orrespo dàauàph o eàdeàtol ra eà i u e.àLeà faità ueà leàs st eàs’a ti eà
contre des antigènes étrangers principalement lorsque ceux-ci apparaissent dans un contexte 
d’agressio à deà l’orga is eà i fe tio ,à trau atis e,à plaie,à l sio à tissulaire… à r po dà à eà
u’o àappelleàlaàth orieàduàda geràetàtraduitàleàfaità ueàlesàr po sesài u esà o ilise tàe à

parall leàplusieursàstratesàdeàl’i u it  :àd’u eàpartàu às st eàtr sàar haï ueà aisàro usteà
capable de détecter les signaux de danger etàapparte a tà à eà u’o àappelleàl’i u it ài e,à
d’autreàpartàu às st eà eau oupàplusà la or àetàsophisti u ,àre o aissa tàlaàstru tureàd’u à
antigène dans toute sa finesse mais incapable de savoir si celui-ci est dangereux ou pas : 
l’i u it àadaptati eà uià o iliseàlesàl pho tesàBàetàTàpouràl’expressio àdeàr epteursà
BCRà età TCRà puisà laà produ tio à d’anticorps antigènes-spécifiques .à C’està esse tielle e tà
lorsque ces systèmes inné et adaptatif sont mobilisés simultanément que survient une 
réponse im u eàeffi a e.àChezàl’Ho e,àlaàre o aissa eàdesà ellulesà o eàapparte a tà
au « soi »àetàauàprogra eàg ti ueàd’u ài di iduàdo àreposeàpri ipale e tàsuràdeuxà
systèmes :à leà Co plexeà Majeurà d’Histo o pati ilit à CMH à età leà s st eà áBO/rh susà
(groupes sanguins).  
Malgr àlesà o reuxàa a tagesàapport sàparà eàs st eà adaptatio à àl’e iro e e t,àrejetà
des agresseurs extérieurs comme intérieurs), il peut également être en défaut ou à l'origine 
de pathologies (immunodéficience, maladies auto-immunes, allergies, rejet de greffe). 
Les éléments reconnus par le système immunitaire sont appelés les antigènes (Ag). Ce terme 
regroupeà toutesà lesà su sta esà tra g resà à l’orga is e.à “o tà o prisà deda sà lesà age tsà
pathogènes (bactéries, virus, parasites), les allerg esà polle ,à la àd’œuf,à… àetàlesà ellulesà
d’u eà autreà origi eà tra sfusio ,à greffe .à áuà o ta tà deà l’orga is e,à lesà a tig esà so tà
caractérisés par leur immunogénicité (capacité à induire une réponse immune adaptative) et 
leur antigénicité (capacité à se lier à un anticorps ou une cellule spécifique). 
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1.2. La réponse immunitaire innée 

Lorsàduà o ta tàd’u àa tig eàa e àu àorga is e,àleàs st eài u itaireà aàr po dreà
via deux voies : la réponse innée (dont le répertoire est très limité et ne distingue que 
grossièrement quelques catégories de molécules exogènes, notamment procaryotiques, telles 
que les ADN bactériens, les ARN viraux, les flagellines ou les endotoxines et 
lipopol sa harides à puisà laà r po seà adaptati eà a e à l’utilisatio à d’a ti orpsà á  ; aussi 
o sài u oglo uli es,àIg àsp ifi uesàdeàl’a tig e. 

L’i u it à i eà està i d pe da teà deà laà stru tureà fi eà deà l’a tig e,à i diate,à età eà
per etàgu reàlaà r atio àd’u eà oireài u ologi ue.àIlàs’agitàdeàlaàstrat gieàd fe si eàlaà
plus ancienne. Celle-ci passe en premier par la barrière physique que sont la peau 
i per a leà àl’ tatà or al,àseàd arrassa tàr guli re e tàdeàsaà ou heàsuperfi ielleàgr eà
àlaàdes ua atio ,àsi geàd’u eà o p titio àparàlaàfloreà a t rie eàlo ale,à fi ia tàaussià
d’une défense chimique par diverses substances présentes dans les sécrétions) et les 
muqueuses (mucus et cils vibratiles, desquamation, mécanismes chimiques, compétition par 
la flore bactérienne locale). “iàl’a tig eàpasseà àtra ersàlaàpre i reàlig eàdeàdéfense physique, 
alors le système immunitaire inné possède une seconde ligne de défense passant par les 
facteurs humoraux (le système du complément, les médiateurs non spécifiques tels que les 
interférons et les interleukines et les systèmes enzymatiques anti-microbiens) et les facteurs 
ellulairesà ellulesàphago taires .àLaàp tratio àdeàl’a tig eàda sàl’orga isme déclenche 
e suiteà sià elleà ’està pasà o te ueà desà sig auxà deà da gerà età u eà r a tio à i fla atoire,à
mécanisme défensif non spécifique, qui grâce à la concertation des éléments tissulaires et 
hu orauxà aideà laà o e tratio àdesà a is esàdeàd fe seàpourà lutterà o treà l’i fe tio à
et/ouàper etàlaà i atrisatio àdeàtissusàl s s.àL’i fla atio àestà ara t ris eàparàlaàt tradeàdeà
Celsius, complétée par Virchow à savoir : rougeur, chaleur, tumeur, douleur, et perte de 
fonction. Le mécanisme inflammatoire se passe en deux étapes. Durant la phase vasculaire, le 
relargage de médiateurs permet la dilatation vasculaire et augmente la perméabilité des 
capillaires.à Lesà leu o tesà e à ir ulatio ,à s’a ro he tà auxà paroisà desà apillairesà oùà aà lieuà
l’i fla atio ,àetàp tre tàda sàlesàtissusà ph o eàdeàdiap d se .àLesàpre iersàarri sà
sur les lieux sont les polynucléaires neutrophiles, suivis par les macrophages qui éliminent les 
résidus de la première réaction. 
 

1.3. La réponse immunitaire « adaptative » ou « acquise » 

áà l’i erseàdeà l’i u it à i e,à l’i u it à adaptati eàper etàdeàd elopperà« sur 
mesure » et seulement en cas de premier contact et de besoin, un très large éventail de 
spécificités contre des millions de déterminants antigéniques. Par essence, elle est donc 
d pe da teà deà l’a tig e, ’està pasà toutà deà suiteà a ti eà et est hautement spécifique de 
l’a tig e.àU eàautreàdisti tio à ajeureàa e àl’i u it  i eà o sisteàe àl’existe eàd’u eà
mémoire immunologique des réponses adaptatives.  
Les réponses adaptatives dépendent des deux grandes lignées que sont les cellules 
lymphoïdes T et B. La lignée T a gardé les formes les plus rustiques des réponses adaptatives 
puis u’elleà eà per età deà g rerà u’u à r pertoireà deà r epteursà e ra airesà ág-
spécifiques, dont la forme est simplement dépendante des recombinaisons VDJ initiales et qui 
ne pourront en aucun cas augmenter leur affinité lors de contacts successifs a e àl’a tig e.à
La lignée T est par contre très diversifiée dans sa fonction (cellules cytotoxiques ou auxiliaires 
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de type Th1, Th2, Th9, Th17, Treg, TFH, TFR… àetà aà o trôleràlaàpolarit àdesàr po sesài u esà
gr eàauà hoixàdesà toki esà u’elleàproduit. 
Laà lig eàBàrepr se teàu àpasàdeàplusàda sà l’ olutio àdesàr po sesà i u esà ersàplusàdeà
sp ifi it .àE àeffet,àoutreàleàfaitàdeàpou oiràexpri eràlesà ol ulesàlia tàlesàa tig esàd’a ordà
comme des récepteurs membranaires, puis comme des immunoglobulines sécrétées et 
apa lesàd’agiràdo à àdista e,àda sàtoutàl’orga is eà sousàfor eà« d’a ti orps »), la lignée 

B a développé la capacité de modeler sa réponse au-delà même du premier contact avec 
l’a tig e,àdi ersifia tàai sià laà fo tio àdesàBCRàetàdesà Igàpar la commutation de classe, et 
affi a tàsesà apa it sàdeàliaiso à àl’a tig eàparàl’h per utatio àso ati ue. 
Glo ale e t,à laàr po seàadaptati eà eàs’opposeà ie àsûràpasàauxàr po sesài esà aisà lesà
complète, les utilise, les module et les renforce. Plus le teà à ettreàe àœu re,àelleàpre dàpla eà
après la réaction inflammatoire initiale qui va orienter la réponse immunitaire vers une 
r po seàplutôtàhu oraleàouàplutôtà ellulaireàe àfo tio àd’u à ilieuàsp ifi ueàe à toki es.à
Lesà ellulesà pr se tatri esà d’a tig esà CPá à pr se tesà surà leà lieuà deà l’i fe tio à o tà
internaliser les antigènes, migrer vers les organes lymphoïdes secondaires et présenter les 
antigènes aux lymphocytes T (LT) et B (LB), provoquant une réponse immunitaire globale et le 
d eloppe e tàd’u eà oireà i u itaire.àLesà l pho tesàTàetàBàso tàsp ifi uesàd’u à
antigène unique. La reconnaissance de cet antigène provoquera leur activation et leur 
expa sio à lo aleà auà sei à deà l’orga eà l phoïde.à Lesà l pho tesà Bà produise tà lesà
immunoglobulines g r esàlorsàd’u eài fe tio àouàd’u eà a i atio . 
 

2. Les immunoglobulines 

Les immunoglobulines sont extrêmement diversifiées et peuvent être dirigées contre 
de nombreuses structures moléculaires différentes (protéiques, glucides, lipides). Sous leur 
forme monomérique (figure 1), elles sont composées de deux chaînes lourdes (H, encodées 
sur le locus IgH) identiques entre elles, et de deux chaînes légères (L, encodées le locus kappa 
[ ]à ouà la daà [ ] à gale e tà ide ti uesà e treà elles.à Ilà existeà hezà laà sourisà huit régions 
constantes pour le locus IgH Cµ,àC ,àC 3,àC ,àC ,àC a,àC , Cα à uiàd fi isse tàl’isot peàdeà
l’i u oglo uli e.à Cha ueà isot peà poss deà desà fo tio sà effe tri esà diff re tes : les IgM 
peuvent activer la cascade du complément, les IgG aident les macrophages en opsonisant les 
pathogènes à éliminer, les IgA sont principalement retrouvées au niveau des muqueuses. 
Cetteà sp ialisatio à da sà l’a ti it à desà diff re tesà lassesà d’i u oglo uli esà re for eà laà
r po seàduàs st eài u itaireàe à asàd’i fection.  
Cha ueà haî eàd’i u oglo uli eàestà o pos eàd’u eàr gio à aria leà V àetàd’u eàr gio à
o sta teà C .àL’asso iatio àdesàr gio sàVàdeàlaà haî eàlourdeàetàdeàlaà haî eàl g reàfor eàleà
siteàdeà fixatio à à l’a tig e,àdo a tà laà sp ifi it àdeà l’Ig.à Le domaine constant, formé par 
l’asso iatio àdesàr gio sàCàdesàdeuxà haî esàlourdes,à o f reà à l’Igàsesàfo tio sàeffe tri esà
(fixation du complément, interaction avec les récepteurs Fc de différentes cellules).  
 



p. 10 

 
 
Figure 1 : Représentation schématique d’u e i u oglo uli e.à L’i u oglo uli eà està
constituée de deux chaînes lourdes (IgH) et de deux chaînes légères (IgL) identiques entre 
elles. Les régions constantes (fonctions effectrices) sont représentées en rouge (chaînes IgH) 
et orange (chaînes IgL), lesàr gio sà aria lesà re o aissa eàdeàl’a tig e àso tàrepr se t esà
en bleu. 
 

3. Organisation et réorganisation du locus IgH 

Chezà laà souris,à leà lo usà IgHà està lo alis à surà leà hro oso eà à alorsà u’ilà està surà leà
hro oso eà à hezàl’hu ai .àLeàlo usàestà o stitué de différents segments variables (VH), 

de diversités (D), de jonctions (JH) et de segments constants (CH àetàs’ te dàsurà  900 kb chez 
la souris (1 àk àpouràl’hu ai .àLaàsourisàposs deàpr sàdeà àg esàVH fonctionnels pour 
autant de non fonctionnels, 10 à 15 segments D en fonction de la souche murine, 4 segments 
JH et les 8 régions constantes précédemment mentionnées codant pour les isotypes des 
immunoglobulines. Sur le locus, les éléments VH, D, JH et CH sont séparés en amas et sont 
orga is sà da sà laà eà dire tio à ’→3’à figureà .à Plusieursà activateurs spécifiques des 
l pho tesàBàso tà gale e tàpr se tsàsurà leà lo us.à Ilà s’agitàdeà l’activateur intronique Eµ, 
situé entre les les régions JH et Sµ, ainsi u’u eàr gio àa ti atri eàdeà3 àk àsitu eàe à3’àduàlo usà
appel eàIgH3’RR. áuàsei àdeàlaà3’RR,àdesàr gio sàL“à pouràLikeà“ it hàpouràleursàsi ilitudesà
a e àlesàr gio sàs it hàpr de tà ha ueàg eà o sta t àso tàdistri u esàdeàpartàetàd’autreà
des éléments hs (figure 3). 
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Figu e  : Rep se tatio  du lo us IgH u i  d’ap s IMGT. Seuls les gènes fonctionnels sont 
indiqués (http://www.imgt.org). 
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Figure 3 : Représentation schématique du locus IgH murin. A : emplacement des différents 
l e tsà pri ipauxà duà lo usà apr sà r arra ge e tà VDJ.à Bà :à e pla e e tà à l’ helleà desà
l e tsàhsàdeàlaà3’RRàai sià ueàdesàr gio sàL“. 

 
Lors du développement B dans la moelle osseuse, les éléments VH, D, et JH sont 

recombinés pouràfor eràleàdo ai eàdeàre o aissa eàdeàl’a tig e.àCesàr arra ge e tsàseà
font grâce aux enzymes RAG1 et RAG2 qui, après reconnaissance des régions RSS encadrant 
les segments, procèdent à la formation de cassures double brin deàl’áDNàai sià u’ àlaàligatureà
des segments appropriés via la voie  de nonhomologous end-joining (NHEJ). La recombinaison 
VDJ se fait dans un ordre déterminé, D vers J puis V vers DJ, et est irréversible. La maturation 
deà l’affi it à “HM à età laà re o i aiso à deà lasseà desà i u oglo uli esà C“R à so tà desà
évènements durant lesquels la structure du locus IgH est modifiée. Ils ont lieu dans les organes 
lymphoïdes secondaires après activation du LB lors de la reconnaissance avec son antigène 
spécifique. Ces évènements seront vus dans un autre chapitre de cette thèse. 
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 Chapitre I : Activation B 

 

1. Le lymphocyte B 

M eàsiàlaàfaço àdeàlesàd fi iràpeutà arieràd’u eàesp eà àl’autre,àilàexisteàauà oi sà
quatre grands sous-ensembles de lymphocytes B « au repos »: les cellules B-1, les B de la zone 
marginale (MZ), les B folliculaires (FO) et les B régulateurs (BREGS). Les cellules B MZ et FO sont 
également regroupées sous la catégorie des cellules B-2. B1, FO et MZ sont généralement 
considérés comme 3 lignages différents, alors que les BREGS sont plutôt vus comme un 
compartiment hétérogène unifié par une « fonction suppressive ou régulatrice », et des BREGS 
peuvent apparamment se différencier à partir des 3 lignages B. Le phénotype, la localisation 
et les différences fonctionnelles entre les ces différents compartiments indiquent que chaque 
groupe possède des fonctions spécialisées liées à la niche où ils résident. 
 

1.1. Les lymphocytes B-1 

Chez la souris, la population de cellules B-1 est la population majoritaire dans les 
cavités pleurale et péritonéale, à raison de 30 à 60% de la totalité des lymphocytes B présents 
(Baumgarth, 2013). Les cellules B-1 peuvent également être présentes dans laàrateàouàd’autresà
orga esàl phoïdesà aisàleuràpopulatio à ’ex deàalorsàpasàlesà %.àCetteàdistri utio àestàauà
moins due en partie par le BCR de ces cellules. Contrairement aux cellules B-2 qui sont 
générées dans la moelle et mises en circulation, les B- às’auto-renouvellent. Les cellules B-1 
produisent des IgM ou IgG3 de faible affinité et sont facilement et rapidement activées par 
des processus T-indépendants (co-stimulation BCR/TLR par exemple). Une sous-catégorie de 
B-1, les B-1a, est capable de produireà àl’a a eàdesài u oglo uli esà pri ipale e tàdesà
IgMs) poly-réactives et de faible affinité appelées « natural antibodies » ou NAbs (Avrameas, 
1991).àCesàNá sàaide tà àl’ho ostasieàdesàtissusàetàso tà ru iauxàda sàlaàr po seài u eà
innée (Briles et al., 1981; Ochsenbein et al., 1999). Une incapacité à produire ces 
i u oglo uli esà a roità lesà ris uesà d’i fe tio s.à Lesà B-1b vont eux produire des 
i u oglo uli esà apr sà expositio à a e à l’a tig eà per etta tà u eà prote tio à surà leà lo gà
terme (Haas et al., 2005). 
Les B-1a, B-1b sont tolérants vis-à-vis des CDR-H3 hydrophobes (Vale et al., 2010). 
 

1.2. Les lymphocytes B de la zone marginale (MZ) 

Le nom des B MZ désigne leur localisation première dans la zone marginale de la rate, 
à l’i terfa eàe treà laàpulpeà rougeàetà laàpulpeà la he,àoùà lesà ellulesàso tà o ti uelle e tà

mises en contact avec les éléments circulants du sang (Martin and Kearney, 2002; Pillai et al., 
2005). Les B MZ représentent 5 à 10% des lymphocytes B de la rate et leur localisation leur 
confère un avantage indéniable dans leur action de réponse rapide envers les particules 
a tig i uesàpr se tesàda sàleàsa g,àoùà ir ule tàd’ailleursàaussi des cellules de phénotype B 
MZ (Lopes-Carvalho and Kearney, 2004; Oliver et al., 1997). Les B MZ sont associés dans la 
zo eà argi aleàa e àdesà a rophagesàri hesàe àr epteursài pli u sàda sàl’ li i atio àdesà
antigènes étrangers ou du soi. Ils répondent rapidement aux stimuli par les TLR et participent 
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à la réponse humorale indépendante des lymphocytes T (Balázs et al., 2002; Martin et al., 
2001). Dans la rate, les B MZ peuvent circuler entre la zone marginale et les follicules, pouvant 

eàjoueràleàrôleàdeàtra sporteuràd’a tig eà àlaàjo tio àe treàlaàzo eàTàetàlaàzo eàBàduà
follicule (Attanavanich and Kearney, 2004), notamment par leur capacité à présenter des 
molécules lipidiques en association avec le CD1d. 
Les B marginaux semblent volontiers arborer des BCR à CDR-H3 hautement chargés 
(Schelonka et al., 2007). 
 

1.3. Les lymphocytes B folliculaires (FO) 

Les B FO forment le groupe le plus imposant des trois groupes de lymphocytes B. Ils 
représentent 80 à 90% des lymphocytes B dans la rate et les ganglions lymphatiques. Même 
s’ilsàporte tàleà o àdeàl pho tesàBàfolli ulaires,àilsà eàso tàpasà a to sàauàfolli ule,àet on 
les retrouve dans la moelle osseuse, le sang et les autres organes lymphoïdes. Tout au long de 
la vie, ils sont continuellement formés dans la moelle osseuse à partir des précurseurs B. Sans 
activation antigénique, les B FO sont au repos et ont une demi- ieàd’e iro à à oisà hezàlaà
souris (Förster and Rajewsky, 1990). Ils sont programmés pour produire des 
i u oglo uli esàdeàhauteàaffi it ,àetàa e àl’aideàdesàl pho tesàTà esà ellulesàBàpeu e tà
fortement proliférer et lancer les processus de SHMàetàdeàC“Ràauàsei àd’u à e treàger i atif.à
L’i tera tio àe treàu àl pho teàTàetàu àl pho teàBàaàlieuà àzo eà har i reàe treàlaàzo eà
T et la zone B du follicule. Cette interaction est grandement facilitée par la capacité des B FO 
à circuler dans la rate (Cyster, 2010). 
Les B FO semble intolérants vis-à-vis ces CDR-H3 hautement chargés et fortement 
hydrophobes (Schelonka et al., 2007). 
 

1.4. Rôle du BCR dans la formation des B-1, MZ et FO. 

E à l’a se eàd’u eàsti ulatio àa tig i ue,àu àsig alà to i ueàse le être transmis 
depuis le BCR permettant ainsi à la cellule de survivre (Monroe, 2006). Ce signal tonique 

semble coopérer avec BAFF-R dans les B FO et semble passer par la voie canonique de NF-B 
(BCR) ainsi que la non-canonique (BAFF-R ,àe àfo tio àdeàl’a ti atio àdeàlaàki aseà“ k,àdesà
récepteurs à motif ITAM et de la phosphoinositide kinase 3 (Schweighoffer et al., 2013; 
Stadanlick et al., 2008). En plus de son action sur la survie de la cellule B, la spécificité et la 
séquence du BCR oriente la cellule B dans la catégorie des B-1, MZ ou FO (Pillai and Cariappa, 
2009). La densité des BCR à la surface de la cellule pourrait également être impliquée dans ce 
pro essusàd’affe tatio à i l eà(Li et al., 2002). Une forte signalisation constitutive du BCR et 

une activation de la voie classique de NF-B semble nécessaire à la formation des cellules B-1 

(Casola et al., 2004). La formation de cellules B-2 ne semble pas être dépendante de NF-B, 
aucune réduction dans la population cellulaire des B- à ’ ta tà o ser eà lors ueà desà
activateurs en amont de NF-B tels que Btk, Bcl-10, CARMA1 ne sont pas exprimés (Thome, 
2004). Une forte signalisation constitutive de la voie du BCR et une activation canonicale de 

NF-B sont indispensables pour la survie des B-1 au-delà des stades transitionnels. Un principe 
général est alors proposé (Pillai et al., 2004) : une interaction de faible à moyenne affinité avec 
des auto-antigènes permet la maturation des B MZ, une interaction de plus forte affinité 
permet une maturation des B FO, et une interaction de très forte affinité permet une 
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affectation B-1. Ce principe est proposé dans des conditions où les modèles murins sont élevés 
en conditions EOPS, indiquant le rôle clé des auto-antigènes dans ces étapes de sélection. 
La présence des cellules B possédants un BCR capable de reconnaître des auto-antigènes va à 
l’e o treà duà dog eà i di ua tà ueà lesà ellulesà auto-réactives sont éliminées. Les cellules 
ar ora tàu àBCRàdeà eàt peà apa leàd’u eàre o aissa eà rois eàe treàlesàauto-antigènes et 
les antigènes associés aux pathogènes, les B-1a, synthétisent des NAbs ayant deux fonctions : 
parti iperà à l’ho ostasieà ellulaireà e à aida tà l’ li i atio à desà d risà ellulairesà età
moléculaires et servir de première ligne de défense contre les pathogènes (Kaveri et al., 2012).  
 

1.5. Les lymphocytes B régulateurs (BREGS) 

La place de de la différenciation ou de la survie des BREGS dans ce contexte reste discuté, 
puisque ces cellules sont vues comme tolérogènes, productrices de cytokines anti-

i fla atoiresà ota e tàd’IL ,àIL3 àet/ouàdeàTGF, et éventuellement nanties de BCRs 
auto-réactifs sans pour autant subir de délétion clonale, mais en participant au contraire à un 

a is eàa tifàdeàtol ra e.àL’ambiguïté deàleurà odeàdeàdiff re iatio àestà u’ àlaàfoisàilà
essiteà l’a ti atio à sp ifi ueà duàBCRàetà desà o ditio sà pro-i fla atoiresà IL ,à IL ,à… ,à

mais peut aussi bénéficier de cytokines anti-inflammatoires (IL10, 35, TGF… .àCesàBREGS sont 
en règle générale non « switchés »àetà orrespo de tàpourà ertai sàd’e treàeuxà àdesà ellulesà
plamoblastiques voire plasmocytaires. Ils sont volontiers vus comme des cellules de 
rétrocontrôle faisant le pendant des lymphocytes Bà produ teursà d’a ti orpsà età aptesà à
terminer la réponse immune après son développement. En ce sens, leur fonction suppressive 
s’opposeàe à uel ueàsorteàauxàTH àpro-inflammatoires (Rosser and Mauri, 2015). 
 

1.6. Signaux T-indépendants 

Les lymphocytes B localisés dans la zone marginale ont directement accès aux 
antigènes et autres particules circulant dans le sang. Les B-1, de par leur localisation, ont 
directement accès aux microbes des muqueuses intestinales et pulmonaires. Certains 
antigènes microbiens tels que le lipopolysaccharride (LPS), lipopeptides ou encore les 
flagellines sont reconnus par les TLRs et activent de façon robuste et T-indépendante les 
lymphocytes B-1 et de la zone marginale (Genestier et al., 2007). La capacité à répondre aux 
signaux envoyés par les TLRs affecte également la réponse humorale T-dépendante (Rawlings 
et al., 2012). Contrairement aux lymphocytes B folliculaires, la capacité des B MZ à présenter 
lesàa tig esàestàa rueàlorsàd’u eàsti ulatio àparàduàLP“à(Oliver et al., 1999). 
 

1.6.1 Régulation de la réponse B par les récepteurs Toll-like (TLR) 

Les TLRs sont une famille de récepteurs antigéniques qui participent principalement à 
la réponse immunitaire innée grâce à leur capacité à reconnaitre des constituants uniques aux 
microbes. Il existe chez la souris 12 TLRs diff re ts,à àpouràl’ho e.àTousàlesàTLRs possèdent 
des caractéristiques structurales de base communes, à savoir une région extracellulaire riche 
en répétition de leucines, un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire TIR 
(Toll/Interleukin-1 receptor). Chaque TLR est spécialisé pour une signature microbienne 
particulière (tableau 1). 
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Récepteur TLR 1/2 ou 2/6 TLR 3 TLR 4 TLR 5 TLR 7 TLR 9 

Ligands Lipopeptides Poly I:C, 

ARN 

double 

brin 

LPS Flagelline ARN simple brin, 

resiquimod, 

imiquimod, 

loxoribine 

ADN non 

méthylé, 

ADN-CpG 

Origine Bactéries 

Gram+, 

champignons 

Virus Bactéries 

Gram- 

Bactéries 

flagellaires 

Virus Bactéries 

Tableau 1 : TLRs et leurs ligands. Pour chaque TLR (ou association de TLR), les ligands 
spécifiquement reconnus ainsi que leur origine microbienne sont indiqués. 
 

Les TLRs qui reconnaissant les signatures bactériennes, 1/2-2/6-4-5, sont localisés sur 
laà e ra eàplas i ueàetà s a e tà l’e iro e e tà extra ellulaire (Hayashi et al., 2001; 
Schwandner et al., 1999; Takeuchi et al., 2001), alors que les TLRs reconnaissant les signatures 
à aseàd’a idesà u l i ues,à3-7-9, sont localisés sur les endosomes en interagissant avec la 

protéine membranaire UNC93B (Brinkmann et al., 2007; Kim et al., 2008). 
La plupart des lymphocytes B murins expriment les TLRs 1, 2, 4, 6, 7 et 9, mais le taux 
d’expressio à arieàd’u eàpopulatio àBà àu eàautreà (Genestier et al., 2007; Gururajan et al., 
2007). Ainsi chez la souris, le TLR9 est fortement exprimé dans les cellules B-1 et dans les 
lymphocytes B des zones marginale et folliculaire, mais il est bien moins exprimé dans les 
ellulesàBàpr se tesàda sàlesàpla uesàdeàPe er.àEtàsiàlesàl pho tesàBà ’expri e tà ueàtr sà

peu le TLR3, ils sont tout de même capables de reconnaitre les ligands du TLR3 (Marshall-
Clarke et al., 2007). 
L’expressio àdesàTLRs est régulée par la signalisatio àduàBCRàetàparàl’a tio àdesà toki es.àLesà
TLRs 3 et 7 sont fortement up-r gul sàlorsàd’u eàsti ulatio àBCR/IFN-βà(Chang et al., 2007). 
 

1.6.1.1. Signalisation des TLRs dans les lymphocytes B 

La reconnaissance de son ligand par un TLR va activer une cascade de signalisation en 
utilisant plusieurs molécules interagissant avec les motifs TIR telles que MYD88, TRIF, TIRAP, 
TRAM et SARM (Barton and Medzhitov, 2003).àM d àsertàd’i ter diaireàpouràtousàlesàTLRs 
sauf le TLR3 qui utilise TRIF. Le TLR4 utilise à la fois Myd88 et TRIF dans sa signalisation. TIRA, 
TRAM et SARM vont jouer des rôles accessoires ou régulateurs des voies de signalisation 
dépendantes de Myd88 et de TRIF Cart àetàal.,à ;àO’Neillàa dàBo ie,à .àL’a ti atio à
des voies de signalisations dépendantes des TLRs aboutit à la transcription de gènes pro-
inflammatoires et anti microbiens via des facteurs de transcriptions tels que NF- B,àleàfa teurà
r gulateuràd’i terf ro à3ààetàlaàprot i eàa ti atri e 1 (Medzhitov and Horng, 2009). Les TLRs 
per ette tàaussiàl’up-r gulatio àdeàlaàpr se tatio àdeàl’a tig eàparàleàCMHàetàl’up-régulation 
de molécules co-stimulatrices telles que CD80 et CD86 pour aider à une meilleure réponse T-
dépendante (Medzhitov et al., 1997). 
 



p. 17 

1.6.1.2. R po se des ellules B lo s d’u e sti ulatio  des TLRs in vitro 

Dans la plupart des cas, la seule stimulation des lymphocytes B par les TLRs est 
suffisa teàpourài duireàl’expressio àetàl’a ti atio àdeà ar ueursàtelsà ueàCD ,àCD ,àCD ,à
leàCMH,àlaàprolif ratio ,àlaàC“Ràetàlaàs r tio àd’’i u oglo uli esà(Capolunghi et al., 2008; 
He et al., 2004; Jiang et al., 2007; Lutzker et al., 1988; Xu et al., 2008). La réponse spécifique 
desàl pho tesàBàlorsàd’u eàsti ulatio àdesàTLRs dépend de la catégorie de cellule B et du 
TLR stimulé (Cognasse et al., 2008; Hanten et al., 2008). Ainsi, les lymphocytes B folliculaires 
répondent moins à une stimulation par le LPS que les lymphocytes B de la zone marginale 
(Meyer-Bahlburg et al., 2009). Les cellules B-1 et B de la zone marginale sont également plus 
pro ptesà àseàdiff re tieràe à ellulesàprodu tri esàd’i u oglobulines que les lymphocytes 
B folliculaires (Genestier et al., 2007). Les TLRs peuvent en activant la cellule contribuer aux 
cascades activatrices qui déclenchent le changement de la classe des Ig (Class switch 
recombination  ou CSR : le LPS seul va induire sur les B murins une commutation de classe vers 
IgG3 (Browne, 2012), la combinaison LPS/IL4 va induire une commutation vers IgG1 et IgE 
alorsà u’u eàsti ulatio àparàdeàl’áDN-CpG va induire une commutation vers IgG2a, IgG2b et 
IgG3 tout en bloquant IgG1 et IgE (Lin et al., 2004b). 
Les études in vitro ont permis de mettre en évidence une synergie entre la stimulation des 
TLRs et la stimulation du BCR par un antigène ou par une stimulation du CD40 par le CD40L 
(Boeglin et al., 2011; Jain et al., 2011). Cette coopération TCR/BCR assure que les lymphocytes 
Bà eàr agisse tà ueàda sàu à o texteàd’i fe tio àetàpr ie e tà l’auto-immunité (Browne, 
2012). De plus, en fonction du TLR présent dans le couple TLR/BCR ou TRL/CD40, la réponse 
peut être une activation et une prolifération des lymphocytes B (TLR 3, 4 et 9) ou une 
diff re tiatio àe à ellulesàprodu tri esàd’i u oglo uli esà TLRà / ,à / ,à àetà à(Boeglin et 
al., 2011). 
 

1.6.1.3. R po se des ellules B lo s d’u e sti ulatio  des TLRs in vivo 

La réponse immunitaire médiée par les lymphocytes B in vivo est régulée par de 
nombreuses interactions cellulaires et moléculaires. Les TLRs sont exprimés par plusieurs 
types cellulaires impliqués dans cette régulation, permettant ainsi aux TLRs d’i ter e irà à
plusieurs stades de la réponse B. 
Dans les ganglions lymphatiques, les cellules dendritiques répondent à une stimulation des 
TLRs en présentant les peptides microbiens aux lymphocytes Th via leur CMH de classe II. Une 
up-régulation de molécules co-stimulatrices  telles que CD80 et CD86 sur les cellules 
dendritiques promeut leurs interactions avec les lymphocytes T, et les cytokines sécrétées par 
les cellules dendritiques suite à une stimulation des TLRs permettent de diriger le 
développement des cellules Th en Th1 ou Th2 (Boonstra et al., 2003; Green and Marshak-
Rothstein, 2011).àL’expressio àdeàTLRs par les cellules non-hématopoïétiques peut également 
r gulerà l’a ti atio à desà l pho tesà B :à l’up-r gulatio à duà fa teurà d’a ti atio à desà
lymphocytes B par les cellules épithéliales des glandesàsali airesàlorsàd’u eài fe tio à iraleàestà
dépendante des TLRs (Ittah et al., 2008). 
Les premiers auteurs à avoir montré in vivo l’i porta eàdeàlaàsig alisatio àTLRài tri s ueàauà
l pho teà Bà da sà laà r gulatio à deà laà produ tio à d’i u oglo ulines sont Pasare et 
Medzhitov (Pasare and Medzhitov, 2005). Ils ont montré que la signalisation TLR4 dans les 
lymphocytes B murins permettait de promouvoir une produ tio àd’i u oglo uli esà o treà
deàl’al u i eàhu ai e.àD’autresà tudesào tà o tr à ueàlaàd l tio àdeàM d àda sàlesà ellulesà
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de driti uesàr duisaitàd’u àfa teurà àlaàr po seàe àIgGàsp ifi uesàsuiteà àu eài u isatio à
parà deà l’o al u i eà ouà deà l’áDN-CpG (Hou et al., 2008). Il a également été montré que 
l’expressio à deà M d à parà lesà ellulesà Bà taità essaireà pourà pou oirà r po dreà à desà
parti ulesà irales,à alorsà ueà da sà leà asà d’u eà r po seà suite à une immunisation par un 
a tig eàpurifi àetàe àpr se eàd’u àadju e t,à ’estàda sàlesà ellulesàde driti ues que Myd88 
doit impérativement être exprimé (Hou et al., 2011). 
E àplusàdeàr guleràl’a ti atio ài itialeàdesàl pho tesàB,àlesàTLRs participent à la promotion 
deàlaà o utatio àdeà lasse,àdeàl’h per utatio àsomatique et du développement et maintien 
du centre germinatif (Aranburu et al., 2010; Bessa et al., 2010; Browne, 2011; Garin et al., 
2010; Hou et al., 2011; Kasturi et al., 2011). Les lymphocytes B du centre germinatif sont donc 
plus sensibles aux ligands des TLRs, ce qui corrèle parfaitement avec leur augmentation de 
l’expressio à deàM d ,à deàMalà M d à adapterà likeà protei à età d’IRáK-M (interleukine 1 
receptor associated kinase M) (Meyer-Bahlburg et al., 2007). De plus, dans un contexte 
d’i u isatio ,àl’utilisatio àdeà a oparti ulesàago istesàdesàTLRs augmente significativement 
la taille des GC (Kasturi et al., 2011). 
D’u à poi tà deà ueà plusà a isti ue, il a été montré que les TLRs 4 et 9 sont capables 
d’a roitreà laà sig alisatio à duà sig alà duà BCRà e à a ti a tà laà prot i eà ofili eà prot i eà
respo sa leà duà d sasse lageà deà l’a ti eà fila e taire .à Celaà aà pourà effetà d’a roitreà laà
mobilité du BCR sur la membrane, de former plus facilement des clusters et de mieux 
r po dreà lorsàd’u eà fai leàde sit à deà aptureàdeà l’a tig e.à Laàdou leà a ti atio à TLR/BCRà
do eà gale e tà u eà i di atio à à laà elluleà ueà l’a tig eà aptur à appartie tà auà o deà
microbien (Freeman et al., 2015). 

 
Figure 4 : R gulatio  de l’a tivatio  et du d veloppe e t du l pho te B pa  les TLRs. La 
reconnaissance par les TLRs de leur ligand en combinaison avec la stimulation antigénique du 
BCR et la stimulation du le CD40 par les TFH o tri ueà à l’a ti atio à i itialeà sp ifi ueà deà

Tfh cell 
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l’a tig eàdesà l pho tesàB.à Lesà ellulesà a ti esà seàd eloppe tà auà sei à d’u àGCàoùà lesà
réactio sàso tàa ruesàe à asàd’a ti atio àdesàTLR.àLesàplas o tesàsorta tàduàGCàexpri e tà
lesàTLRàetàl’a ti atio àdeà esàTLRàa roitàlaàs r tio àd’i u oglo uli esà(Browne, 2012). 
 

2. Structure du BCR 

L’expressio àduàBCRàestàre uiseàpouràleàd eloppe e tà or alàetàleà ai tie àduàpoolà
de lymphocytes B. Chaque lymphocyte B possède environ 120k complexes de BCR sur sa 
e ra e,à ha u àa e àl’exa tà eàsiteàdeàre o aissa eàpouràl’a tig e. 

Toutes les classes de BCR (IgM, IgD, IgG, IgE et IgA) ont une structure semblable, à savoir une 
immunoglobuline de surface li eà àl’h t rodi reàIgα/Igβà CD a/CD àparàle uelàleàsig alà
du BCR est transduit (Laffleur et al., 2013; Wienands and Engels, 2001).à“iàl’h t rodi reàestà
li àdeàfaço à o ale teàparàu àpo tàdisulfure,à leà o plexeà Igα/Igβàestàasso i àdeàfaço à o à
o ale teà àl’i u oglo uli eà e ra aireà(Schamel and Reth, 2000).àIgαàetàIgβàpartage tà

un grand nombre de caractéristiques structurales : un domaine extracellulaire glycosylé, une 
région de liaison, une région transmembranaire hautement conservée, et une queue 
cytoplasmique dont la longueur varie en fonction de la protéine – àr sidusàa i sàpouràIgαà
età à pourà Igβ.à E treà outre,à lesà s ue esà toplas i uesà d’Igαà età Igβà poss de tà u eà
séquence commune très conservée D/Ex7D/ExxYxxLx7YxxL/I nommée ITAM (immunoreceptor 
tyrosine-based activation motif) (Reth, 1989). Cet enchainement est retrouvé dans des 
protéines virale oncogéniques et la plupart des sous-unités de signalisation de la famille des 
récepteurs immuns (Cambier, 1995a, 1995b). Dans le cas du BCR, le motif ITAM permet 
l’i tera tion entre le récepteur et la voie de signalisation qui en découle (Johnson et al., 1995). 
Les deux tyrosines du motif servent à la fois à lier les tyrosines kinases et de substrat pour ces 
dernières (Flaswinkel and Reth, 1994; Flaswinkel et al., 1995).àLaà utatio àduà otifàITáMàd’Igαà
ou d’Igβà ’a rogeàpasàlaàtra s issio àduàsig alàduàBCRà(Reichlin et al., 2004), contrairement à 
une mutation sur les deux motifs qui supprime le message du BCR (Kraus et al., 2001). 
 

2.1. Corécepteurs du BCR 

Pour permettre l’a roisse e t,àl’i hi itio àouàe oreàlaà ualit àduàsig alàtra s isàparà
le BCR, celui-ci est associé à des corécepteurs à la surface de la cellule. CD19 (activateur) et 
CD22 (inhibiteur) en font partie. 
 

2.1.1 CD19 

Le CD19 est associé avec CD21 (complement receptor 2) et CD81. La transduction du 
signal activateur vers le BCR passe par CD21 (Fearon and Carroll, 2000) et CD81 permet de lier 
le complexe à la surface membranaire au cytosquelette et est impliqué dans la régulation du 
BCR. La queue cytoplasmique de CD19 possède 9 résidus tyrosine dont le taux de 
phosphor latio àaug e teàlorsàd’u eàliaiso àa e àleàBCR,à uiàseàlieàalorsà à a ,àl àetàlaàPI3Kà
P85. Le rôle principal de CD19 in vivo seraitàd’aug e teràlaàsig alisatio àdeàPI3Kàetàdeàfa oriserà
le clustering du BCR dans les rafts (Alt et al., 2015). 
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2.1.2 CD22 

L’a ti it ài hi itri eàduàCD àestàr gul eàparàsesàliga ds,àdesàa idesàsiali uesàli sàe àα2-
6 (2,6Sia), qui influencent la relation BCR-CD22 (Collins et al., 2004). Ces 2,6Sia sont très 
représentés à la membrane des cellules comme par exemple les lymphocytes T et B, ce qui 
suggère une capacité du CD22 à être activé en cis out comme en trans (Collins et al., 2004; 
Lanoue et al., 2002). Après activation du BCR, CD22 est rapidement phosphorylé, 
principalement par Lyn (Smith et al., 1998). Cette phosphorylation permet le recrutement de 
la tyrosine phosphatase SHP-1 au niveau du motif ITIM (immunoreceptor tyrosine-based 
inhibition motif) (Doody et al., 1995) qui va en retour activer PMCA-4, une pompe à calcium, 
faisant chuter le taux de Ca2+ du cytoplasme (Chen et al., 2004). 
 

2.2. Deu  od les d’a tivatio  du BCR 

Le modèle de crosslinking : dans ce modèle, le complexe du BCR (immunoglobuline de 
surfa eàetàh t rodi reà Igα/Igβ àestà à l’ tatà o o ri ueà lors ueà leà l pho yte B est au 
repos,àetà ’estàleà rossli ki gàdeàdeuxà o o resà uiài itieàl’a ti atio àdeàlaà elluleàparàleàBCRà
(Metzger, 1992).àL’asso iatio àdeàdeuxàBCRs rapprocherai dans le même temps les kinases 
asso i esàauàBCR,à uiàs’e tre-phosphor leraie tàetàs’a ti eraie t. 
Leà od leàd’a ti atio àparàdisso iatio  (Yang and Reth, 2010a) : dans ce modèle, les BCRs 
formeraient spontanément des dimères à la surface de la cellule. Lorsque le lymphocyte B est 
au repos, le BCR serait régulé par des éléments du cytosquelette qui protègeraient les motifs 
ITáMsà desà prot i esà ki asesà li esà auà BCR.à L’a ti atio à duà BCRà parà re o aissa eà d’u à
antigène désorganiserait cette structure multimérique libérant alors les motifs ITAMs ciblés 
par les kinases. Ce modèle est supporté par un test de complémentation quantitative par 
bifluorescence (Yang and Reth, 2010b). 
 

3. Interaction du BCR avec les protéines associées à la transduction du signal 

Deuxàt rosi esàki asesàso tài pli u esàda sàl’a ti atio àduàBCR et toutes deux ont une 
action différente. Lyn (de la famille des Src) qui phosphoryle plus souvent seulement la 
première tyrosine Y182 du motif ITAM, et Syk qui phosphoryle les deux tyrosines Y182 et Y193 
du motif (Flaswinkel and Reth, 1994; Pao and Cambier, 1997; Schmitz et al., 1996).àL’a ti it à
kinase de Syk est requise pour la formation du complexe BCR/Syk car les deux tyrosines du 
otifàITáMàdoi e tà treàphosphor l esàafi à ueà“ kàpuisseàs’ àlierà(Fütterer et al., 1998). Le 

modèle actuel suggère que Lyn interagit en premier avec le BCR lors de son activation puis 
laisse la place à Syk. Cependant, quand Syk est absente, la voie de signalisation du BCR est 
i erteàalorsà u’elleà ’està ueàretard eà ua dàL àestàa se teà(Alt et al., 2015). Une étude (Rolli 
et al., 2002) a également montré que le couplage de Syk avec un peptide contenant le motif 
ITáMàa roitàdrasti ue e tàl’a ti it àdeàlaàprot i eàki ase.àLaàsig alisatio àduàBCRàseraitàdo à
amplifiée par un rétrocontrôle positif du complexe BCR/Syk, kinase dominante du motif ITAM, 
etàleàrôleàdeàL àpourraità treàd’ li iner les éléments du cytosquelette et facteurs inhibiteurs 
e p ha tàu eà o eài tera tio àe treà“ kàetàleàBCR.àLeàs h aàglo alàd’a ti atio àduàBCRà
serait alors le suivant :àlaàliaiso àa e àl’a tig eàpro o ueàu eàpertur atio àsuràlesà l e tsà
proches du BCR. Cette perturbation est détectée par Lyn qui va alors phosphoryler les 
éléments du cytosquelette attachés au BCR, libérant ce dernier et rendant les motifs ITAMs 
accessibles à Syk. Syk phosphoryle les ITAMs et se lie à eux pour former un complexe BCR/Syk 
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pote tialisa tà l’a ti it à ki aseà deà “ kà uià aà alorsà phosphor lerà lesà otifsà ITáMsà desà BCRà
oisi sà o à a ti sà parà l’a tig e,à per etta tà l’a plifi atio à duà sig alà duà BCRà algr à laà

présence réduite du nombre de molécules antigéniques (Alt et al., 2015). 
“uiteà à etteàa ti atio àduàBCR,àu àr tro o trôleà gatifà o treàl’a ti it àdeà“ kàpro e a tàdeà
plusieursà sour esà s’op re.à ái si,à la phosphorylation de régulateurs tels que CD22 et CD74 
poss da tàtousàdeuxàu à otifàITIMààper etàleàre rute e tàetàl’a ti atio àdeàlaàphosphataseà
SHP-1 dont le rôle est de déphosphoryler les motifs ITAMs. Il a aussi été montré que Syk est 
capable de phosphor leràlesàs ri esàetàlesàthr o i esàdeàlaà ueueàd’Igαài hi a tàalorsàlaà oieà
de signalisation du BCR (Müller et al., 2000). Enfin, une internalisation rapide des BCRs activés 
estàaussiàu à o à o e àd’op reràu àr tro o trôleà gatifà(Jang et al., 2010). 
 

3.1. Re ute e t et Rôle de PLCγ2 

PLC 2 est un composant cellulaire impliqué dans la réponse calcique et est nécessaire 
à laà g ratio à deà se o dsà essagersà lorsà deà l’a tivation du BCR. Il dégrade le 

phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2) en diacylglycerol (DAG) et en inositol-1,4,5-
triphosphate (IP3) et est très important pour maturation et la maintenance des lymphocytes 
B (Hashimoto et al., 2000). Le PIP2 est situé à la membrane plasmique etàestà i l àparàPLC 2 
une fois activé et aiguillé par BLNK (= SLP65), lui- eàa ti àparà“ kàlors u’elleàestàli e aux 
motifs ITAMs du BCR (Johnson et al., 1995). 
Plusieurs modèles sont proposés pour le recrutement de BLNK au niveau du BCR : (1) via la 
phosphor latio àdeàlaàt rosi eàY àdeàlaà ueueà toplas i ueàd’Igαà uiàlieàleàdo ai eà“H à
de BLNK (Engels et al., 2001), (2) via le domaine N-terminal de BLNK qui est formé en gouttière 
à leucine permettant son interaction avec la membrane plasmique (Köhler et al., 2005), (3) le 
domaine SH2 de BLNK peut interagir avec Syk et être phosphorylé lorsque cette dernière est 
active (Miyazaki et al., 2012; Oellerich et al., 2011). Une fois recruté et activé au niveau du 
BCR,à BLNKà assureà desà sitesà deà fixatio à pourà Btkà Burto ’sà t rosi eà ki ase à età PLC 2. Ce 
rappro he e tà per età alorsà à Btkà deà phosphor lerà PLC 2 sur les tyrosines Y753 et Y759 
pri ipale e t,à eà uià orr leàa e àl’a ti it àdeàlipaseàdeàPLC 2 (Kim et al., 2004).àPLC 2 est 
également phosphorylé sur Y1217 de manière indépendante à Btk (Kim et al., 2004). 
IP3 li r àlorsàdeàl’a tio àdeàPLC 2 sur PIP2 va lier les récepteurs à IP3 situés sur la membrane 
endoplasmique du réticulum endoplasmique (RE) et provoquer une libération du calcium 
stocké (Patterson et al., 2004) accroissant le taux de calcium cytoplasmique. La baisse calcique 
dans le RE est ressentie par STIM1 et STIM2 (Liou et al., 2005) et a pour conséquence 
l’ou ertureàdesàpo pesà al i uesàdeàlaà e ra eà ellulaire,àa roissa tàalorsàe oreàplusàleà
taux de calcium dans le cytoplasme (Alt et al., 2015).àE àl’a se eàdeà“TIM ,àlaà aisseàduàtauxà
deà al iu àda sàleàREàsuiteà àl’a ti atio àduàBCRà ’estàpasàse s e.àE à asàd’a se eàdeà“TIM à
et de STIM2, la prolifération et la survie des lymphocytes B est réduite de façon drastique sans 
pourà auta tà affe terà laà sp ifi it à deà laà r po se.à L’aug e tatio à deà al iu à da sà leà
cytoplasme des cellules B provoque la migration de molécules de la famille des NFAT vers le 
o au.ààLaàsuppressio àdeàNFáT àe p heàlaàprolif ratio ài duiteàparàl’a ti atio àduàBCRàetà

pro eutàlaà ortà ellulaireài duiteàparàl’a ti atio à(Bhattacharyya et al., 2011). 
DáGàli r àlorsàdeàl’a tio àdeàPLC 2 sur PIP2 asso i àauàtauxàdeà al iu à aàa ti eràPKCβ,àu eà
desàki asesàduà o plexeàI Bàrespo sa leàdeàlaàli ratio àdesàfa teursàdeàtra s riptio sàNF- Bà
lorsque ceux- iàso tàpi g sàparàl’i hi iteurà Bà(Häcker and Karin, 2006). La voie de NF- Bàestà
cruciale pour maintenir la prolifération, la survie et la différentiation des cellules B. 
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3.2. Régulation de PI3K 

E àplusàduàPLC 2, PIP2 peut être prise en charge par PI3k afin de former du PIP3. Dans 
lesà l pho tesàB,à l’a ti atio àdeàPI3Kàseàfaitàpri ipale e t,à aisàpasàu i ue e t,àparà leà
CD ,à apa leàdeàlierà l’e z eàsurà laàsousàu it àp αà (Wang et al., 2002).àL’adaptateuràdeà
PI3Kàda sàlesà ellulesàBà BCáP àestàforte e tàexpri àparà esàder i res.àLorsàdeàl’a ti ation 
duàBCR,àBCáPàestàphosphor l àetàre ruteàp αà(Okada et al., 2000). BCAP et CD19 semblent 
a oirà u à rôleà o pl e taireà da sà l’a ti atio à deà PI3K,à leurà dou leà exti tio à lo ua tà
complètement la maturation des cellules B (Aiba et al., 2008). 
Le PIP3 membranaire produit par PI3K va être lié par les protéines de la famille des Vav (Vav1, 
Va àetàVa 3 ,à uià o tàa roitreàl’a ti it àdeàPI3K.àL’a ti it àdeàVa àestàdo à o trôl eàparà
PI3K,à uiàsu itàe àretouràu àretroà o trôleàpositif,àpro a le e tàparàl’i ter diaireàdeàRa à
(Inabe et al., 2002; Vigorito et al., 2004). Des trois protéines Vav, Vav3 est fortement exprimée 
dans les lymphocytes périphériques et les cellules de la rate (Movilla and Bustelo, 1999; Zeng 
et al., 2000) età oduleàl’expressio àdeàPI3Kàsuiteà àl’a ti atio àduàBCRà(Inabe et al., 2002). 
PI3K se distingue principalement pour son rôle majeur dans le signal de survie basal, aussi 
appelé signal tonique, indispensable à la survie des lymphocytes B périphériques : en cas 
d’a se eàdeàPI3K,àleà o reàdeàB àdeàlaàrateà huteàdeàfaço àdrasti ue,àetàleàd eloppe e tà
des B1 et des B de la zone marginal est presque complètement bloqué (Clayton et al., 2002). 
L’u eàdesà oiesà ajeuresàdeàsig alisatio à ueàPI3Kàexer eàpasseàparàl’a ti atio àd’áKT,àsui ieà
par la modulation des facteurs de transcription en aval. La voie PI3K/AKT dans les lymphocytes 
B est connue pour réguler les facteurs de transcription Foxo (Haftmann et al., 2012). Suite à 
l’a ti atio àduàBCR,àáKTàestàa ti eàparàPI3Kàetàphosphor leàFoxo àetàFoxo3,àdi i ua tàalors 
leurà apa it à à lierà l’áDNàetà pro o ua tà leurà ex lusio àduà o auàparà leà iaisà deà prot i esà
chaperonne. 
 

4. Fo tio s sp ifi ues du BCR e  fo tio  de la lasse d’i u oglo uli e 

4.1. BCR à IgM/IgD 

Les premiers BCRs exprimés par les lymphocytes B sont de classe IgM et IgD (figure 5). 
La chaîne lourde µ membranaire joue donc plusieurs rôles, à savoir transmettre des signaux 
de différentiation durant les premiers stades de développement, des signaux de survie chez 
lesà l pho tesàBà auà reposà età desà sig auxàd’a ti ation durant la maturation périphérique 
d pe da teàdeà l’a tig e.à IgMàetà IgDàposs de tà tousàdeuxà laà eà à ueueà i tra ellulaireà
harg eàpositi e e tà o pos eàdesàr sidusàKVK.àLaàsig alisatio àd pe da teàd’u àBCRà àIgMà

serait se la leà à elleà d’u à BCRà à IgD (Lutz et al., 1998). Le principal changement 
ph ot pi ueàlorsàduàre pla e e tàdeàlaà haî eàµàparàu eà haî eà àseraitàu àretardàda sàlaà
aturatio àdeàl’affi it àdeàlaàr po seài u eàhu orale.àCesà esàl pho tesàBàdo tàlaà

chaîne µ a été remplacée présentent un blocage partiel lors de la transition du stade pro-B 
vers le stade pré-B (Ubelhart et al., 2010).àCelaàseraitàdûà àl’a se eàduàsig alàauto o eàduà
pré-BCR assuré par le domaine CH1 de la chaîne µ. 

Une déficience de la chaîne  provoque quant à elle une légère réduction du nombre de 
lymphocytes B dans la rate et les ganglions lymphatiques associés à une plus forte expression 
des IgM membranaires. La formation de GC et la réponse humorale après immunisation 
restent intactes (Nitschke et al., 1993). Il a par contre été montré que les IgD membranaires 
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semblent jouer un rôle dans la tolérance des lymphocytes B et limiteraient la différentiation 
des cellules B auto-réactives en plasmocytes (Guo et al., 2011). 
 

4.2. BCR à IgG 

Les IgG membranaires possèdent une longue et conservée queue cytoplasmique 
(figure 5). Cette queue est nécessaire à la forte sécrétion des IgG solubles et à la survie des 
lymphocytes B mémoire IgG1 (Kaisho et al., 1997). Par comparaison avec la queue IgM lors de 
la reco aissa eà d’u à a tig eà sp ifi ue,à laà ueueà IgGà a roità la production de cellules 
plasmocytaires durant des réactions T-dépendantes en dehors du follicule (Martin and 
Goodnow, 2002).àIlàse leraità gale e tà ueàl’a roisse e tàdeàlaàr po seà al i ueàdueà à
l’IgGàa roisseàlaàdiff re tiatio àe àBàdeàlaàzo eà argi ale,àlaàprolifération extra-folliculaire et 
la différentiation en plasmocyte. Malgré une augmentation de la réponse calcique, les signaux 
tra s isàparàlaà ueueàIgGàso tàplusàfai lesàlorsàdeàl’a ti atio àduàBCR,à eà uiàestà o orda tà
avec le fait que la différentiation en lymphocytes B de la zone marginale est favorisée dans 
des conditions qui atténuent la signalisation du BCR (Pillai et al., 2005). Cela pourrait aussi 
i pli ueràu eàplusàfai leài du tio àdeàCCR àlorsàdeàlaàre o aissa eàdeàl’a tig eàparàleàBCRà
à IgG, CCR7 étant connu pour orienter les cellules B vers la zone T riche en CCL19/CCL21 plutôt 
que vers la zone marginale. 
Laà ueueài tra ellulaireàdesàIgGà e ra airesàpeutàlieràl’adaptateuràGr àlors ueà elle-ci est 
phosphorylée sur une de ses tyrosines (figure 5). Grb2 va alors moduler la signalisation du BCR 
et augmenter la prolifération cellulaire (Engels et al., 2009). Grb2 est caractérisé par une 
fonction double :à ilàpeutàdi i ueràlaàsig alisatio à asaleàai sià u’aug e teràlaàsig alisatio à
lorsàdeàl’a ti atio àduàBCRà(Belov and Mohammadi, 2012). 
Da sà leà asàdesà IgG à e ra aires,à laà re o aissa eàd’u àa tig eàe trai eàu àplusà fortà
recrutement de Syk et une plus forte mobilisation du calcium (Liu et al., 2010). 
 

4.3. BCR à IgA 

L’a ti atio àdesàBCRs à IgA (figure 5) pro o ueàl’aug e tatio àdeàlaà o e tratio àduà
calcium intra cellulaire ce qui permet aux lymphocytes B IgA+ localisés dans les tissus 
lymphoïdes asso i sà à l’i testi à MáLT à deà r aliserà u eà r po seà Igáà lorsà d’i u isatio sà
locales (Brandtzaeg et al., 1999; Leduc et al., 1997). De la même façon que pour IgG, la région 
d’e rageà àlaà e ra eàCαàestà essaireàpouràlaàdiff re tiatio àdesà ellulesàBàs r tri esà
d’Igáàin vivo (Amin et al., 2012). Il a été montré que les progéniteurs des cellules B peuvent 
réaliser une CSR vers IgA, survivre avec ce BCR et se différentier en cellules productrices 
d’i u oglobulines (Hasan et al., 2002). Un pré-BCRàαàestàe àre a heà oi sàeffi a eà ueà
son homologue µ pour les réarrangements V(D)J lors de laà o stru tio àd’u àpr -BCR ou BCR 
fonctionnel (Duchez et al., 2010). Il est intéressant de noter que les cellules B IgA+ se 
différentient plus fortement en CD138+ que les autres (Laffleur et al., 2013). Tout comme le 
BCR à IgM, le BCR à IgA est sensi leà àl’i hi itio àparàleàCD à(Sato et al., 2007). 
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4.4. BCR à IgE 

Les cellules B présentant un BCR à IgE sont les moins représentées des cellules 
s it h es.àLaàprodu tio àd’IgEàestàtr sàfi e e tàr gul e,à eà uiàseàjustifieàsa sàdouteàparàleurà
action à double tranchant : si les IgE interviennent dans la réponse protectrice anti parasitaire 
ou encore contre des venins et toxines, ils peuvent également provoquer des chocs 
a aph la ti uesàdra ati uesàetàso tàlesàa ti orpsàdeàl’allergieài diate. 
Après la CSR, le passage par des lymphocytes B exprimant une IgE membranaire est obligatoire 
a a tàdeàpasseràauxà ellulesàs r tri esàd’IgE.àLaàsuppressio àdeàl’exo àdeà e ra eàdeàlaà
haî eàlourdeàd’IgEàr duitàleà o reàdeà ellulesàIgE+àdeàpr sàdeà %,àet le remplacement de 
laà ueueà toplas i ueàIgEàparàu eà ueueàIgMà ie àplusà ourte àr duitàdeà %àl’expressio à
d’IgEàsolu leà(Laffleur et al., 2013).àChezàl’Ho e,àleàBCRà àIgEàposs deàdeuxàiso-formes, une 
longue et une courte. Les deux se différentient par la longueur du domaine membranaire 
extracellulaire proximal (EMPD) :à àa idesàa i sàpouràl’iso-forme longue, 14 pour la courte. 
Si les deux formes sont fonctionnelles, la forme courte est plus facilement transportée à la 
membrane cellulaire (Batista et al., 1996). Tout comme le BCR à IgG, la queue intracellulaire 
desàIgEà e ra airesàpeutàlieràl’adaptateuràGr ,àetàlaàprot i eàHáX- àse leàs’ àasso ieràauà
otifàYáNIL,àpou a tàalorsài flue eràl’i ter alisatio àde l’a tig eà di eàparàleàBCRàetàlaà

pr se tatio àdeàl’a tig eàauxà ellulesàT (figure 5). Le progéniteur hématopoïétique kinase 1 
(HPK1) peut également interagir avec la queue cytoplasmique et affecter la signalisation du 
récepteur (Laffleur et al., 2013). 
Un programme de maturation séquentiel a été proposé pour la formation des plasmocytes à 
IgE :àlaà“HMàetàlaà aturatio àd’affi it àseàd rouleraitàda sàu àpre ieràte psàa e àdesà ellulesà
deà lasseà ,àpuisà ha geraie tàdeà lasseà ersàIgEàoùàellesàse différentieraient rapidement en 
plasmocytes (Erazo et al., 2007). Ce modèle serait valable pour les IgE de haute affinité, alors 
ueàlaàC“Ràdeàµà ersà àseàferaitàdire te e tàsa sàpassageàparà àpouràlesàIgEàdeàfai leàaffi it à

(Xiong et al., 2012). Par ailleurs, si les lymphocytes B IgE+ peuvent se diff re ieràauàsei àd’u à
GCàetàrapide e tàseàdiff re ieràe àplas o tesàlorsàd’u eàpri oài fe tio ,à esàder iersào tà
sans doute une courte durée de vie (Yang et al., 2012). 
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Figure 5 : Classes de BCR et cascades de signalisation. Certaines fonctions spécifiques des 
différentes classes de BCR sont indiquées à gauche et les facteurs de transcription spécifiques 
exprimés avant la CSR (et parfois après) sont indiqués au centre. Chaque classe de BCR est 
repr se t eà àdroiteàa e àl’h t rodi reàIgα/Igβ.àLesàtroisàr sidus aminés des BCR IgM et IgD 
(KVK) ainsi que la taille des queues cytoplasmiques des autres BCR sont indiqués. Les 
principales protéines et voies de signalisation communes ou spécifiques de chaque classe de 
BCR sont représentées (Laffleur et al., 2013). 
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5. Localisation cellulaire du lymphocyte B 

5.1. Localisation des B en développement et matures dans la moelle osseuse 

Les cellules souches hématopoïétiques (HSC) sont décrites comme logées à proximité 
des ostéoblastes, cellules marquant la séparation entreà laà partieàdureàdeà l’osà età laà oelle 
(figure 6).  Les ostéoblastes régulent la réserve de cellules souches : une augmentation du 
o reàd’ost o lastesàestà o o ita teàa e àu eàaug e tatio àduà o reàd’H“Cà(Zhang et 

al., 2003b). La prolifération des HSC est stimulée par Jagged1, produit par les ostéoblastes, qui 
active la voie de Notch1 (Calvi et al., 2003). De plus, ces cellules osseuses régulent 
l’ho ostasieàdesàH“Càparà l’expressio àdeà thro opoieti e,àd’a giopoeiti eàetàde CXCL12 
(reconnu par le récepteur CXCR4). Les cellules endothéliales localisées dans la niche des HSC 
parti ipe tàauà ai tie àduàsto kàd’H“Càparàl’expressio àduàfa teurà“CFà ste à ellàfa tor à(Ding 
et al., 2012). 
Les pro-Bàseàlo alise tàauà i eauàdesà ellulesàstro alesàprodu tri esàd’IL àetà eàso tàplusàe à
contact avec les cellules arborant CXCL12 (figure 6) (Tokoyoda et al., 2004). Ces cellules 
quittent ensuite la niche IL7+ lors du stade pre-B pour se diriger vers une nouvelle niche où 
les cellules expriment la galctine-1 (Gal1) à leur surface (Mourcin et al., 2011). En effet, la Gal1 
sert de ligand pour le pré-BCR et induit la formation de cluster de pré-BCR contenant 
également VLA4 (une intégrine connue sous le nom de very late antigen 4) et de LFA1 
(lymphocyte function-associated antigen-1). Le contact synaptique entre ce cluster et Gal1 
active les tyrosines kinases intracellulaires et permet la transduction du signal du pré-BCR, 
indispensable à la prolifération et à la différentiation des cellules au stade pré-BII (Espeli et al., 
2009). Le développement B est donc contrôlé par des niches cellulaires au sein de la moelle 
osseuse au travers desquelles les lymphocytes B en développement circulent. Les lymphocytes 
B achevant leur maturation dans la moelle vont en sortir par la circulation sanguine. Les 
cellules B sont attirées au niveau des veines ; les hématies circulantes produisent du 
sphingosine-1-phosphate (S1P) (Pappu et al., 2007) qui est reconnu via le récepteur S1P1 et 
provoque la migration des cellules B dans la circulation sanguine. Les lymphocytes B ne 
uitte tà epe da tàpasàdire te e tàl’osàetàreste tàda sàlesà aisseauxàsa gui s,ài di ua tà ueà

ces derniers constituent en eux même une niche et pas seulement une voie de sortie. 
Des lymphocytes B matures sont également présents dans la moelle osseuse (figure 6). Ils sont 
situés dans des niches péri-si usoïdales,à àl’i terfa eàe treàleàtissuàetàlaà ir ulatio àsanguine 
(Cariappa et al., 2005). Cette situation semblable à la zone marginale de la rate contient des 
cellules capables de répondre à des antigènes T-indépendants. Cette population B est 
dépendante des cellules dendritiques exprimant le recepteur CX3CR1. En effet, ces cellules 
de driti uesàs r te tàu eà toki e,à leàfa teuràd’i hi itio àdeà igratio àdesà a rophages,à
qui active la voie anti-apoptoti ueà d’áktà e à i teragissa tà a e à leà o plexeà deà r epteursà
CD74-CD44 (Sapoznikov et al., 2008). 
Enfin, certains plasmocytes réintègrent la moelle après leur activation dans les organes 
lymphoïdes secondaires. 
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Figure 6 : Localisation des cellules B dans la moelle osseuse durant le développement B. Les 
progéniteurs hématopoïétiques (MPP) sont au contact des cellules stromales qui expriment le 
CXCL12, tout comme les lymphocytes pré-pro B. Les cellules pro-B sont localisées près des 
ellulesà stro alesà expri a tà deà l’IL ,à età lesà ellulesà pr -B forment une synapse avec les 

cellules stromales Gal-1+ par les couples pré-BCR/Gal-1, LFA-1/ICAM, VLA4/VCAM. La 
migration des lymphocytes B vers la circulation sanguine se fait par la liaison entre le récepteur 
S1P1 avec le S1P très abondant dans le sang. Les lymphocytes restent quelque temps 
adhérants àl’ pith liu àa a tàdeàde e irà ir ula ts (Alt et al., 2015). 
 

5.2. Localisation des cellules B dans les organes lymphoïdes secondaires 

5.2.1 Les ganglions lymphatiques 

Les organes lymphoïdes secondaires possèdent une architecture unique qui les 
compartimente (figure 7). Chaque compartiment est spécialisé pour une population de 
ellulesài u itairesàpr iseàparàl’a tio àdeà ellulesàstro ales.àCetteàorga isatio àper etàu eà

réponse immune adéquateà lorsà d’u eà sti ulatio à a tig i ue.à Lesà l pho tesà Bà so tà
regroup sàda sàlaàzo eà orti aleàduàga glio àl phati ueàetàso tà ara t ris sàparàl’expressio à
de CXCR5, un récepteur reconnaissant CXCL13, chemokine très fortement exprimées par les 
cellules dendritiques folliculaires (FDCs) (Cyster et al., 2000) présentes dans les zones B du 
ganglion et principalement dans le centre des follicules. A la base du follicule et vers le centre 
du ganglion, la zone B est adjacente avec la zone T. Cette région frontalière est un lieu 
privilégié pour les interactions T-B (Okada et al., 2005).à Laà zo eàTà ’estàpasà re ou erteàdeà
lymphocytes B, ces derniers sont plutôt regroupés en follicules et sont cernés par les 
l pho tesàT.àC’estàda sà etteàr gio ài ter-folli ulaireà ueàlesà ellulesàBàetàTàsp ifi uesàd’u à
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a tig eàs’asso ie tàe àpaireà(Kerfoot et al., 2011). Les fibroblastes de la zone T séquestrent 
les lymphocytes T en exprimant du CCL19 et 21 reconnus par le CCR7 des cellules T. 
 

 
Figure 7 : Rep se tatio  s h ati ue d’u  ga glio  l phati ue. 
 

5.2.2 La rate 

Le rôle de la rate est de filtrer le sang, et cela en fait un organe lymphoïde secondaire 
différent des autres (figure 8). Les vaisseaux sanguins, les artérioles, dans la rate, sont 
entourés par la pulpe blanche composée de zones T et de follicules B. Les artérioles peuvent 
déboucher sur la zone marginale, une région charnière entre la pulpe rouge et la pulpe 
blanche de la rate et caractérisée par la présence de macrophages et des lymphocytes B de la 
zone marginale qui éprouvent les antigènes circulants dans le sang (Mebius and Kraal, 2005). 
Les lymphocytes B de la rate sont sédentaires à contrario des lymphocytes B folliculaires 
circulants. 
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Figure 8 : Structure de la rate. A) Représentation schématique de la rate. La pulpe blanche est 
composée des zones T et B. B) Représentation schématique de la pulpe blanche chez la souris 
(Mebius and Kraal, 2005).  
 

6. Les lymphocytes B extra-folliculaires 

Certains lymphocytes B situés en dehors des zones B dans les organes lymphoïdes 
secondaires, et nommés B entra-folliculaires, suivent une route différente de leurs 
homologues des zones B. Ils se différentient rapidement en cellules productrices 
d’i u oglo uli es.àLorsàdeàleuràdiff re tiatio àe àplas a lastes,àleuràexpressio àdeàCXCR à
est sous-régulée (Wehrli et al., 2001) ce qui les empêche de migrer vers les zones B en sentant 
le CXCL13 (Hauser et al., 2002). Ils vont cependant exprimer le CXCR4 ce qui provoque leur 
déplacement vers les cellules exprimant le CXCL12, à savoir les cellules stromales du cordon 
médullaire des ganglions et la pulpe rouge de la rate (Hargreaves et al., 2001). CXCL12 est 
aussi fortement exprimé dans la zone sombre du centre germinatif (Allen et al., 2004). Les 
plasmocytes extra-folliculaires ont une courte durée de vie (Smith et al., 1996) et sont 
respo sa lesàdeàlaàpre i reà agueàd’i u oglo uli es,àpri ipale e tàdesàIgM,àlorsàd’u eà
réponse immune. 
 

7. Activation des lymphocytes B folliculaires 

Au sein du ganglion lymphatique, les lymphocytes B folliculaires peuvent rencontrer 
les antigènes de trois façons différentes. Les petits antigènes solubles (<70kDa) sont 
transportés vers les zones B grâce à des micro- a auxàpr se tsàauàsei àdeàl’orga eàl mphoïde 
(Roozendaal et al., 2009). Les antigènes trop larges pour passer dans ces canaux sont 
récupérés par les macrophages et transférés aux cellules B du follicule (Junt et al., 2007). Enfin, 
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les lymphocytes B peuvent rencontrer les antigènes en dehors du follicule, dans les régions 
encadrant les vénules endothéliales, cellules formant de micro-vaisseaux spécialisés dans les 
ganglions. Les cellules dendritiques sont capable de directement présenter les antigènes aux 
lymphocytes B présents dans ces zones (Qi et al., 2006). 
 

7.1. Le centre germinatif (GC) : initiation 

Après activation du BCR, les cellules B vont exprimer plus de CCR7 à leur surface, 
récepteur des chémokines de la zone T, provoquant la migration du lymphocyte B vers la 
r gio à fro tali reà a e à laà zo eà T.à C’està da sà etteà r gio à ueà lesà pre i resà i tera tio sà
apparenté se réalisent (Garside et al., 1998),àetàa outissa tà à laàfor atio àd’u à oupleàT/Bà
stable. Suite aux interactions avec les cellules T, une partie des lymphocytes B sélectionnés va 
migrer vers le cordon médullaire où ils vont se différentier en plasmablastes à courte durée 
de vie (De Silva and Klein, 2015).àIlàse leraità u’ à eàstade,àlesàl pho tesàBàa a tàu eàhauteà
affi it àpouràl’a tig eàso tàplusàpro ptsà àseàdiff re tieràe àplas a lastesà(O’Co oràetàal.,à
2006; Paus et al., 2006) et que certains se différentient en cellules mémoires non modifiées 
(Taylor et al., 2012). Les autres lymphocytes B dont les BCR sont suffisamment spécifiques 
pour l’a tig eà sur-régulent Bcl6 (De Silva and Klein, 2015) età s’orie te tà ersà leà e treà
germinatif. Cette migration est possible suite au remaniement par la cellule B de ses 
propriétés migratoires (Gatto et al., 2009; Pereira et al., 2009). Les cellules T ayant participées 
aux interactions B/T sur-régulent également Bcl6, et expriment lors du second jour post 
i u isatio àlesà ar ueursàdesàTàhelpersà CXCR ,àPD ,àGL àa e àl’i ter e tio àdesà ellulesà
dendritiques (Choi et al., 2011), médian alors leur migration vers le centre du follicule pour 
déclencher la formation du GC au troisième jour. Le quatrième jour, les lymphocytes B 
sélectionnés pour former le centre germinatif migrent vers le centre du follicule (Gatto et al., 
2009; Pereira et al., 2009) avec les lymphocytes T ayant acquis les caractéristiques des TFH. Les 
cellules B se divisent rapidement durant les jours 5 et 6 et peuplent la niche de FDCs au centre 
du follicule, repoussant alors les cellules IgM+IgD+ qui vont former un manteau autours du 
GC.àLeàGCà aà o ti uerà à roitreàjus u’ à aturatio àauàsepti eàjouràpuisà aà treàpolaris àe à
deux microenvironnements : la zone sombre et la zone claire. La zone sombre est composée 
d’u eàforteàde sit àdeà ellulesàBàe àdi isio ,àetàlaàzo eà laireàestà o pos eàdeà ellulesàB,àdeà
cellules TFH, de cellules dendritiques et de macrophages (De Silva and Klein, 2015). 
 

7.1.1 Facteu s ol ulai es p i ipau  i pli u s da s l’i itialisatio  du GC 

7.1.1.1. Bcl6 

La protéine Bcl6 doit impérativement être exprimée par les lymphocytes B pour entrer 
dans le GC (Kitano et al., 2011).àLesà ellulesà ’expri a tàpasàB l àso tà gale e tài apa lesà
de down-réguler EBI2 pour permettre la migration des cellules B candidates au GC (Gatto et 
al., 2009; Pereira et al., 2009). Bcl6 permet en outre la sur-régulation de CXCR4, récepteur 
exprimé dans la zone zombre du GC (Allen et al., 2004; Caron et al., 2009), et la down-
régulation de S1PR1 (récepteur de type 1 de la sphingosine-1-phosphate àdo tàl’expressio à
est normalement minimale au sein du GC (Green et al., 2011). Bcl6 contrôle donc le 
programme de transcription qui permet aux cellules de migrer au centre du follicule. 
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7.1.1.2. MEF2B 

Tout comme Bcl6, MEF2B est fortement transcrit dans les cellules B du GC et active 
directement la transcription du Bcl6 (Ying et al., 2013).à L’expressio à deà MEF à pr deà
légèrement celle de Bcl6 da sà lesà ellulesàBàpr urseursàduàGC,àse la tà i di uerà u’ilàestà
respo sa leàdeàl’i du tio àdeàl’expressio àdeàB l à(Ying et al., 2013). 
 

7.1.1.3. IRF4 

Il a été montré qu’IRF àr guleàlaàdiff re tiatio àdesà ellulesàTàe àTFH, et son absence 
dans les lymphocytes B empêche la formation de GC suite à une immunisation (Bollig et al., 
2012).àE àd utàdeàGC,àIRF ài duiraitàl’expressio àdeàB l àetàd’ái daà(Ochiai et al., 2013). 
 

7.1.1.4. MYC 

Dans les cellules, MYC supporte une robuste prolifération cellulaire en régulant 
plusieurs mécanismes dont la progression du cycle cellulaire, le métabolisme et la 
maintenance des télomères  (Dang, 2012). Lors du quatrième jour post immunisation, les 
blastes du très jeune GC sont MYC+Bcl6+ (Calado et al., 2012) d o tra tà l’i pli atio àdeà
MYC lors de la formation du GC. Ces cellules transcrivent en plus de la cycline D3 (comme les 
cellules MYC-BCL6+) la cycline D2 (Calado et al., 2012), cycline D spécifique de la zone sombre 
du GC, et mettent en place dans un premier temps un programme de prolifération dépendant 
de la cycline D2 avant de passer au programme classique de prolifération dépendant de la 

li eàD3.àápr sàl’ ta lisse e tàduàGCàlorsàduà uatri eàjour,àMYCà ’estàplusàexpri àparà
lesàl pho tesàBàjus u’auàsepti eàjouràoùàilàestàdeà ou eauàexpri àparà ertai esà ellules 
B de la zone claire (De Silva and Klein, 2015). 
 

7.1.1.5. MCL1 

Il a récemment été montré que la protéine anti-apoptotique MCL1 est le principal 
régulateur de la survie des cellules B lors de la formation du GC (Vikstrom et al., 2010), et ce 
pe da tàtouteàlaàphaseàd’i itialisatio . 
 

7.2. Dynamique du centre germinatif 

Les lymphocytes B de la zone sombre du GC prolifèrent rapidement et mutent leurs 
g esà d’i u oglo uli esà afi à deà di ersifierà leursà i u oglo uli es.à “eà retrou e tà do à
dans le GC (figure 9) des cellules avec un spectre très large quant à l’affi it àdeàleuràBCRàpourà
l’a tig eàrespo sa leàdeàlaàr po seài u itaire.àE à uitta tàlaàzo eàso reàpouràlaàzo eà
laire,àlesà ellulesàBàdo tàleàBCRàposs deàu eàforteàaffi it àpouràl’a tig eàso tàs le tio esà

positivement et renvoyées dans la zone sombre pour une nouvelle étape de prolifération et 
de mutation. Ce processus permet de sélectionner et de générer des plasmocytes et des 
ellulesàBà oiresàtr sàaffi esàpouràl’a tig eà(De Silva and Klein, 2015). 
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7.2.1 Déplacements au sein du GC 

Les deux zones du GC sont organisées pour exprimer des récepteurs de chémokines et 
desà ar ueursà d’a ti atio sà diff re ts.à ái si,à CXCR à està expri à da sà laà zo eà so reà età
CXCR5 est exprimé dans la zone claire (Allen et al., 2004). Siàl’on se réfère uniquement à CXCR4 
età auxà ar ueursà deà l’activation, les cellules B peuvent être identifiées de la sorte : 
CXCR4hiCD83lowCD86low pour les lymphocytes B de la zone sombre, et CXCR4lowCD83hiCD86hi 
pour les lymphocytes B de la zone claire (De Silva and Klein, 2015).àLeàjeuàd’expressio àdeà esà
marqueurs permet le passage des lymphocytes B entre les deux zones du GC. Il semblerait que 
lesà ariatio sà d’expressio sà deà esà ar ueursà eà soie tà pasà duesà à desà ausesà
environnementales mais plutôt à un mécanisme chronométré intrinsèque à la cellule. La 
polarisation du GC est également cruciale pour que ce dernier puisse fonctionner de manière 
opti ale.à E à l’a se eà deà polarisatio ,à u eà s le tio à pr atur eà età i appropri eà desà
lymphocytes B peut avoir lieu (De Silva and Klein, 2015). 
 

7.3. Rôle des TFH dans la sélection des lymphocytes B de haute affinité. 

La sélection dans la zone claire du GC et promue  par les cellules TFH (Victora et al., 
2010). Les l pho tesàBà apture tàl’a tig eà iaàleàBCRàetàleàpr se te tàauàCMHàdeà ellulesà
TFH.àPlusàl’affi it àduàBCRàest forte, plus les antigènes capturés sont nombreux ce qui forme à 
la surface de la cellule B une forte densité de complexe CMH/peptide (Victora et al., 2010). 
Les lymphocytes TFH forment des contacts plus larges et plus longs avec ces cellules B (Shulman 
et al., 2014), leurs apportant une aide plus importante. Cette interaction T/B est passagère, 
ce qui permet à la cellule TFH de tester continuellement les lymphocytes B de la zone claire et 
deàs le tio erà euxàa a tàlaàplusàforteàaffi it àpossi leàpouràl’a tigène. 
Il a également été montré que la transduction du signal BCR dans les lymphocytes B du GC, 
u’elleàsoitàspo ta eàouài duiteàparàlaàliaiso àa e àl’a tig e,àetài hi eà(Khalil et al., 2012). 

ái si,à leàBCRà ’auraitàpouràrôleà ueà laà aptureàetà l’i ter alisatio àdeà l’a tig eàda sà eà asà
précis. Plus la capacité de capture du BCR est forte et plus la elluleàBàreçoitàdeàl’aideàdeàlaàpartà
des TFH.àLesà ellulesà uiàreçoi e tàleàplusàd’aideàso tàprogra esàpouràseàdi iseràe oreàplusà
de fois en réentrant dans la zone sombre (Gitlin et al., 2014), et donc à relancer le processus 
d’h per utatio àso ati ueà d ritàda sàu eàautreàpartieàdeà etteàth se àetàa roîtreàe oreà
plusà l’affi it à duà BCRà pourà l’a tig e.à Lesà l pho tesà Bà duàGCà a e à laà plusà forte affinité 
répètent plusieurs fois ce cycle et finissent par dominer la population B du GC (figure 9). 
Le contact entre les cellules B du GC et les TFH induit chez les lymphocytes TFH une 
aug e tatio àdeàlaà oieàdeàsig alisatio àduà al iu àai sià u’u eà o-expressio àd’IL àetàd’IL à
(Shulman et al., 2014). Le ligand ICOSL exprimé par les cellules B promeut le duo passionnel 
mais transitoire avec les cellules T exprimant le récepteur de surface ICOS, et stimule 
l’expressio àdeàCD LàsuràlesàTFH qui stimule en retour les lymphocytes B de façon dépendante 
au CD40 (Liu et al., 2015).àCetteàsti ulatio àparàleàCD ài duità l’expressio àd’ICO“Là hezàlaà
cellule B du duo, bouclant ainsi la boucle. 
 

7.3.1 Autres facteurs permettant la sélection des lymphocytes B de haute affinité 

Une autre façon de sélectionner les lymphocytes B dans le GC peut se faire en limitant 
l’a sàauxàa tig esàpr se t sàparàlesàFDCà(Zhang et al., 2013). Les antigènes sont masqués 
par les immunoglobulines sécrétées par les plasmocytes générés au début de la réponse 
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i u e,àetàseulesà lesà ellulesàBàa e àu àBCRàplusàaffi àpourà l’a tigène peuvent rentrer en 
o p titio àpouràlaà aptureàdeàl’a tig e.àL’i u oglo uli eàs r t eà ta tàdeàplusàe àplusà
sp ifi ueàpouràl’a tig eàauà oursàduàte ps,àlaàs le tio àdesàl pho tesàBàestàdeàplusàe à
plus drastique. Ces immunoglobulines peuvent également infiltrer les GC voisins, établissant 
alorsàu eà o u i atio àdo tàleà utàestàdeàpro ou oiràlaàprodu tio àd’i u oglo uli esà
avec la plus forte affinité possible (De Silva and Klein, 2015). 
Avec le processus aléatoire de la SHM, des clones de cellules B au BCR auto réactif peuvent 
oiràleàjour.àCesà ellulesàso tà li i esà ua dàl’auto-antigène est exprimé de façon ubiquitaire 
paràlesà ellulesàdeàl’e iro e e tàduàGCà aisàpeu e tà treàs le tio esàsiàl’auto-antigène 
estàrareàouàsp ifi ueàd’u àautreàtissuà(Chan et al., 2012). 
 

 
Figure 9 : Représentation de la dynamique des cellules au sein du centre germinatif et de la 

sélection des lymphocytes B de haute affinité. Les cellules B de la zone sombre prolifèrent et 
subissent le processus de SHM qui introduit des mutations dans la région V(D)J de 
l’i u oglo uli eà poi tàrouge .àLesà l pho tesàBà igre tàe suiteàda sàlaàzo eà laireàoùà
leurà ou eauà BCRà està isà à l’ preu eà parà lesà ellulesà TFH et les cellules dendritiques. Les 
cellules sélectionnées négativement sont éliminées par apoptose et celles qui sont 
sélectionnées positivement retournent proliférer et muter dans la zone sombre. La CSR 
pourrait avoir lieu entre la sélection positive et le retour dans la zone sombre. Ce phénomène 
de recirculation, mutation et sélection permet la génération de cellules B mémoires et de 
plasmocytes de haute affinité (De Silva and Klein, 2015). 
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7.4. Maintenance du centre germinatif 

“iàMYCà ’estàexpri à or ale e tà u’e àd utàetàfi àdeàlaàphaseàd’i itialisatio àduà
GC,àilàaà t à o tr à u’u eàpetiteàsous-catégorie de lymphocytes B dans la zone claire du GC, 
séparée dans les zones sombre et claire au septième jour post immunisation, expriment MYC 
(De Silva and Klein, 2015; Dominguez-Sola et al., 2012). Cette expression coïncide au moment 
où les cellules B de haute affinité sont sélectionnées. Ces cellules MYC+ ont un phénotype 
activé, avancent plus rapidement dans le cycle cellulaire et ont plus de mutations accroissant 
l’affi it àdeàleuràBCRà ueàlesà ellulesàMYC- (Dominguez-Sola et al., 2012). Cette expression de 
MYC par les lymphocytes B de la zone claire est induite par les cellules T qui sélectionnent les 
cellules B de forte affinité (figure 10). 
De la même façon que pour MYC, NF- Bàestàr pri àda sàlesàl pho tesàBà uiàseàdi ise tà
fortement dans la zone sombre du GC, mais est retrouvé activé dans certaines populations B 
de la zone claire du GC (Basso et al., 2004). De plus, la signature NF- Bàestàaussiàpr se teàda sà
lesàpopulatio sàMYC+àetàl’i a ti atio àd’auà oi sàl’u àdesàdeuxà o duità àlaàd solidarisatio à
du GC (Dominguez-Sola et al., 2012; Heise et al., 2014). 
E fi ,à d’autresà fa teursà telsà ueà CD ,à EBF à età “PIBà se le tà jouerà u à rôleà da sà laà
maintenance du GC (De Silva and Klein, 2015). 
 

 
Figure 10 : Maintenance du centre germinatif. BCL6 est indispensable pour la mise en place 
duà progra eà d’expressio à desà g esà asso i sà à laà zo eà so reà età per ettreà à laà “HMà
d’a oiràlieu.àMYCàetàRELàso tàre uisàpouràlaàre ir ulatio àdesà ellulesàBàe treàlaàzo eàso reà
et la zone claire et pour la maintenance du GC. IRF4 est associé à la down régulation du 
progra eàasso i à àlaàzo eàso re.à“’ilà ’estàpasà essaireà àlaà ai te a eàduàGC,àilàl’està
pour la CSR et la production de plasmocytes sortant du GC. BLIMP1 est aussi nécessaire pour 
la différentiation plasmocytaire (De Silva and Klein, 2015). 
 

7.5. Régulation du phénotype des cellules B de la zone sombre 

Le phénotype de la zone sombre est régulé par plusieurs acteurs : une régulation 
épigénétique, une régulation médiée par Bcl6, une régulation médiée par des micro-ARN et 
une régulation médiée par la transcription. 
Les complexes répresseurs PRC1 et PRC2 sont des régulateurs épigénétiques qui modulent la 
répression génique. La composante catalytiqueàdeàPRC àestàl’a ti ateuràd’E)H ,àu eàhisto eà
méthyltransférase responsable de la marque H3K27me3, corrélée avec une chromatine 
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fer e.àL’expressio àd’E)H àestà i duiteàda sà lesà l pho tesàBàduàGCàetàu àhautà tauxàestà
ai te uà jus u’ à laà sortieà duà GCà (Velichutina et al., 2010). De plus, EZH2 contribue à la 

formation de domaines chromatiniens bivalents (Bernstein et al., 2006), ce qui convient 
parfaitement à la dynamique du GC où des changements de décision rapides sont à faire. 
Bcl6 recrute plusieurs facteurs de transcription répresseurs sur certains de ses gènes cibles. 
Cet effet est contre balancé par les complexe p300, aboutissant à une balance équilibrée 
pou a tà as uleràrapide e tàd’u à ôt à o eàdeàl’autreàe àfo tio àdeàl’a ancement de la 
cellule B dans le GC (De Silva and Klein, 2015). 
Le micro-ARN miR-155 a été identifié comme participant durant la réaction du GC : les souris 
déficientes pour ce micro-ARN ne peuvent former de GC et ne montrent pas de maturation 
deàl’affi it àdesài u oglo uli esà(Thai et al., 2007; Vigorito et al., 2007). La transcription de 
miR-155 par les lymphocytes B du GC est réprimée par Bcl6 (Basso et al., 2012) et est activée 
par une stimulation via le CD40 ou le BCR in vitro. Le miR-125b, exprimé très fortement dans 
les cellules B en division de la zone sombre du GC, pourrait directement inhiber la 
diff re tiatio àe àplas a lasteàe àdo àr gula tàl’expressio àdeàBLIMP àetàd’IRF à(Gururajan 
et al., 2010).àLaàd ou erteàd’autresà i ro-ARN pouvant intervenir dans le développement 
des lymphocytes B du GC souligne leur rôle de régulateur post-transcriptionnel. 
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 Chapit e II : Re odelage des g es d’Ig pa  l’A tivatio  i du ed 
deaminase (AID) 

 
Nousàa o sà uàda sàl’i trodu tio àg raleà ueàleàlo usàIgHà uri ààd’u àl pho teàBà

estàorga is àdeàl’exo àVDJàsui itàparàlesàg esà o sta tsà leàtoutàda sàl’ordreàsui a t :à ’-VDJ-
µ- - 3- - - a- -α-3’ à ai sià ueà de différents élément activateurs Eµ,à 3’RR .à Da sà laà
configuration initiale du locus, la transcription initiée par le promoteur VH va permettre 
l’expressio à d’u eà haî eà IgHà VDJ-µ ou VDJ- à iaà u à pissageà alter atif.à “a sà sti ulatio à
antigénique, les lymphocytes B vont exprimer exclusivement des IgM et des IgD, qui plus est 
membranaires (Alt et al., 1980)(Rogers et al., 1980). Ces immunoglobulines de surface forment 
alorsàleàBCRàpouràlaàre o aissa eàdeàl’a tig e. 
 

1. AID 

Après la reconnaissance de son antigène cible, le lymphocyte B va remanier les gènes 
oda tà pourà lesà i u oglo uli esà deà faço à à aug e terà l’affi it à desà i u oglo uli esà
o treà l’a tig e,à età à ha gerà laà lasseà desà i u oglu uli esà e à fo tio à duà t peà
d’agresseur.à Lesà deuxà ph o esà à l’origi eà deà esà re a ie e tsà so tà l’h per utatio à
so ati ueà “HM àetàlaàre o i aiso àdeà lasseà CR“ .àM eàs’ilàaà t ài itiale e tàpe s à ueà
lesà a is esà respo sa leàdesà assuresàdeà leà l’áDNà assureà si pleà ri àpourà la SHM et 
double brin pour la CSR) étaient distinct (Weill and Reynaud, 1996),àilàs’estàa r à u’une seule 
e z e,àl’a ti atio -induced cytidine deaminase (AID), était responsable de la SHM et de la 
CSR (Muramatsu et al., 2000). 
 

1.1. St u tu e d’AID 

L’e z eàáIDàe àelle-même est une petite protéine de 26kDa avec 198 résidus (figure 
11).àLaàpartieà e traleàd’áIDàestà o pos eàd’u àdo ai eà atal ti ueàd sa i a tàlesà tidi esà
ai sià ueàd’u àli kerà(Ta et al., 2003). Dans le but de déterminer la localisation des fonctions 
effe tri esàd’áID,àdiff re tsà uta tsàdeàlaàprot i eào tà t à tudi s.àáàl’aideàdeà uta tsàd’áIDà
dans la partie N-terminale (Shinkura et al., 2004), il a été montré que ces mutants ne 
permettaient pas ni une SHM ni une CSR normale, mais avec une atteinte de la SHM beaucoup 
plusàs reà ueàdeàlaàC“R.àLeà a is eàparàle uelàáIDàpro o ueàdesàl sio sàdeàl’áDNàda sà
les régions V et les régions SWITCH est donc le même et la fonction de clivage est située dans 
la partie N-ter i aleàdeàlaà ol ule.àL’analyse de mutants sur la partie C-ter i aleàd’áIDàaà
o tr àu eài apa it àdeàl’e z eà ài duireàlaàC“R,àsa sà odifieràsaà apa it à ài duireàlaà“HMà

(Ta et al., 2003),àa plifia tà eàparfoisàlaà apa it à ài duireàdesà assuresàdeàl’áDNà(Doi et 
al., 2009). AID a donc deux rôles distincts :à a ài duireàdesà assuresàdeàl’áDNàda sàlesàr gio sà
V et S du locus IgH via son domaine N-terminal et (b) induire la recombinaison de classe en 
rapprochant les régions candidates à la ligature, via son domaine C-terminal.  
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Figure 11 : St u tu e g ale et fo tio s asso i es d’AID.àLaàpartieàN-ter i aleàestàporteuseà
deà l’a ti it à atal ti ueà d’áIDà età deà laà fo tio à deà d a i atio .à Laà partieà C-ter i aleà està
porteuseà duà do ai eà deà t peà áPOBECà età està i dispe sa leà à laà C“R.à áIDà peutà treà
phosphor l eà e à uatreà poi ts,à troisà da sà laà partieàN-ter i aleà do tà deuxà da sà laà zo eà à
a ti it à atal ti ue,àetàu àda sàlaàr gio àC-ter i ale. 
 

Malgr àsesàa ti it sàdeà oupure-ligatureàdeàl’áDN,àa a tàlieuàu i ue e tàda sàleà o auà
deàlaà ellule,àáIDàestàpr f re tielle e tàlo alis eàda sàleà toplas e.àLaà o ilit àd’áIDàestàdueà
auxàsig auxàdeà lo alisatio à ellulaireà otifàNL“ àetàd’exportà ellulaireà otifàNE“ à lo alis sà
respe ti e e tàauxàextr it sàNàetàCàter i alesà(Ito et al., 2004; McBride et al., 2004).àIlàestà
gale e tàpossi leà ueà laà r gio àN-ter i aleà touteàe ti reà joueàu à rôleàda sà leà tra sportà

d’áIDà ersàleà o au. 
 

1.2. Protéines interagissant avec AID 

áIDàaàdesài tera tio sàa e àdeà o reusesàautresàprot i es,à uiàpeu e tà treàdi is esà
e àdiff re tsàgroupes :à àlesàprot i esàasso i esà àlaà aptureàdeàl’áDNàetà àlaàtra s riptio ,à

à lesàprot i esà asso i esà a e à laà tra sfor atio àetà l’ pissageàdesàáRNs,à 3 à lesàprot i esà
asso i esàauàtra sportà i tra ellulaire,à à lesàprot i esàsta ilisatri esàetà à lesàprot i esàdeà
r paratio àdeàl’áDN. 
 

à áIDà i teragità a e à l’áRNà pol raseà IIà (Nambu et al., 2003).à Desà o-i u o-
pr ipitatio sàa e àáIDào tàper isàl’ide tifi atio àdeàfa teursàd’ lo gatio àdeàlaàtra s riptio à
telsà ueà“PT ,à“PT ,àTRIM /KáP ,àlesà o plexesàPáFàetàFáCTà(Jeevan-Raj et al., 2011; Okazaki 
et al., 2011; Pavri et al., 2010; Willmann et al., 2012).àLaàpartieàN-ter i aleàd’áIDài teragiraità
a e à“PT ,àetà laàpartieàC-ter i aleàa e àTRIM .àDeuxàautresàprot i esà lia tà l’áDNào tà t à
rapport esà o eà i teragissa tàa e àáID :àRPA et PKA (Basu et al., 2005; Chaudhuri et al., 
2004). 
 

(2) Via sa partie NLS, AID interagit avec CTNNBL1 (Conticello et al., 2008). Le facteur de 
splice PTBP2 a aussi été identifié comme interagissant avec AID (Nowak et al., 2011), tout 
comme le complexe exosome-áRNà s’asso ieà a e à áIDà (Basu et al., 2011).à D’autresà tudesà
utilisa tàdeàl’i u o-pr ipitatio àouàd’autresà thodesào tàisol àdesàprot i esàasso i esà à
l’ pissageà età à laà tra sfor atio à desà áRNs,à do tà RNáPII,à TFIID,à s RNP ,à s RNP ,à PRP ,à
PRP9,DDX3X, DDX1, DDX15, Nucleolin, et SMN (Alt et al., 2015). 
 

(3) AID interagit avec les importines α/β,àpro a le e tài pli u esàda sàleàtra sportà
d’áIDà ersàleà o auàvia le motif NLS. L’exporti eàCRM àre o aità ua tà àelleàleà otifàNE“à(Doi 
et al., 2009; Ito et al., 2004).àLeàfa teuràd’ lo gatio àdeàlaàtradu tio àeEF áàestài pli u àda sà
laà r te tio à toplas i ueàd’áIDà (Häsler et al., 2011) en interagissant directement avec la 
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partie C-ter i aleà d’áID.à CTNNBL à età GáNPà i flue eà gale e tà laà lo alisatio à ellulaireà
d’áID.àE àeffet,àlaàsurexpressio àdeàGáNPà prot i eà u l aireàduà e treàger i atif àper etàleà
passageàd’áIDàduà toplas eàda sàleà o auà(Alt et al., 2015). Il a également été montré que 
laàsuràexpressio àd’áIDàrelo alisaitàlesàprot i esàdeàlaàfa illeàTetàda sàleà toplas eà(Arioka 
et al., 2012). 
 

(4) Dans le cytoplasme, AID est associée à différentes protéines chaperonnes, HSP40, 
HSP70, HSP90, de la classe des protéines du choc thermique, ce qui la protège de la 
d gradatio .àLaàd gradatio à u l aireàd’áIDàpeutàseàfaireàvia des mécanismes dépendants et 
i d pe da tà deà l’u i uitination, en interagissant avec deux protéines de la classe des E3 
ubiquitine ligase MDM2 et RNF126 (Delker et al., 2013; MacDuff et al., 2006) ou REG- à(Cogné, 
2013; Uchimura et al., 2011). 
 

àáIDàestàaussiàasso i eà àdesàfa teursàdeàr paratio àdeàl’áDNàtelsà ueàRad ,àFEN ,à
and RRM2 (Delker et al., 2013).àLesàl sio sàdeàl’áDNài duise tàl’i tera tio àd’u eàe z eàdeà
r paratio àsuiteà àu eàex isio àdeà ase,àáPE ,àa e àu eàfor eàphosphor l eàd’áIDà(Vuong et 
al., 2013). 
 

1.3. A tivit  atal ti ue d’AID 

AID est une protéine de la large famille des APOBEC (apolipoprotein B mRNA-editing 
catalytic-component), dont le site catalytique est composé de deux résidus cystéines, un 
résidu histidine pour lier un ion Zn2+ etàd’u àr siduàd’a ideàgluta i ueàdo euràdeàproto à
durant la déamination (figure 12).àáIDà eàposs deà u’u àseulàsiteà atal ti ueà o traire e tà
auxàáPOBEC3à uiàe àposs de tàdeux àai sià u’u àdo ai eà o à ara t ris  : APOBEC. Le rôle 
d’áIDà està deà d a i erà lesà tosi esà deà l’áDNà et/ouà áRNà e à ura ile.à Elleà i leà lesà r gio sà
aria lesà desà g esà d’i u oglo uli esà da sà toutesà lesà esp esà a i alesà poss da tà desà

lymphocytes B, à savoir les poissons à cartilage, osseux, les amphibiens, les oiseaux et les 
mammifères (Conticello et al., 2005).à“aàpre i reà ide tifi atio àe à àaà t àe à ta tà ueà
prot i eàsp ifi ue e tàexpri eàda sàlesà e tresàger i atifsà(Muramatsu et al., 1999).àáu-
del àdeàso àrôleàauàsei àduàl pho teàB,àáIDàestà ai te a tà o sid r eà o eàu àa teurà
i porta tàdeàlaàd th latio àdesà tosi esà eàda sàlesà ellulesà o -diff re ti esàoùàelleà
peutà d sa i erà lesà - th là tosi esà e à th i eà età lesà -h drox th là tosi esà e à -
h drox th i esà(Cortellino et al., 2011; Popp et al., 2010). 
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Figure  : R a tio  e z ati ue op e au sei  du site atal ti ue d’AID lo s de la 
d a i atio  d’u e tosi e e  u a ile (Alt et al., 2015). 
 

áIDà aà pourà su stratà aussià ie à lesà tosi esà deà l’áDNà (Bransteitter et al., 2003; 
Chaudhuri et al., 2003) que celles des ARNs (Liang et al., 2013) en in vitro. Dans des modèles 
procaryotes tels que E. coli ouàlaàle ure,àu eàsurexpressio àd’áIDàpro o ueàdesà utatio sàda sà
un grand panel de gènes (Mayorov et al., 2005; Petersen-Mahrt et al., 2002). 
 

1.4. Régulation d’AID 

1.4.1 R gulatio  de l’e p essio  d’AID 

En condition normale, à savoir dans des tissus sains, AID est exprimée dans les 
lymphocytes B du GC et dans les régions extra-folliculaires des organes lymphoïdes 
secondaires où ont lieu la SHM et la CSR (Muramatsu et al., 2000; Muto et al., 2000). 
L’expressio àd’áIDàestà gale e tào ser eàda sàlesàBài aturesàetàlesàpro/preàBà àtr sàfai leà
taux, mais pas dans les B matures au repos (Crouch et al., 2007; Muramatsu et al., 2000; Ueda 
et al., 2007).àCetteàa ti atio àd’áIDàda sàlesàBài ature,àper etta tàu àfai leà i eauàdeà“HMà
et de CSR (Han et al., 2007; Kuraoka et al., 2009; Mao et al., 2004) jouerai peut être un rôle 
da sà laà di ersifi atio à desà i u oglo uli esà i d pe da tesà deà l’a tig eà ai sià da sà lesà
mécanismes de tolérance du soi (Kuraoka et al., 2011; Meyers et al., 2011). AID peut 
également être exprimée faiblement dans des cellules non B telles que les lymphocytes T, les 
oocytes, les cellules souches embryonnaires ou les testicules (Morgan et al., 2004; Qin et al., 
2011; Schreck et al., 2006) où elle jouerait un rôle de régulation épigénétique. 
La plupartà desà l pho esà Bà hu ai à folli ulaire,à Burkitt,à … à expri e tà áIDà de façon 
constitutive (Faili et al., 2002a; Greeve et al., 2003). AID est requise pour assurer le bon 
fonctionnement de la SHM, aussi bien sur les gènes des régions variables que sur les 
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oncogènes (Heintel et al., 2004; Pasqualucci et al., 2001, 2004; Smit et al., 2003). Dans les 
od lesàa i aux,àáIDàaffe teà l’effi a it àdeà l’h per utatio àet/ouàdeà laà tra slo atio àdesà

oncogènes (Kotani et al., 2007; Okazaki et al., 2003) età hezà l’hu ai ,à lesà l pho esà età
leucémies à AID sont associés à faible diagnostique (Heintel et al., 2004; McCarthy et al., 2003; 
Smit et al., 2003).à áIDà se leà do à i pli u à da sà l’a a e e tà deà laà tu eurà età deà saà
génotoxicité. De plus, AID a déjà été reporté présente dans des tumeurs non-lymphoïdes 
(Komori et al., 2008; Kou et al., 2007). 
Certai sà irusà so tà apa lesàd’i duireà l’expressio àd’áID.à Leà irusàd’Epstei -Barr mime une 
stimulation constante au CD40 via sa protéine latente de membrane 1 (He et al., 2003). Le 
irusàdeàl’h patiteàCài duitàl’expressio àd’áIDàda sàlesàl pho tesàBà(Machida et al., 2004) et 

il en va de même lors de la transfection du génome viral dans les hépatocytes (Endo et al., 
2007).àChezàl’Ho e,àáIDàestàexpri eàda sàdesàleu iesà àl phocytes T après que ces 
derniers se soient fait infecter par le virus T-lymphotropique humain 1 (HTLV1)(Ishikawa et al., 
2011), et chez la souris des infections par des rétrovirus tels que le virus de la leucémie murine 
á elso à i duise tà l’expressio àd’áIDàda sà lesà l pho tesàBà (Gourzi et al., 2006). Toujours 
dans les pathogènes, certaines bactéries, comme Helicobacter pylori da sà l’ pith liu à
gastrique (Matsumoto et al., 2007),àso tà apa leàd’i duireàáID.àIlà ’està epe da tàpasà ertai à
u’áIDàsoitàs st ati ue e tài duiteàparàl’age tàpathog e,àso tàexpressio àpeutà gale e tà
treàu eàr po seài dire teà àl’i fla atio àpro o u e. 

 

1.4.2 Régulation post-t adu tio elle d’AID 

AID peut être phosphorylée (par la PKC ou la PKA) en cinq points : la sérine 3, la 
thréonine 27, la sérine 38, la thréonine 140 et la tyrosine 184 (Gazumyan et al., 2011; McBride 
et al., 2008). Ces modifications post-traductionnelles, bien non totalement comprises, jouent 
u à rôleà da sà l’a ti it à d’áID.à ái si, l’ajoutà duà groupe e tà phosphateà surà laà s ri eà 3à aà
di i ueràl’a ti it àd’áIDà(Gazumyan et al., 2011). La phosphorylation de la sérine 38 et de la 
thréonineà à o tà ua tà à ellesà a roitreà l’a ti it à d’áIDà (McBride et al., 2008). La 
phosphor latio à deà laà s ri eà 3 à està suppos eà aiderà áIDà lorsà d’i tera tio à a e à d’autresà
protéines/complexes, comme par exemple pour lier RPA (Basu et al., 2005; McBride et al., 
2008). 
 

1.4.3 R gulatio  de la lo alisatio  d’AID 

AID est une protéine voyageant entre le cytoplasme et le noyau de la cellule (Ito et al., 
2004; McBride et al., 2004). Dans le cytoplasme, AID est maintenue en inertie via son domaine 
C-ter i al.àáIDàestài luseàda sàu à o plexeà>à3 àkDa,àl’e p ha tàd’attei dreàso àsu stratà
dans le noyau (Cogné, 2013).à L’ tatà deà phosphor latio à d’áIDà se leà a oirà u eà ertai eà
importa eàda sàlaàdisso iatio àduà o plexeàdeàr te tio àetàda sàleàtra sportàd’áIDà ersàleà
noyau (Häsler et al., 2011). Dans le noyau, AID interagit avec CTNNBL1, la nucléoline, la 
prot i eà hapero eà u l ophos i eàetàpro a le e tàa e àl’exoso eàd’áRNà(Cogné, 2013). 
La protéine nucléaire associée au centre germinatifà GáNP à s’asso ieà gale e tà a e àáID,à
favorisant son importation dans le noyau et le ciblage des régions V lors de la SHM (Maeda et 
al., 2010). 
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1.4.4 R gulatio  de la sta ilit  d’AID 

Dans le noyau, AID est stabilisée par des protéines chaperonnes, et tout 
particulièrement par la DnaJA1 (Orthwein et al., 2012). AID est très rapidement dégradée dans 
le noyau, et ce par deux mécanismes différents. Dans la première situation, AID est poly-
ubuiquitinylée et est ensuite dégradée par le protéasome (Aoufouchi et al., 2008; Delker et 
al., 2013).àDa sàlaàse o deàsituatio ,àáIDà ’estàpasàu ui uiti l eàet interagit avec REG- àa a tà
sa dégradation (Uchimura et al., 2011). 
 

1.5. R gulatio  d’Aicda 

Aicda, le gène codant pour AID, doit être régulé très finement pour pouvoir préserver 
l’i t grit àduàg o eàduàpote tielàg otoxi ueàd’áID.àIlàdoità ota e tà ’ treàr gul à ueà
par des promoteurs spécifiques des lymphocytes B, ces derniers étant les seuls à trouver un 
avantage à muter leur génome. 
 

1.5.1 Facteurs humoraux et facteurs de transcription 

Lorsàdeàlaàre o treàduàl pho teàBàa e àl’a tig e,àleàBCRà aài duireàl’expressio à
d’Aicda.à Leà BCRà seulà ’està epe da tàpasà suffisa tà pourà i duireà u eàprodu tio à suffisa teà
d’áIDàpouràassurer le bon déroulement de la SHM et/ou de la CSR. Il agit de façon synergique 
a e àd’autresàsti uliàtelsà ueàleàCD àouàlesàTLRs (Pone et al., 2012). La liaison entre CD40 (LB) 
et CD40L (=CD154 ; LT) va activer la voie de NF- Bàet,àe àasso iatio àa e àlesàsig auxàe o sà
par le BCR et les TLRs,àa roitreàl’expressio àd’áIDà(Bombardieri et al., 2011). Les deux voies 
de NF- B,à a o i ueàetà o - a o i ue,ài ter ie e tàda sàlaàr gulatio àd’Aicda (Pone et al., 
2012; Tran et al., 2010). Les TLRs sont des récepteurs capables de reconnaitre et lier des motifs 
moléculaires présents uniquement sur des agents microbiens (virus, bactéries, protozoaires, 
champignons) (Moresco et al., 2011). La voie de signalisation interne suite à une activation 
des TLRs (détaillée dans le chapitre I) a outià àlaàprodu tio àdeà toki esàai sià u’ àl’a ti atio à
de la voie NF- Bà a o i ueàetà o -canonique) (Moresco et al., 2011). Enfin, les cytokines 
produites par les cellules associées au lymphocyte B interviennent dans la régulation de 
l’expressio àd’áID.àái si,àleàr epteurà àl’IL à a,àe àasso iatio àa e àlaàsig alisatio àdesàTLRs 
ou du CD40, induire Aicda (Muramatsu et al., 1999).àIlàe à aàdeà eàpouràl’œstrog eà uià
induit Aicda indirectement en up-r gula tàHoxC à r epteurà àl’œstrog e,à oiràplusà as à(Mai 
et al., 2010; Pauklin et al., 2009). 
 

1.5.2 Eléments régulateurs en cis 

L’expressio à d’Aicda est régulée et modulée par quatre régions régulatrices où 
activateurs et répresseurs viennent se fixer (figure 13). 
La région 1 est constituée du promoteur et de la région directement en amont de celui-ci. Le 
promoteur seul et actif de façon constitutive (Yadav et al., 2006). Il contient les séquences 
re o uesàparàO t àet/ouàO t à ’-ATTTGAAT-3’ ,àlaàs ue eàre o ueàparàHoxC à ’-ATTT-
3’ àai sià ueàlesà otifsàdeàre o aissa eàdeàlaà oieà o -canonique de NF- Bàetàdeà“p /Sp3 
(Park et al., 2009).à “’ilà aà t à o tr à u’u à k o k-out de HoxC4 chez la souris diminue 
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l’expressio à d’áIDà (Park et al., 2009), la région 1 à elle seule ne supporte pas une forte 
i du tio àd’áID. 
La région 2 est située dans le pre ierài tro àd’Aicda. Elle contient les sites de fixation pour 
M ,àPax ,àE áàetàE f.àL’i hi itio àd’E áàparà Id àouà Id3à (Gonda et al., 2003; Sayegh et al., 
2003) ou par un anti- a reux,àl’I ati a à(Kawamata et al., 2012) r duitàl’expressio àd’áID.à
áà o trario,àlaàd l tio àdesà otifsàdeàfixatio àd’E fàetàdeà -Myb entraine une diminution de 
l’expressio à d’áIDà in vivo (Huong et al., 2013). Ils ont donc un rôle répresseur dans la 
r gulatio àd’Aicda. 
Laàr gio à3àestàlo alis eà k àe àa alàdeàl’exo à àd’Aicda hezàlaàsourisà k à hezàl’Ho e .à
Elleà o tie tàleàsiteàdeàfixatio àdeàBatf,àdo tàlaàd l tio àdi i ueàdra ati ue e tàl’expressio à
d’Aicda (Ise et al., 2011). 
La région 4 est placée 8kb en amont du site de départ de la transcription chez la souris (16kb 
hezà l’Ho e .à Elleà o tie tà les séquences de reconnaissance de Stat6, Smad et NF- B,à
prot i esàseàtrou a tà àlaàfi àdesà as adesàd’a ti atio sàsuiteà àdesàsti ulatio sàparàIL ,àTGF-
βàetàCD Làrespe ti e e tà(Alt et al., 2015). De plus, un tandem de sites de liaison C/EBP est 

essaireà àl’a ti it àa ti atri eàdeà etteàr gio à(Huong et al., 2013). 
D’autresàfa teursàdeàtra s riptio sàtelsà ueàBa h ,àB l ,àBli ps àetàIRF ào tà gale e tà t à
d ritsà o eài porta tàda sàlaàr gulatio àdeàl’expressio àd’áIDà(Basso et al., 2012; De Silva 
et al., 2012; Shaffer et al., 2002). 
 

 
Figure 13 : Représentation des éléments régulateurs en cis d’Aicda. Les sites de fixation pour 
les facteurs de transcription induits suite à des réponses dépendantes des cytokines et de la 
différentiation sont indiqués en bleu (répresseurs) et rouge (activateurs)(Alt et al., 2015). 
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1.5.3 Régulation post-transcriptionnelle 

Les micro-ARNs, ou miRs, sont de petits ARNs simple brin non codants dont le rôle est 
deàr guleràl’expressio àdesàprot i esàe àlia tàleursàáRN sàetàe àpro o ua tàleuràd gradatio .à
Plusieursà iRsà apa lesàdeà i leràl’áRN àd’áIDàsuràsaàr gio à3’UTRào tà t àide tifi s : miR155, 
miR181b, miR361 et miR93 (Borchert et al., 2011; Teng et al., 2008; de Yébenes et al., 2008). 
MiR181b est exprimée dans les cellules B au repos,àetàestàr pri àlorsàd’u eàsti ulatio àparà
duàLP“àouàdeàl’IL à(de Yébenes et al., 2008). Il a pour fonction de maîtriser les ARNms codant 
pouràáIDàsià etteàder i reà ’estàpasàre uise.àL’expressio àdeà iR àestà ua tà àelleàse la leà
à elleàd’áID : faible dans lesàl pho tesàBàauàrepos,àetàaug e teàlorsàd’u eàsti ulatio àparà
duàLP“àetàdeàl’IL à(Teng et al., 2008). Son expression tout comme celle du miR361 est réprimée 
par Bcl6, ce qui contribue à induireàl’expressio àd’áIDàda sàlesàBàduà e treàger i atifà(Basso 
et al., 2012). 
 

1.6. Expression a e a te d’AID 

1.6.1 Dans les lignées myéloïdes 

Depuis près de 30 ans, des études sur la cancérisation des lymphocytes B ont identifié 
desà tra slo atio sà d’o og esà c-MYC, c-MAF, CYCLIN D1,à … à auà i eauà desà poi tsà deà
assuresàdeàl’áDNàsitu sàsuràlesàlo iàdes immunoglobulines (Cogné, 2013). Dans un lymphocyte 
Bàsai ,àáIDà ’estàexpri eà ueàlorsàdeàl’entrée de la cellule dans le GC. Cependant certains 
pathog esàpeu e tàfor erà l’expressio àd’áIDàe àdehorsàdesàGCà (Pérez-Durán et al., 2007). 
C’estàleà asàduà irusàd’Epstei -Barr (EBV), appartenant à la famille des Herpes viridae et associé 
au lymphome de Burkitt. Lesà ellulesà i fe t esà parà l’EBV expriment fortement AID et 
accumulent les mutations sur des proto-oncogènes comme Bcl6 et p53, impliqués dans le 
développement de lymphomes (Epeldegui et al., 2007).àLeà irusàestàdo à apa leàd’i duireà
des modifications génétiques menant à la cancérisation de la cellule hôte par la dérégulation 
d’áID. 
“iàEBVàestà apa leàdeàd r guleràetàaug e teràl’expressio àd’áIDà hezàlesàl pho tesàB,àlesà
l pho tesàTài fe t sàparàHTLV àproduise tàplusàd’áIDà ueàlesàTàsai sà(Ishikawa et al., 2011). 
Cetteàd r gulatio àd’áIDà seà faitàparàu eà sti ulatio àdeà laà oieà a o i ueàdeàNF- B,àetà lesà
mutations induites par AID participent à la tumorogénèse : les modèles murins où AID est 
constitutivement active développent des lymphomes T avec de nombreuses mutations dans 
des gènes autres que ceux des immunoglobulines tels que c-MYC ou les loci du TCR (Morisawa 
et al., 2008; Okazaki et al., 2003). 
 

1.6.2 Dans les lignées épithéliales 

Dans le carcinome hépatocellulaire (HCC), souvent associé aux virus des hépatites B 
(HBC) et C (HCV), une inflammation persistante joue un rôle critique dans la cancérisation des 
hépatocytes.àU eà tudeàaà o tr à u’áIDà taitàproduiteà o àseule e tàparàlesàl pho tesà
infiltrant, mais aussi par hépatocytes infecté par HCV responsables de crises hépatiques et de 
cirrhoses (Kou et al., 2007). Les hépatocytesà or auxà ’expri a tàpasàáID,à l’i fla atio à
et/ouàl’i fe tio à iraleàso tàrespo sa leàdeàl’expressio àd’áID.àLaàsur-r gulatio àd’áIDàda sàlesà
h pato tesàaàpourà o s ue eà l’a u ulatio àdeà utatio sàda sà lesàg esà o àasso i sà
aux immunoglobulines tels que p53 et c-Myc, accroissant leàris ueàd’apparitio àdeàtu eursà
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chez les cellules infectés par HCV (Kou et al., 2007).àDa sàdesàh pato tesài fe t sàparàl’HBV,à
ilàaà t à o tr à ueàl’áDNà iralàpr se tàda sàlaà apsideàdesà irio sàposs deàdesà utatio sààC/Gà
vers T/A lorsque AID est sur exprimée en association avec le cycle de réplication du virus (Liang 
et al., 2013).àIlàestàdo àpossi leà u’áIDàaitàu àrôleàdeàd fe seàa ti iraleàlorsàd’u eài fe tio à
paràl’HBV,à o eà ’estàleà asàpour les protéines de la famille des APOBEC3 avec le matériel 
génétique que HIV-1 (Zhang et al., 2003a). 
Lorsàd’u eài fe tio àdesàtissusàgastri uesàparàHelicobacter pyroli, ces derniers expriment AID 
de façon aberrante (Matsumoto et al., 2007).àDeàplus,àl’expressio àd’áIDàestàasso i eàa e àleà
degr à d’i porta eà deà laà aladie.à Cetteà surà expressio à d’áIDà a outità à l’apparitio à deà
mutations dans le gène de p53. 
Une étude a montré que dans le cancer du côlon (CAC) et les tissus enflammés de la muqueuse 
du côlon, AID était sur-exprimée (Endo et al., 2008), et cette sur-expression est très 
probablement la cause des mutations p53 lors des premiers stades du développement des 
CAC (Brentnall et al., 1994). 
 
Cesà tudesàper ette tàd’ ta liràu àlie àe treài fla atio àet/ouàu eài fe tio àetà a eràvia 
áIDà etàd’autresàprot i esàdeàlaàfa illeàdesàáPOBECà(Alt et al., 2015)) de la façon suivante : 
 
I fe tio /i fla atio à→àexpressio àd’áIDà→à a risatio . 
 

2. SHM 

Malgré la capacité du système immunitaire à reconnaitre un très grand nombre de 
motifs étrangers, via lesà r arra ge e tsà VJà surà lesà lo ià à - à età V D Jà surà leà lo usà IgH,à laà
prote tio à apport à ’està pasà suffisa teà pourà o trerà effi a e e tà lesà pathog esà et 
su sta esàtoxi ues.àE à ause,àleà a ueàd’affi it àdesài u oglo uli esàpouràleuràa tig eà
cible. La nature étant bien faite, les lymphocytes B, après leur activation et entrée dans le 
centre germinatif (GC), performent une seconde diversification de leurs immunoglobulines 
afi à d’a roitreà l’affi it à deà esà der i resà pourà leurà i leà a tig i ue.à Leà a is eà
per etta tà etteà a roisse e tà deà l’affi it à hezà lesà a if resà està l’h perà utatio à
somatique (SHM). 
 

2.1. Mécanisme général de la SHM 

Durant la SHM, des mutations dues à l’a tio àd’áIDàs’a u ule tàda sàlesàr gio sàVà
des chaines légère et lourde avec une fréquence 106 supérieure à celles observées sur des 
gènes non impliqués (figure 14).à Lesà utatio sà s’a u ule tà leà plusà da sà desà r gio sà
hypervariables (Complementarity Determining Regions = CDR), codant pour les résidus 
a i sàdire te e tàe à o ta tàa e àl’a tig e.àLeà i lageàsurà esàr gio sàestàfa ilit àparàlaà
présence de séquences reconnues par AID (Jolly et al., 1996; Zheng et al., 2005). Les mutations 
identifiées sont le plus souvent des transitions (G vers A, C vers T) que des transversions (C 
vers A ou G, G vers C ou T). Le caractère aléatoire de ces mutations a pour conséquence une 
génération de nouvelles immunoglobulines soit plus affines pouràl’a tig e,àsa sà ha ge e tà
d’affi it ,àouàe oreà oi sàaffi esà u’ellesà eàl’ taie tàa a tàlaà“HM.àIlàseàpeutà gale e tà ueà
les immunoglobulines générées ne soient pas fonctionnelles (Bemark and Neuberger, 2003; 
Zhang et al., 2001). Seules les mutations sur les allèles productifs ont une influence sur le BCR 
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et  donc sur le destin de la cellule B (Neuberger, 2008). Les lymphocytes B où la SHM a conduit 
àlaàprodu tio àd’i u oglo uli esàplusàaffi esàso tàs le tio sàda sàlaàzo eà laireàduàGCà

et entrent deà ou eauàda sàlaàzo eàso reàpouràprolif reràetàte teràd’a roitreàe oreàplusà
l’affi it àdeàleuràBCRà(De Silva and Klein, 2015). 
 

 
Figure 14 : Rep se tatio  s h ati ue de l’a tio  d’AID lo s de l’h pe utatio  
somatique. Les étoiles blanches représentent les mutations accumulées sur le gène codant 
pour le segment variable après la SHM. 
 

Même si les mutations retrouvées après la SHM sont des mutations ponctuelles, des 
délétions et des insertions ont pu être identifiées (Goossens et al., 1998). Ces insertions et 
d l tio sà so tà r f re esà sousà l’a ro eà « indel »à età so tà laà preu eà deà l’existe eà deà
cassures double brin durant la SHM. 
 

2.2. Ci lage d’AID du a t la SHM. 

AID ne pouvant cibler l’áDNàdou leà ri ,àetàl’asso iatio àe treàl’áRNàpolymérase II et 
AID ayant été démontrée (Nambu et al., 2003), la transcription de la région V à muter semble 
s’i poseràpouràper ettreàu eà o eàr alisatio àdeàlaà“HM.àCetteàid eàestà o fort eàparàleà
fait que les mutations sont rares en amont du promoteur V (Both et al., 1990; Lebecque and 
Gearhart, 1990; Rada et al., 1994). De plus, la délétion du promoteur V abroge la SHM (Fukita 
et al., 1998).àCepe da t,àlaàtra s riptio à àelleàseuleà ’estàpasàsuffisa teàpouràper ettreàleà
i lageà ex lusifà d’áIDà surà lesà r gio sà V,à etteà der i reà ta tà apa leà deà uterà des gènes 

rapporteurs lorsque u’ils sont fortement exprimés dans les cellules. Il doit donc exister des 
fa teursàrespo sa lesàdeàl’a u ulatio àdesà utatio sàsuràlesàr gio sàVà(Peled et al., 2008). 
Plusieurs hypothèses non exclusives les unes envers les autres existent pour expliquer le 
i lageà d’áIDà lorsà deà laà “HM età o er e tà l’a essi ilit à desà r gio sà V,à laà pr se eà deà

séquences en cis re ruteuses,àlaàpr se eàdeàprot i esàasso i es,àl’a a eàduà leà ellulaire. 
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2.2.1 L’a essi ilit  

Lesà ha ge e tsà pig ti uesà th latio à deà l’áDN,à odifi atio à desà histo es à
sont souvent impliqués dans la régulation de la transcription, la réparation et la réplication de 
l’áDN.àái si,à ilà aà t à o tr à ueà laà “HMà i laità pr f re tielle e t,à età eà d’un facteur 10, 
l’all leà o à th l àduàg eàIg à o par à àso àho ologueà th l à(Fraenkel et al., 2007). De 
plus, les allèles méthylés et non méthylés o tàleà eàtauxàdeàtra s riptio .àáàl’i erse,àlaà
présence de CpGà th l à ’aàau u àeffetà gatifàsuràl’a tio àd’áIDàsuràlesà tosi esàpro hesà
(Larijani et al., 2005).à Leà rôleàdeà laà th latio àdeà l’áDNàda sàdeà i lageàd’áIDàestàdo à à
éclaircir. 
Les modifications de la conformation 3D de la chromatine en modifiant les histones 
per ette tàdeàli reràouàdeà lo ueràl’a sàauxà o plexesàprot i uesàagissa tàsuràl’áDN.àIlàaà
d’ailleursà t à o tr à ueàlesàhisto esàH3àetàH àasso i esàauxàr gio sàVàdeàlaà haî eàlourdeà
sont plus acétylées que celles associées aux régions constantes (Woo et al., 2003) dans les 
cellules BL2 in vitro. Lors du traitement de ces cellules par une drogue inhibant les histones 
déacétylases (la trichostatin A = TSA) et provoquant une hyper acétylation des histones met 
e à ide eà u eà a u ulatio à deà utatio sà da sà laà r gio à o sta te.à L’a t latio à desà
histo esàaffe teàdo àleà i lageàd’áID. 
U eà autreà ar ueà a didateà da sà leà i lageà d’áIDà iaà laà odifi atio à desà histo es est 
H3K e.àH3K e,àproduiteàparàl’histo eà th laseà“et ,àpersisteàapr sàlaàter i aiso àdeàlaà
tra s riptio àetàestàu eà oireà ol ulaireàdeàl’a ti it àtra s riptio elleà(Ng et al., 2003). 
“et àestàre rut eàparàlaàsousàu it àPaf àduà o plexeàdeàl’áRNpolII,àsousàu it ài teragissa tà
également avec AID grâce à son domaine N-terminal (Willmann et al., 2012). En cas de 
réduction du taux de H3K4me, le taux de mutations des régions V associées est lui aussi réduit 
(Begum et al., 2012). De  plus, les gènes enrichis en H3K4me mais ne codant pas pour des 
immunoglobulines sont aussi ciblés par AID, confortant le rôle de ce marqueur dans le ciblage 
g ti ueàd’áID. 
Dans certains cas de modification des marques des histones, ces évènements ont lieu post-
áID.àC’està leà asàdeà laàphosphor latio àdeà laàs ri eà àdeà l’histo eà Bà H B-Ser14  H2B-
pSer14). Cette marque est présente dans les régions V des chaînes lourdes et légères, mais 
pas sur les régions constantes. Les modèles déficients pour AID ne présentant pas cette 
ar ue,àelleà eàjoueàdo àpasàdeàrôleàda sàleàre rute e tàd’áIDà(Odegard et al., 2005). 

 

2.2.2 Séquences en Cis 

Les séquences activatrices en Cis possèderaient des motifs permettant le recrutement 
d’AID, de la même façon que les facteurs de transcription sont recrutés lors de la transcription. 
Certaines études sur les chaînes légères suggèrent que ces motifs recruteurs ne seraient pas 
situ sà dire te e tà surà l’exo à oda tà pourà laà r gio à V,à aisà plutôtà surà laà s ue eà duà
promoteur et/ou des régions activatrices (Peled et al., 2008). Cependant, plusieurs 
promoteurs indépendants des immunoglobulines permettent la réalisation de la SHM 
pro oteuràdeàB ,àdeàlaàβ-globuline du poulet ou encore des promoteurs viraux (Betz et al., 

1994; Martin and Scharff, 2002; Tumas-Brundage and Manser, 1997). 
Dans le cas de la SHMàsuràlaà haî eàlourde,àplusieursàpro oteursàso tà apa lesàd’i duireàlaà
“HM.à“iàlaàd l tio àdeàl’a ti ateurài tro i ueàEµàpro o ueàu eàl g reà aisseàdeàlaà“HM,à elle-
ià ’estàpasàsig ifi ati e,à eàfaisa tàpasàdeà eàder ieràu àa teurà ajeuràda sàleà i lageàde la 

SHM (Perlot et al., 2005).àDa sàu eà tudeàsuràh rido esà apa lesàd’expri erà àfortàtauxàlaà
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haî eà lourdeà sa sà pourà auta tà poss derà l’a ti ateurà i tro i ueà (Ronai et al., 2005), les 
auteurs ont trouvé que la SHM avait lieu au même taux que dans le témoin WT lorsque Eµ et 
lesà otifsàMáRsà atrixàatta h e tàregio s àl’e adra tà taie tàa se ts,àetà àu àtauxà oi dreà
lors ueàseulàl’u àdesà l e tsà Eµ+/MáR- ou Eµ-/MAR+) est absent. La région régulatrice en 
3’àduàlo usàestàaussià tudi eàpouràso ài flue eàdura tàlaà“HM.à“iàlaàd l tio àlesà l e tsàhs3 à
etàhs à ’aàpasàd’i pa tà ajeuràsurà laà“HMà (Morvan et al., 2003),à l’a latio àtotaleàdeà etteà
région réduit la fréquence de la SHM avec seulement un effet mineur sur la transcription 
(Rouaud et al., 2013). 
En in vivo, la présence de site recruteurs pour des facteurs trans tels que E2A (E-box = 
CAGGTG), PU.1 et NF-EM5 altèrent les taux de SHM dans les régions V des chaînes légères et 
lourdes (Kodama et al., 2001; Michael et al., 2003). Ils ne semblent en revanche ne pas être 
les seuls régulateurs du i lageàdeàlaà“HMàe àraiso àdeàl’a se eàdeà otifsàper etta tàleurà
recrutement sur certains gènes des chaînes légères et lourdes. 
Laà stru tureà deà l’áDNà si pleà ri à e à elle-même peut être capable de recruter AID. Des 
expériences de crosslinking entre les  acides nucléiques et les protéines associées ont montré 
que les ADNs simple brin étaient plus présents sur les gènes supportant la SHM que sur ceux 
non ciblé par AID (Ronai et al., 2007). 
 

2.2.3 Co-facteurs 

Lors de la SHM, AID interagit avec plusieurs protéines/complexes pour cibler les 
r gio sàV.àL’áRNpolIIàfutà l’u àdesàpre iersà ofa teursà à treà ide tifi à (Nambu et al., 2003). 
RPáà iaà“3 àd’áID ,àMDM ,àPKáàetàlaàDNáàPK sà(Chaudhuri et al., 2004; MacDuff et al., 2006; 
Pasqualucci et al., 2006; Wu et al., 2005) o tà gale e tà t àide tifi sà o eàs’asso ia tàa e à
AID. Ces protéines étant ubiquitaires et intervenant dans des fonctions cellulaires générales, 
il est peu probableà u’ellesà soie tà respo sa lesà duà re rute e tà d’áIDà surà lesà g esà desà
immunoglobulines. 
Les extrémités SHM (N-terminale) et CSR (C-ter i ale àsp ifi uesàd’áIDà o tre tàlaà apa it à
de la cellule à micro- i leràl’a tio àdeàáIDàe àfo tio àdesà esoi sàe à hoisissant les facteurs 
à utiliser, adressant AID vers les régions V ou S. 
 

2.2.4 Etat du cycle cellulaire 

Leà utàdesàs st esàdeàr paratio àdeàl’áDNàestàdeàpr ser eràl’i t grit àdeàl’i for atio à
g ti ueàd’u eà ellule.àCo e tàexpli ueràalorsà ueàda sàleà asàdeàla SHM (et de la CSR) ce 
soit des systèmes error-prone qui soient préférentiellement utilisés pour « corriger » la 
d a i atio àd’áID ? 
U eà expli atio à possi leà i pli ueraità ueà l’ e e tà deà “HMà aità lieuà seule e tà lorsà deà
certaines phases du cycle cellulaire.àE àa a tàlieuàlorsàd’u eàphaseà o -réplicative, la cellule B 
pourraità s parerà lesà s st esà deà r paratio à deà l’áDNà error-free intervenant lors de la 
r pli atio àdeàl’áDNàe àphaseà“,àetàalorsàpri il gieràlesàs st esàerror-prone. Il a en effet été 
montré in vitro ueàlorsàd’u eàsti ulatio àduàBCR,àdesà utatio sàda sàlesàr gio sàVà taie tà
identifiées durant les phases G1 et G2 mais pas durant la phase de réplication S (Faili et al., 
2002b).àIlàse leraità gale e tà ueàlaàlo alisatio à ellulaireàd’áIDà ha geàe àfo tio àduà leà
cellulaire (Cattoretti et al., 2006; Yang et al., 2005) età u’ilàe àsoitàdeà eàpouràlaàlo alisatio à
sub-nucléaire des locus (Kosak et al., 2002). 
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2.3. Réparation des mutations induites par AID 

Plusieursà a is esàexiste tàpourà orrigerà leà sapparie e tàG:Uàdûà à à l’a ti it à
d’áID (figure 15). 
Laàr pli atio àdeàl’áDNà aàg reràdesàtra sitio sàCà ersàTàsuràu à ri àd’áDN,àetàGà ersàáàsurà
le brin oppos .àL’ura ilàDNáàgl os laseà UNG ,ài pli u eàda sàleà a is eàdeà aseàex isio à
repairà BER à aàretireràl’ura ileàdeàl’áDN,à r a tàai siàu àsiteàa asi ueàpou a tà treà o l à
parà ’i porteà uelleà aseà á,à T,àCàouàG .à Leà a is eàdeà l’áDNà is at hà repairà (MMR) 
permet quant à lui la sélection de mutations sur les bases A:T. 
“iàBERàetàMMRàso tà or ale e tàdesà a is esàper etta tàlaàpr ser atio àdeàl’i t grit à
du génome, ils sont error-pro eàlorsàdeàlaà“HM,à ota e tàa e àl’utilisatio àdeàpol rasesà
de faible affinité (Alt et al., 2015). 
 

 
Figure 15 : Mécanismes par lesquels la cellule corrige les mésappariements induits par AID 

et les types de mutations que ces derniers permettent. 
 

2.3.1 Base Excision Repair (BER) 

Da sàleà a is eàdeàBER,àlesà asesà ut es/alt r esàdeàl’áDNàso tà li i esàparàu eà
áDNà gl os lase.à Da sà leà asà desà sapparie e tsà dusà à áID,à ’està l’ura ilà N-glycosylase 
(UNG) qui est recrutée (Krokan et al., 2002).àLaàparti ularit àd’UNGà o sisteàe àsaà apa it à à
se lier tant sur les ADN simple brin que sur les ADN double brins. UNG est de ce fait capable 
de reconnaitre des dU, dU:dG et dU:dA (Zharkov et al., 2010).àL’ex isio àdeàl’ura ileà r àu à
site abasique, et cet état intermédiaire peut être pris en charge par des endonucléases (APEs) 
for a tàalorsàdesà assuresàsi pleà ri àdeàl’áDN.àCesà assures pourront à leur tour être prises 
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en charge par des polymérases non fidèles (BER non classique). Dans la voie courte de BER, 
l’áDNàl aseàex iseà à aseàetàda sàlaà oieàlo gueàdeàBER,àlaà ’-3’àexo u l aseàFEN àe àex iseà
plusieurs (2 à 10 bases) (Alt et al., 2015).à Laà oieà ourteà ’agità ueà surà laà tosi eà
originellement ciblée par AID. La voie longue de BER participe aux mutations A:T au même 
titre que la MMR (figure 16).  
“iàlaàraiso àduà hoixà ourte/lo gueà oieà ’estàpasà o ue,àilàse leraità ueàl’utilisatio àdeàPolβà
et/ouàPol àorie teà ersàlaà oieà ourte,àetà ueàlaàpr se eàdeàPCNáà o o-ubiquitylé sur les 
l sio sàdeàl’áDNàre ruteàlaàPolηàetàorie teà ersàlaà oieàlo gueà(Alt et al., 2015; Peled et al., 
2008).àLeàtauxàd’expressio àdesàdiff re tsàfa teursàre treraità gale e tàe àjeuàlorsàduà hoixà
error-free ou error-prone. Ainsi, la Polβ,àpol raseàdeàhaute-fidélité, est sous régulée dans 
une lignée cellulaire humaine de type centroblaste (BL2) où les évènements de SHM sont très 
présents (Poltoratsky et al., 2007). 
 

 
 

Figure 16 : Mécanisme de Base Excision Repair (BER) employé de façon « error-prone » dans 

le processus de SHM. La voie courte permet une mutation sur la seule cytosine ciblée par AID, 
la voie longue permet des mutations sur les A:T encadrant la cytosine ciblée par AID. 
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2.3.2 Mismatch Repair (MMR) 

Au sein de la cellule, le mécanisme de MMR fait intervenir plusieurs acteurs protéiques 
afin deàr pareràlesàdo agesàdeàl’áDNàai sià u’a roitreàlaàfid lit àdeàlaàr pli atio àdeàl’áDN 
(figure 17)(Iyer et al., 2006; Jiricny, 2006). Les mésapparieme tsàdeàl’áDNàso tàide tifi sàparà
les hétérodimères MSH2-M“H à Mut“α ; reconnaissance des mésappariements de 1  base de 
long) et MSH2-M“H3à Mut“β ;àre o aissa eàdesà sapparie e tsàr sulta tsàd’i sertio sà
ou de délétions). Suite à la reconnaissance des mésappariements par les hétérodimères, une 
s rieà d’ e e tsà d pe da tà d’áTPà per ette tà leà re rute e tà deà MLH à età deà PM“ ,à
o plexeàre ruta tàlesà l e tsà apa lesàdeà ouperàu àdesàdeuxà ri sàd’áDNàauà i eauàduà

mésappariement (Kadyrov et al., 2006).à“’ilàaàparàleàpass à t à o tr à ueàl’a ti it à atal ti ueà
deàl’exo u l aseà à EXO àestàrespo sa leàdeàl’ li i atio àduà sapparie e tà(Peled et al., 
2008), des données plus récentes in vivo (Schaetzlein et al., 2013) indiquent que EXO1 aurait 
un rôle structural et non catalytique durant la SHM. La place est ensuite faite aux polymérases 
à età à Polà à età Polà ,à deà haute-fidélité) qui re-s th tise tà leà outà d’áDNà li i à a a tà

l’i ter e tio àdeàl’áDNàligaseàI.àDuàfaitàdeàl’a ti ité ATPase des hétérodimères, si ces derniers 
se te tàu eàtropàforteàd gradatio àdeàl’áDNàalorsàlaà elluleàre treàe à oieàapoptoti ueà(Lin et 
al., 2004a; Yang et al., 2004). 
Lors u’ilàestàutilis àparàlesà e troblastes, ce mécanisme est court-circuité pour devenir error-
prone au niveau des mésappariements induits par AID, et est responsable de 50% des  
mutations totales ainsi que de la plupart des mutations de transversion A:T (figure 17)(Di Noia 
and Neuberger, 2007; Jungnickel, 2006). La régulation du mécanisme doit donc être très fine : 
d’u eàpartàilàestàsour eàdeà o reusesà utatio sàda sàlesàr gio sàV,àetàd’autreàpartàilàper età
leà ai tie àdeàl’i t grit àduàg o e des centroblasts ayant une haute fréquence de division. 
Ilà aà ai sià t à o tr à ueà leà o plexeà Mut“αà està respo sa leà deà laà re o aissa eà desà

sapparie e tsàg r sàparàáID,à o traire e tàauà o plexeàMut“βà uiàestàdispe sa leà
(Roa et al., 2010).àDa sàdesàl pho tesàBà uri sàoùàMLH3à pou a tàs’asso iatio àa e àPM“ à
a été inactivé, la fréquence de mutations sur les gènes des immunoglobulines est augmentée 
et le spectre de mutations est différent de celui de lymphocytes B sauvages (Li et al., 2006), 
démontrant une compétition entre MLH1 et MLH3 lors de la formation des complexes 
agissant sur les gènes des immunoglobulines. La polymérase eta (Polη) a également été 
décrite comme acteur important dans la création des mutations A:T (Delbos et al., 2007; Zeng 
et al., 2001) :àplusàau u eà utatio sàá:Tà ’estàd te ta leàda sàdesà souris double KO pour 
MSH2 et Polη.àD’autresà tudesào tàper isàlaà iseàe à idence de la coopération de Polη avec 
d’autresà pol rasesà theta,à zeta,à iota à pourà l’aiderà à r parerà l’áDNà suiteà à l’a tio à d’áIDà
(Casali et al., 2006; Faili et al., 2002a; Masuda et al., 2007; Zan et al., 2001). Le recrutement 
de ces polymérases error-prone est rendu possible grâce au PCNA (homotrimère central pour 
laàr pli atio àdeàl’áDN àlors ueà elui-ci a subi une ubiquitylation sur le résidu K164 (Garg and 
Burgers, 2005; Lehmann et al., 2007; Ulrich, 2006),à odifi atio à per etta tà d’a ti erà lesà

a is esà deà r paratio à deà l’áDN.à Laà o o-ubiquitylation de PCNA est réalisée par les 
ubiquitines ligases Rad6-Rad8. Le niveau de PCNA-Ub est ensuite ajusté via l’a tio à deà
d u i uilatio àd’U“P .àL’i tera tio àe treàPCNáàetàlesàdiff re tsàfa teursàài pli u sàda sàlaà
MMRà M“H3,àM“H ,àMLH ,àEXO ,àpol rases àetàdire te.àL’i porta eàdeàl’u i uit lation 
de PCNA a été prouvée dans les cellules DT40 modifiées du poulet (Arakawa et al., 2006; Bachl 
et al., 2006) et dans les B de souris (Langerak et al., 2007; Roa et al., 2008) :àl’i apa it àdesà
cellules à exercer cette modification est associée à une diminution de la SHM. 
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Figure 17 : Mécanisme de Mismatch Repair (MMR). Lors u’e plo àdeàfaço à« error-prone » 
dans le processus de SHM, PCNA est mono-u i uit l eàper etta tàalorsàleàre rute e tàd’u eà
polymérase de faible affinité, la Polη. 
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3. CSR 

Si les régions V des immunoglobulines sont extrêmement variables et sont de fait 
responsable de la reconnaissance des antigènes, la partie constante, elle, interagit avec les 
autres composantes du système immunitaire. Chaque région constante définie une classe 
d’i u oglo uli e,àetà ha ueà lasseàaàu e/desàfo tio s àdiff re te s . La recombinaison de 
classe (CSR) est le mécanisme par lequel le lymphocyte B va remanier son génome pour 
changer la classe de ses immunoglobulines et ainsi répondre au mieux à la source antigénique 
(figure 18). 
 

3.1. Mécanisme général de la CSR 

AID va cibler de longues régions répétitives (de 1 à 10 kb), appelée S, situées en amont 
deà ha ueàr gio à o sta teà àl’ex eptio àdeàC à uiàpartageàlaà eàr gio à“à ueàCµ .àDura tà
l’ e e tàdeàC“R,àlaàr gio à“µ,à o sid r eà à ha ueàfoisà o eàr gio àdo euse,à aàsu ir 
l’a tio àd’áID,àetàparàu à a is eàdeà oupure-ligature, va être fusionnée à une autre région 
S accepteuse plus en amont (Kataoka et al., 1980). Ces coupures peuvent avoir lieu à de 
multiples localisations sur les régions S. La région Sµ ayant subi une coupure double brin de 
l’áDNà aà treàli eà àlaàr gio à“ a a tàelleàaussià t à oup eàsousàl’a tio àd’áIDàparàdesà oiesàdeà
r paratio à deà l’áDNà ueà so tà laà lassi alà o -homologous end-joining (C-NHEJ) mais 
égalementàl’alter ati eàe d-joining (A-EJ .àCesàdeuxàs st esàdeàr paratio àdeàl’áDNàso tàdesà
voies présentes dans tous les types cellulaires. Cette coupure-ligature au niveau du locus IgH 
auraàpourà o s ue eàlaàd l tio àtotaleàetàd fi iti eàdeà l’i for atio àg étique présente 
e treàlesàdeuxàr gio sà“àsousàlaàfor eàd’u à piso eà(Matsuoka et al., 1990; von Schwedler et 
al., 1990) etàper etàauàl pho teàBàd’exprimer une nouvelle classe d’i u oglo uli e.àDeà
plus, pour uà ueà laà C“Rà ’aià pasà li à “µà a e à “ à der ierà g eà o sta t ,à deà ou eauxà
évènements de CSR pourront avoir lieu avec les régions S plus en aval. 
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Figure 18 : Mécanisme de CSR. Dans l’exe pleàpr sent, une transcription germinale permet 
àáIDàdeà i leràlesàr gio sà“µàetà“ ,àpro o ua tàu eà assureàdou leà ri àdeàl’áDN.àLaàligatureà
deà laà partieà ’à deà “µà a e à laà partieà 3’à deà “ à per età leà ha ge e tà de classe de 
l’i u oglo uli eà IgM ersà IgG .à L’épisome est quant à lui éliminé lors des divisions 
successives du lymphocyte B. 
 

3.2. Ci lage d’AID su  les gio s S 

Pouràper ettreà àáIDàd’exer eràso àa tio àdeà oupureàdeàl’áDN,à elle-ci doit dans un 
pre ieràte psàa oiràa sà àlaàse tio àd’áDNà àse tio er. Cette approche est possible grâce 
à la transcription des régions S (Yancopoulos et al., 1986).àCetteàtra s riptio àper etàd’u eà
partàd’ arteràlesào sta lesàd’áID,à o eàparàexe pleàlaà hro ati e,àetàdeà i leràu eàr gio à
S bien particulière afin de répondre au mieuxà à l’i fe tio à (Manis et al., 2002). Une autre 
preu eàdeàl’i porta eàdeàlaàtra s riptio àger i aleàda sàleà i lageàd’áIDàsuràlesàr gio sà“àestà
leàfaità ueàáIDàestàasso i eà à l’áRNàpol raseàIIàdura tà laàC“Rà (figure 19-1)(Nambu et al., 
2003), présente en plus grande quantité sur les régions S transcrites que sur les régions 
voisines (Wang et al., 2009). Cette transcription est possible grâce à un promoteur I présent 
en amont de chaque région S (figure 18).àL’unité transcrite est composée du promoteur I et 
deà laà r gio à o sta te,à laà r gio à “à te a tà pla eà d’i tro .à C’està laà tra s riptio à ger i aleà
(Gauchat et al., 1990). En cas de délétion du promoteur I, la CSR sur la région S correspondante 
ne peut plus avoir lieu (Jung et al., 1993).  
Lesà toki esà r gule tà l’a ti it à desà pro oteursà I,à età laà for eà desà pro oteursà r gule tà leà
ciblage de la CSR. Ainsi, une stimulation par du CD40/CD40L et IL4 dirigera la CSR vers IgG1 et 
IgE (Esser and Radbruch, 1989; Gauchat et al., 1990).àU eàsti ulatio àparàdeàl’IFN- àa outiraà
àlaàprodu tio àd’IgG aà(Collins and Dunnick, 1993) età àdesàIgáàlorsàd’u eàsti ulatio àparàduà
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TGF-βà(Lebman et al., 1990). Du fait de cette activation de la transcription sur une région S 
ciblée, la CSR a lieu sur les deux allèles du locus IgH (Radbruch et al., 1986). Ainsi, les cellules 
pr se tesàda sàl’e iro e e tàduàl pho teàBàlorsàdeàson activation vont pouvoir diriger 
laàC“Ràparà laàs r tio àdeà toki esàafi àd’ li i eràauà ieuxà l’a tig e.à Ilàaà gale e tà t à
o tr à ueàl’a ti it àdesàpro oteursàIà taitàa rueàsousàl’i flue eàdeàlaàr gio àr gulatri eàe à

3’duàlo usàIgH.àL’ li i atio àpartielle des éléments de cette région, à savoir hs3b et hs4, altère 
sérieusement la CSR sur toutes les régions S du locus, sans pour autant porter atteinte à la 
SHM (Pinaud et al., 2001). La délétion co pl teàdeàlaà3’RRàelleàdesàeffetsà fastesàsuràlaàC“Rà
comme sur la SHM (Rouaud et al., 2013; Vincent-Fabert et al., 2010). Il a en effet été montré 
ueàlaà3’RRài teragissaitàdeàfaço àph si ueàa e àlesàpro oteursàIà(Ju et al., 2007, 2011; Pinaud 

et al., 2011), interaction qui faciliteraitàleà i lageàd’áIDà(Blagodatski et al., 2009). 
 

áIDà a a tà u eà a tio à deà d a i atio à deà l’áDNà u i ue e tà surà lesà si plesà ri sà
(Chaudhuri et al., 2003; Pham et al., 2003), la transcription des régions S prend une nouvelle 
fois son sens. En effet, lors de la trans riptio ,à à à à pairesà deà asesà deà l’áDNà so tà
d sappareill es,àetàseulà leà ri à atri eàestào up àparà l’áRNàe à oursàdeàs th se.àLeà ri à
d’áDNà o - oda tàestàdo àli reàdeàsu iràl’a tio àd’áIDà(figure 19-2)(Nudler, 2009). De plus, 
leàpassageàdeàl’áRNàpol raseàIIàaàpourà o s ue eàlaà r atio àdeàsurenroulements négatifs 
fa ilita tàleàd roule e tàdeàl’áDNà(Liu and Wang, 1987). Les brins non-transcrits sont riches 
en G, tout comme l’áRNàg r .àLeà oupleàáRN-ADN matrice est plus stable que le ADN-ADN 
originel. Cette structure, nommée R-loop et détectée dans les régions S activement transcrites 
durant la CSR (Kao et al., 2013; Yu et al., 2003),àlaisseàleà ri à o à oda tàdeàlaàr gio à“à àl’ tatà
de simple brin sur de longues distances, pouvant être ciblé par AID (figure 19-3). 
Les régions S sont également très riches en AGCT, un motif très ciblé par AID, ce qui permet 
de recruter AID s’ilà ’estàpasàpossi leàdeà r eràdesà otifsàe àR-loop lors de la transcription de 
la région S (Zarrin et al., 2004). Ainsi, la capacité à former des R-loops accroît le ciblage par 
áIDà aisà ’estàpasà i dispe sa le.àE àeffet,à ilàaà t à o tr à ueà laàprot i eàdeàr pli atio àáà
(RPA) facilitait la déamination des séquences transcrites ne formant pas de R-loop (Chaudhuri 
et al., 2004) en accrochant AID si celle-ci est phosphorylée sur sa sérine 38 (figure 19-4). Mais 
elaà ’expli ueàtoujoursàpasà o e tàáIDàfaitàpouràdésaminer le brin matrice, celui-ci étant 
o up àparàl’áRNàe à oursàdeàs th se.àC’estài ià ueàre treàe àjeuàl’exoso eàd’áRN.àLeà odelà
présenté est le suivant :àu eàfoisà ueàl’exoso eàd’áRNàli reàlaàpla eàsuràleà ri à atri eàparà
l’ex lusio àouàlaàdestru tio àdeàl’áRNà aissa t,àRPáàlieàetàsta iliseàleàsi pleà ri àd’áDNàtoutà
e àre ruta tàáIDàpouràper ettreàlaàd sa i atio àdeàl’áDNà(Basu et al., 2011). 
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Figure 9 : Ci lage d’AID su  les gio s S g â e à la t a s iptio . Le brin non codant est 
représenté en vert, le brin codant en rouge. Dans le cas 1), AID accède au brin non codant 
grâce à la bulle de transcription. Dans le cas 2), AID accède au brin non codant grâce aux sur-
e roule e tsà gatifsàg r sàapr sàleàpassageàdeàl’áRNàpol raseàII.àDa sàleà asà3 ,àáIDà
a deà àl’áDNàgr eàauà otifàdeàR-loop. Dansàleà asà ,àáIDàa deà àl’áDNàgr eà àl’a tio àdeà
RPáàetàdeàl’exoso eà àáRN. 
 

3.3. Création des cassures double brin 

ápr sà l’i itiatio à duà pro essusà deà C“Rà parà áID,à lesà sapparie e tsà dU:dGà so tà
re o usàparàdeuxà a is esàdeàr paratio àdeàl’áDNà uàpr de e tàda sàleà asàdeàlaà
SHM : BER et MMR (Stavnezer et al., 2008).àCesàdeuxà a is esàper ette tàl’ li i atio à
desà sapparie e tsàetàlaà r atio àdeàl sio sàsi pleà ri àdeàl’áDN.àLesàexo u l asesà ’3’à
età3’ ’àexploite tà esàl sio sàetàrog e tàl’áDNàjus u’ àlaàl sio àsui a te,à r a tàalorsàdesà
cassures double ri àdeàl’áDNàprisesàe à hargeàparàlesà a is esàdeàr paratio àdeàl’áDNà
(figure 20). 
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Figure 20 : Représentation schématique de la fo atio  des assu es dou le i  de l’ADN 
lors de la CSR. Les mésappariements générés par AID sont éliminés, provoquant des cassures 
si pleà ri àdeàl’áDN.àDesàexo u l asesà3’ ’àetà ’3’àd grade tàl’áDNàd’u eà assureàsi pleà
ri à àl’autre,àpro o ua tàdesà assuresàdou leà ri àdeàl’áDN.àCesà assuresàdou leà ri àso tà

ensuite prises en charge par des mécanismes de réparation deàl’áDNàadapt s. 
 

3.4. Ligature des régions S 

Pour que le lymphocyte B réarrange de façon productive le locus IgH durant la CSR, il 
faut que la région Sµ ciblée par AID soit reliée à une région S également ciblée par AID située 
plus en aval sur le locus (figure 21).àCepe da t,àlors u’áIDà i leàu eàr gio à“,àilàe àr sulteàdeà
o reusesà assuresàdeàl’áDN,àetàlaàligatureàeffe tu eàpeutàalorsàa oiràlieuàauàsei àdeàlaà eà

région S. Deux cas sont alors envisageables. Le premier consiste en la ligature sur la même 
coupureàdeà l’áDNàetà leà se o dàe à laà ligatureàdeàdeuxà oupuresàdiff re tesà surà laà r gio à “à
formant alors une délétion interne (ISD) (Dudley et al., 2002). Les évènements de CSR 
productifs doivent donc être capables de rentrer en compétition avec ces évènements de re-
ligatureàetàd’I“D.àLesàdeuxàr gio sà“àdoi e tà treàrappro h esàph si ue e tàpouràfor eràu eà
s apse,àpuisàsu iràl’a tio àd’áIDàauà eà o e tàafi àd’ treàli esàe se leà(Wuerffel et 
al., 2007). 
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Figure 21 : Représentation schématique des différentes ligatures de régions S possibles. La 
ligature 1 ne provoque aucun changement et la ligature 2 abouti à un raccourcissement de la 
r gio à“µ.àLaàligatureà3àper etàleà ha ge e tàdeà lasseàdeàl’i u oglo uli e. 
 

3.4.1 Classical NonHomologous End-Joining (c-NHEJ) 

La première voie ide tifi eàpourà laà r paratio àdesà assuresàdeà l’áDNàauà i eauàdesà
régions S est celle de la Classical NonHomologous End-Joining (C-NHEJ)(figure 22). En effet, les 
jonctions identifiées présentent peu ou pas de micro-homologies, ce qui est caractéristique 
des produits de la C-NHEJ (Lieber, 2010). Durant la phase G1 du cycle cellulaire, les sous-unités 
Ku àetàKu àsousàfor eàdi ri ueàide tifie tàlesà oupuresàdou leà ri sàdeàl’áDNàetàre rute tà
la DNA-PK s,à for a tà ai sià u eà s apseà e treà lesà ri sà d’áDNà à ligaturer.à Leà re rute e tà
d’árte is,àphospor l àa e  la DNA-PKcs, formant un complexe avec XLF (XRCC4-like complex), 
XRCC4 (X-ray-repair cross- o ple e ti gà protei à à età l’áDNà liguaseà IVà Lig à per età laà
ligatureàdesàextr it sàd’áDNà(Downs et al., 2007).àáfi àd’a oiràu eàC-NHEJ plus efficace, les 
assuresà dou leà ri sà deà l’ADN formées lors de la CSR vont activer une sérine/thréonine 

protéine kinase appartenant à la super famille des PI3K :  ATM (Shiloh, 2003). ATM 
phosphor leà u à gra dà o reà d’effe teursà prot i uesà per etta tà ai sià l’arr tà duà leà
cellulaire (Alt et al., 2015). 
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Figure 22 : Représentation de la Classical NonHomologous End-Joining (c-NHEJ). 

 

3.4.2 Alternative End-Joining (A-EJ) 

E à asàd’a se eàdeàC-NHEJ,àlaàC“Ràs’effe tueàtoujoursà aisà à %àdeàso àtauxà or al,à
indiquant par-là la présence de mécanismes alternatifs à la ligature des ADN suite à une 
cassure médiée par AID (Boboila et al., 2012; Deriano and Roth, 2013). Ces mécanismes 
alter atifsàso tàregroup sàda sàlaàd o i atio àd’álter ati eàE dJoining (A-EJ). Si de la même 
façon que pour la C-NHEJ,àl’A-EJ utilise fréquemment les micro-homologies de séquence pour 
exercer son action de ligature, ces derniers sont plus grands (Yan et al., 2007).àLeàfaità ueàl’o à
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retrouve des jonctions réalisées sur de longues micro-homologies dans des modèles capables 
de C-NHEJài di ueà ueàl’á-EJà ’estàpasà u’u às st eàdeàre pla e e t.àDeuxàá-EJ sortent du 
lot :à a àl’á-EJài d pe da tàdeàLig àetà àl’á-EJ indépendant de KU (Lieber, 2010). Dans le cas 
a ,àlaà elluleàutiliseàu eàautreàligaseàpourà o pl teràl’a tio àd’e d-joining. Dans le cas (b), il 
fautàre pla eràtoutàleàs st eàdeàd te tio àdesà assuresàdou leà ri àdeàl’áDN.àIlàaà t àproposé 
que la poly ADP-ribose polymérase 1 (PARP1) soit impliquée en tant que senseur des cassures 
d’áDN,àetà ueàd’autresàfa teursà o eàMre ,àCtIP,àLig àetàLig3àsoie tà gale e tài pli u sà
pouràlaàfor atio àduà o plexeàdeàligatureàdeàl’áDNà(Alt et al., 2015).à“iàl’o àsaità ueàlaàC-NHEJ 
seàpasseàe àphaseàG àduà leà ellulaire,à etteà uestio àestàpouràl’i sta tàsa sàr po seàda sà
le cas de l’á-EJ. 
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 Chapit e III : L’apoptose da s les ellules B : death by neglect et 

Activation induced cell death 

 
L’apoptoseà joueàu à rôleà e tralà da sà lesà ellulesà l pho taires : une inhibition de 

l’apoptoseà o duità auà d eloppe e tà deà r a tio sà auto-immunes et de lymphomes alors 
u’u eàtropàforteàapoptoseà o duità àu eà i u od fi ie e.àLaàr gulatio àdeà laà ortàdes 

lymphocytes B matures fait par deux voies majeures : « death-by-neglect »à u’o à pourraità
traduire par « mort par négligence » ou encore par « défaut d’i tera tio s » et la mort induite 
paràl’a ti atio . 
 

1. Apoptose durant le développement lymphocytaire 

Durant les phases de développement, les lymphocytes doivent passer par divers points 
de contrôle uiàd’u eàpartà li i e tàlesà ellulesàa a tà hou à àa u riràu àr epteuràpourà
l’a tig eàfo tio el,àetàd’autreàpartàpr ie e tàlaàg ratio àdeà ellulesàa or ales. Et de 
fait, la majorité des lymphocytes en cours de développement sont éliminés. Les 
r arra ge e tsà desà g esà d’i u oglo uli es,à V-D-J sur la chaîne lourde et V-J sur les 
chaînes légères (pour le BCR chez les lymphocytes B et TCR pour les lymphocytes T), se font 
aléatoirement de telle sorte que 2 recombinaisons sur 3 ne sont pas dans le cadre de lecture. 
Les cellules incapables de générer leur pré-r epteurà àl’a tig eà eàreçoi e tàpasàlesàsig auxà
deàsur ieàetàd’a ti atio àdeà elui-ci et quittent la voie de différentiation pour se diriger vers 
elleàdeàl’apoptoseà(Melchers et al., 2000). Au check-point du pré-BCR, la sélection négative 

des cellules B ayant échoué dans le remaniement VH-DJH est médiée par BACH2 en passant 
par la voie apoptotique ARF/TP53 (Swaminathan et al., 2014). Les cellules qui réussissent à 
for eràetàexpri eràu àr epteurà àl’a tig eà o tàe suiteàsu iràu eàs le tio àpositi eàetàu eà
s le tio à gati e.àLesà ellulesàTàdo tàleàr epteurà àl’a tig eà TCR à ’estàpasàsuffisamment 
avide pour les molécules du CMH ne bénéficient pas du signal de différentiation et entrent en 
apoptose. Celles ayant une affinité spontanée très forte pour le CMH sont éliminées par un 
phénomène de type « activation-induced cell death », qui évite do àl’auto-réactivité forte. 
Les cellules T interagissant avec le CMH de façon intermédiaire sont sélectionnées 
positivement (Rathmell and Thompson, 2002). De la façon similaire, les cellules B auto-
réactives fixant précocement et de façon excessive les antigènes dès le stade immature font 
alors faceà à laà s le tio à gati e.à O à peutà do à o sid rerà ueà lors u’u eà elluleà està
i ature,àl’a ti atio àdeàso àr epteurà àl’a tig eà aàpr f re tielle e tài duireàlaà ortàetà
o à laà prolif ratio à età l’a ti atio .à Certai esà preu esà se le tà i di uerà ueà laà s lection 
gati eàpasseàparàl’i du tio àduàr epteuràhor o alà u l aireàst roïdie àNur àvia Cabin1 

et MEF2 (Youn and Liu, 2000) et son inhibition par Notch (Jehn et al., 1999). Nur77 participe à 
l’apoptoseàgr eà àsaà apa it à àseàtra slo ueràsuràlesà ito ho driesàetàpro o ueràlaàli ratio à
du cytochrome c (Li et al., 2000). De plus, dans le cas des lymphocytes, la protéine Bim de la 
famille des protéines BH3 apparentées à Bcl-2 est nécessaire à une bonne sélection négative 
(Bouillet et al., 2002). Lors de la maturation réussie des pro-B en pré-B, le cluster de micro-
áRNsà iR ~ à i leàBIMàauà i eauàdeàsaàr gio à3’UTRàpourài hi eràl’apoptoseà(Koralov et 
al., 2008; Ventura et al., 2008). Il est intéressant de noter que ce cluster de miR, et 
principalement miR19, cible également la protéine PTEN (Mu et al., 2009; Olive et al., 2009). 
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PTEN est une protéine pro-apoptotique qui cible et inactive PI3K lorsque les concentrations 
en PIP2 sont élevées (Heinrich et al., 2015). 
En plus des évènements de sélection mentionnés ci-dessus, les lymphocytes ont besoin de 
signaux provenant des récepteurs de cytokines pour survivre (Baird et al., 1999). Les 
r epteursà uiàposs de tàlaà haî eà o u eà àai sià ueàlaàki aseàJak3àasso i eà à ette chaîne 
semblent jouer un rôle très important : leur absence provoque une immunodéficience sévère 
tou ha tàseule e tàlesàl pho tesàTà hezàl’Ho e,àetàlesàl pho tesàTàetàBà hezàlaàsouris.à
Laà haî eàαàduà r epteurà à l’i terleuki eà à IL- Rα àestà gale ent importante pour que le 
développement lymphocytaire puisse se dérouler normalement (Puel et al., 1998). 
Il est également admis que les facteurs de transcription de la famille FoxO (FoxO1, FoxO3a, 
FoxO4, FoxO6) régulent négativement la survie des cellules. En effet, les membres de cette 
fa illeài duise tàd’u eàpartàlesàfa teursàpro-apoptotiques p53, BIM et le ligant du récepteur 
deà ortàFasà FasL .àD’autreàpart,àilsàr pri e tàl’expression de la cycline D, indispensable pour 
l’e tr eàda sàleà leà ellulaireà(Brunet et al., 1999; Dijkers et al., 2002; van der Vos and Coffer, 
2011). 
 

2. Rôle de l’apoptose da s le ai tie  de l’i u it  p iph i ue 

Le nombre de lymphocytes est finement régulé, et malgré la prolifération (burst) lors 
d’u eàr po seài u e,à eà o reàresteà o sta t.àLesà ou ellesà ellulesàBàissuesàdeàlaà oelleà
(et du thymus pour les lymphocytes T) remplacent donc les mortes en réalisant une certaine 
homéostasie de ces compartiments cellulaires. Les lymphocytes re-circulants ont une durée 
de vie quelques mois in vivo,à età d’e iro à u à jourà e à in vitro. Cette différence démontre 
l’a solueà essit à desà sig auxà extri s uesà distri u sà parà lesà ellulesà desà i hesà pour la 
survie des lymphocytes (Rathmell and Thompson, 2002). 
Le premier signal critique pour la survie des lymphocytes est celui provenant du récepteur à 
l’a tig e.àLesà ellulesàTàse le tàa oirà esoi àd’i tera tio sàdeàfai leàaffi it à o ti uesàe treà
leuràTCRàetàlesà o plexesàCMHà eàe àl’a se eàd’a tig esà(Marrack et al., 2000) et la 
d l tio à o ditio elleàdeàlaà haî eàαàduàTCRàdi i ueàlaàdur eàdeà ieàdesà ellulesàTà(Polic et 
al., 2001).àE àl’a se eàd’u eàsti ulatio àa tig i ue,àu àsig alàto i ueàse leà treàtra s isà
depuis le BCR per etta tàai sià àlaà elluleàBàdeàsur i re.àL’ li i atio à o ditio elleàduàBCRà
provoque une rapide élimination des lymphocytes B (Lam et al., 1997).àDeà e,àe àl’absence 
de BAFF ou de son récepteur BAFFR, le nombre de B de la zone marginale et folliculaire est 
grandement diminué (Rolink et al., 2002; Schneider et al., 2001)(Rauch et al., 2009). 
Les cytokines jouent également un rôle important en apportant des signaux extrinsèques 
permettant la survie des lymphocytes. Sans ces signaux, les lymphocytes meurent par 
« négligence » i.e. parà a ueàd’i tera tio s. 
 
 
 
 
 
 



p. 62 

3. Régulation de la capacité à entrer en apoptose durant la réponse immune 

Lorsàd’u eàr po seài u e,àlesàl pho tesàsp ifi uesàpouràl’a tig eàprolif re tàetà
ilàestà italà ueà etteàprolif ratio àsoità aîtris eàafi à u’au u eà elluleàauto-réactive ne voit le 
jour. La première contrainte qui assure ueàseulsàlesàl pho tesàsp ifi uesàdeàl’a tig eà
soient activés et prolifère tààestàlaà essit àd’u eà o-stimulation. Lorsque la co-stimulation 
estàa se teàouài suffisa te,àlesàl pho tesà eàs’a ti e tàpasàetà eure tà(Burr et al., 2001). 
La co-stimulation chez la cellule B passe par les TLRs, le complexe CD19/CD21 et CD40. Les 
signaux issus de cette co-stimulation sont de forts inducteurs de la protéine anti-apoptotique 
Bcl-xL et accroissent la production de cytokines qui favorisent l’expressio àdeàg esài pli u sà
dans la survie cellulaire. 
Les récepteurs de la famille des TNF (tumor necrosis factor) dont fait partie Fas jouent 
également un rôle important dans la prolifération et la survie des lymphocytes :àl’a se eàdeà
ne serait-ce que d’u àseulàdesàr epteursàdeà etteàfa illeàpeutàper ettreàu àd eloppe e tà
lymphoïde incontrôlé et des maladies auto-immunes ou des lymphomes (Krammer, 2000). 
“uiteà à l’a ti atio àduà l pho teàBàparà l’a tig e,à elui-ci devient plus sensible à la mort 
cellulaire (Berard et al., 1999),à sugg ra tà ueà leàprogra eàd’a ti atio à ellulaireàpr pareà
également les cellules à la mort lors de la fin de la réponse immune. Cette élimination peut se 
faire suite à une négligeance cellulaire ou être ordonnée. La mort sur commande passant par 
Fasàpeutàper ettreàd’ li i erà lesà ellulesàg r esà lorsàd’u eàr po seà i u eàa t rieureà
afin de libérer la place pour une nouvelle réponse immune (Rathmell and Thompson, 2002), 
età d’autresà ellulesà ourraie tà à parà a ueà deà sig auxà a ti ateursà ext rieursà apr sà laà
leara eàdeàl’a tig eàpouràle uelàellesàr po de tà(Marrack et al., 2000). 

 

3.1. Mort par négligence 

Les cellulesà uià eure tà aràellesà ’o tàpasàa sàauxàsig auxàext rieursàper etta tà
leurà sur ieà toki es,à i tera tio sà ellulaires à so tà ditesà glig es.à C’està leà asà desà
l pho tesà ’a a tàpasàg r àdeàr epteurà àl’a tig eàda sàleà adreà orre tàdeàle ture, de 
ceux qui ne sont pas arrivés au bon endroit ou qui ne sont pas capable de concourir pour 
l’a ti atio à parà lesà toki esà ouà l’a tig e. Sont aussi concernés les lymphocytes B dont 
l’affi it àduà r epteurà à l’a tig eàaàdi i u àapr sà l’ e e tàdeà“HM. Les lymphocytes 
a ti sàpeu e tà gale e tà ouriràparàd fautàd’i tera tio sàu eàfoisàtoutesàlesà toki esàetà
a tig esà li i sà àlaàfi àdeàlaàr a tio ài u e.àC’estàdo àu eàa se eàdeàsig alàetà o àpasà
un signal de mort qui provoque alors la mort des cellules. La mort cellulaire survient après la 
perteàdeàl’i t grit àdesà ito ho driesà(Rathmell and Thompson, 2002) et celle-ci peut se faire 
de plusieursà a i res.à E à l’a se eà desà sig auxà d’a ti atio à extri s ues,à lesà ellulesà
s’atrophie t.àLeuràtailleàetàleurà o te uàprot i ueàdi i ue tà(Rathmell et al., 2000) et elles 
perdent leur ATP cellulaire (Vander Heiden et al., 1999; Whetton and Dexter, 1983). De plus, 
l’e tr eàda sàleà leà ellulaireàdesà ellulesà glig esàestàretard e,àpro a le e tàparà a ueà
d’ ergieà(Rathmell et al., 2000) et une caractéristique des cellules négligées (de quelque type 
cellulaire que ce soit), est la réduction du métabolisme du glucose. Cette baisse de régime est 
en partie due à la down-r gulatio àdeàl’hexoki aseàetàdeàlaàphosphofru toki aseà(Granziero 
et al., 2001; Vander Heiden et al., 2001) ai sià u’ àlaàperteàduàtra sporteuràdeàglu oseàGlut à
(Rathmell et al., 2000).àD’autresà e e tsà o eàu eàdi i utio àduàpote tielàredoxàetà
l’i apa it à àr guleràlaàg ratio àetàl’a ti it àdesàRO“à espèce oxygénée réactive) peuvent 
avoir lieu dans les cellules négligées. Tous ces évènements font que les mitochondries 
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souffre tàdeàdo agesàirr dia lesàetà ide tàda sàleà toplas eàleà o te uàdeàleuràl’espa eà
inter-membranaire, à savoir le cytochrome c pro-apoptoti ue,à áIFà fa teurà d’i du tio à
d’apoptose ,à“MáC/DIáBLO,àl’e do u l aseàGàetàO i/Htra à(Li et al., 2001; Matsuyama and 
Reed, 2000; Suzuki et al., 2001). Dans le cytoplasme, le cytochrome c va activer les caspases 
qui vont initier les cascades protéolytiques. Cependant, les caspases ne sont pas 
indispensables pouràl’apoptoseàdesà ellulesà glig es, leur inhibition ne permet pas de sauver 
les cellules (Hildeman et al., 1999; McCarthy et al., 1997; Xiang et al., 1996).àC’estàdo àlesà
dommages mitochondriaux, la perte de la phosphorylation oxydative, la diminution du taux 
d’áTPàetàduàpote tielàredoxà uiàso tàrespo sa les de la mort des cellules négligées. 
En revanche, la molécule anti-apoptotique Bcl-2 est capable de protéger la cellule de la mort 
par négligence en empêchant la production de ROS et en protégeant la mitochondrie 
(Desagher and Martinou, 2000). Cependant, Bcl-2 et son homologue Bcl-xL ne sont pas 
capables deà o treràl’atrophieà ellulaireà uiàa ompagne les cellules négligées (Rathmell et al., 
2000). Les lymphocytes négligés maintenus en vie par Bcl-xLàso tàplusàpetits,ào tà oi sàd’áTP,à
font beaucoup moins de glycolyse et sont lents à entrer dans le cycle cellulaire après une 
stimulation au mitogène. La capacité des membres de la famille de Bcl- à à o trôleràl’i t grit à
mitochondriale est contrôlée par les protéines de la famille BH3. Dans les cellules saines, les 
protéines de cette famille, Bad-Bim-Bax, sont soit séquestrées sous une forme inactive soit 
inexprimées. Dans les cellules négligées, elles sont induites ou activées. 
Bad est régulée par les cytokines. Lors celles-ci sont présentes dans le micro-environnement 
de la cellule, Bad est phosphorylée par des kinases tellesà u’Akt, PKA et Rsk et est séquestrée 
dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3 (Huang and Strasser, 2000). Dès lors que la cellule 
est privée de cytokines, Bad est déphosphorylé et migre vers la membrane de la mitochondrie 
où il lie et inactive Bcl-2 (Li et al., 2004). 
Bim est produite sous trois formes différentes par épissage alternatif BimEL, BimL et BimS 
O’Co orà età al.,à . Ces trois formes pro o ue tà l’apoptose,à aisà Bi S qui est pro-

apoptotique de façon constitutive est la plus puissante des trois. BimL et BimEL peuvent être 
exprimées dans les cellules saines et les lymphocytes au repos. Dans ce cas, elles sont liées au 
cytosquelette (Puthalakath et al., 1999). Les modèles murins Bim-/- présentent des 
h perplasiesàl phoïdesàai sià u’u eàr sistance à la mort par négligence (Bouillet et al., 1999). 
De plus, Bim régule la mort cellulaire pour des types de cellules autres que lymphocytaires 
(Bouillet et al., 2001). Pour jouer son rôle pro-apoptotique, Bim doit être localisé au niveau de 
la membrane intracellulaire pour réguler Bcl-2 et Bcl-xL, et ce par deux mécanismes. Lors de 
stimuli apoptotiques, BimL et BimEL sont libérées du cytosquelette, migrent vers les 
mitochondries et lient Bcl-2 (Puthalakath et al., 1999). Lorsque les cellules sont choyées, Akt 
phosphor leàetàs uestreà lesà fa teursà àdeàtra s riptio àdeàt peàForkhead.àLors ueà u’ellesà
deviennent négligées, Akt devient inactive, les facteurs de transcription de type Forkhead sont 
déphosphorylés, migrent dans le noyau et activent la transcription de plusieurs gènes dont 
Bim (Dijkers et al., 2000; Shinjyo et al., 2001). Il a été montré que le nématode Caenorhabditis 
elegans induit la transcription de gènes dépendants des facteurs de transcription de type 
Forkhead lorsque la nourriture vient à manquer afin de faire baisser son métabolisme et de 
survivre dans des conditions de famine (Vanfleteren and Braeckman, 1999). Ainsi, les cellules 
de vertébrés r po draie tà àu à tatàdeàr du tio à ta oli ueàetàd’atrophieàparàl’apoptose. 
Bax et Bak, deux homologues de Bcl-2, sont tous deux largement exprimés et promeuvent la 
mort des lymphocytes in vitro comme in vivo (Brady et al., 1996) en portant atteinte à 
l’i t grit à ito ho driale.àDa sàlesà ellulesàsai es,àBaxàestàlo alis àda sàleà toplas e.àIlà igreà
ersàlesà ito ho driesàsousàl’i flue eàdesàsig auxàapoptoti uesàtelsà ueàl’atrophieàouàu eà
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forte diminution du métabolisme caractéristique des cellules négligées (Gross et al., 1998; 
Nechushtan et al., 1999).à L’a ti atio à deà Baxà se leà treà dueà à u à ha ge e tà deà
conformation de la molécule (Nechushtan et al., 1999) qui survient lorsque les cellules 
l phoïdesàso tàpri esàdeàsti ulatio àparàlesà toki es,àdeàglu oseàouàe oreà u’ellesàso tà
trait esàa e àduàTNFαà(Perez and White, 2000; Vander Heiden et al., 2001). En réponse à une 
stimulation apoptotique, Bak peut former des homo-oligomères  et former des complexes 
avec Bcl-2 et Bcl-xL au niveau de la mitochondrie (Wei et al., 2001).àC’estàl’a tio à o joi teàdeà
Baxà età deà Bakà uià joueà u à rôleà da sà leà d eloppe e tà età leà ai tie à deà l’ho ostasieà
cellulaire (Lindsten et al., 2000). Dans les modèles déficients pour Bax et Bak, les souris ont un 
plus grand nombre de cellules souches hématopoïétiques dans la moelle et un  nombre plus 
important de globules blancs circulant dans le sang. La rate et les ganglions lymphatiques sont 
plusàgrosàd’u àfa teurà3 àetàa u ule tàdesàl pho tesàTàetàBà uiàexpri e tàdesà ar ueursà
associés aux cellules mémoires. Ces souris développent également des infiltras 
lymphocytaires dans les organes tels que le foie et les reins. Si les lymphocytes sont toujours 
sensibles à la mort induite par les récepteurs de mort, ils sont résistants aux morts qui passent 
paràlaà ito ho drie.àDeàplus,àl’i du tio àdeàBid,àBadàetàBim ne permet pas de tuer les cellules 
Bax-/-Bad-/- (Cheng et al., 2001; Wei et al., 2001; Zong et al., 2001). 
Ces informations indiquent comment les protéines des familles Bcl-2 et BH3 régulent 
l’i t grit àdeàlaà ito ho drieàda sàlesà ellulesài u itaires (figure 23). En premier lieu, les 
prot i esàBaxàetàBakàdeà laà fa illeàdesàBH3à so tà essairesà lorsàdeà l’i du tio àdeà laà ortà
ellulaire.àE àeffet,àl’i hi itio àdeàlaàprot i eàBi ,à uiàestàlaàplusàrepr se t e de la famille BH3 

dans la cellule, ne protège que partiellement de la mort lorsque les cellules sont négligées. En 
re a he,à laàdou leài hi itio àdeàBaxàetàBakàprot geà o pl te e tàdeàl’apoptoseàda sàlesà

esà o ditio s.à E suite,à Badà età Bi à ’i teragiraie tà pasà a e à Baxà età Bakà aisà
pro o ueraie tàl’apoptoseàe àlia tàetàinhibant Bcl-2 et Bcl-xL. Le rôle de Bcl-2 et Bcl-xL dans le 
ai tie àdeàl’ho ostasieàdeàlaà ito ho drieàseàferaitàalorsàparàl’i hi itio àdeàBaxàetàdeàBakà
uià se le tà jouerà u à rôleà redo da tà da sà laà pertur atio à deà l’i t grit à ito ho drialeà

(Rathmell and Thompson, 2002). 
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Figure 23 : Régulation de l’i t g it  ito ho d iale pa  les ol ules de la fa ille B l-2 et 

BH3.à“ousàl’i flue eàdeàsig auxàextri s ues,àBáDàetàFKHRàso tàphosphor l sàetàs uestr sà
par 14-3-3, BIM est lié au cytosquelette et BAX est cytoplasmique. Sans les signaux 
extrinsèques, BAD, FKHR  et BIM sont libérés. FKHR migre dans le noyau et active la 
transcription de gènes dont celui codant pour BIM, BIM et BAD lient BCL-2 et BCL-xL sur la 
ito ho drie.àBáXà ha geàdeà o figuratio àetà igreà ersàlesà ito ho driesàoùàilà ’estàplus 

inhibé par BCL- àpouràpro o ueràl’apoptose.àL’expressio àdeàBáXàouàBáKàestà essaireàpourà
la libération du cytochrome c (Rathmell and Thompson, 2002). 
 

3.2. Mort par induction : rôle du récepteur FAS 

3.2.1 M a is e d’i du tio  de l’apoptose pa  FAS 

Le récepteur FAS appartient au groupe des TNF-R (tumor necrosis factor receptor) qui 
possèdent tous un domaine de mort (DD) intracellulaire. Le ligand physiologique de FAS est 
Fá“Làetàleurài tera tio àpro o ueàl’apoptoseàdeàlaà elluleà(Krammer, 2000; Nagata, 1997). Il a 
en effet été montré que les lymphocytes T cytotoxiques, qui expriment FASL à leur surface, 
sont capables de tuer les cellules FAS+, et cette action meurtrière est neutralisée lors de 
l’utilisatio àd’u àa ti orpsàa ti-FASL. Un problème dans la signalisation FASL-FAS résultant de 
utatio sàda sàlesàg esà oda tàpouràFá“àetàFá“Làpro o ueà hezàl’Ho eàetàlaàsourisàdesà

lymphadénopathies et des maladies  auto-immunes (Krammer, 2000; Nagata, 1997; Strasser 
et al., 2009). Des études biochimiques ont montré que la reconnaissance de FAS provoque 
l’assemblage rapide d’u à o plexeài tra ellulaire,àleàDI“Cà death-inducing signaling complex) 
(Kischkel et al., 1995). Ce complexe est formé de la caspase 8 (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 
1996), de son adaptateur/activateur FADD (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995) et de 
son modulateur/inhibiteur c-FLIP (Irmler et al., 1997).àL’i tera tio àe treàFá“àetàFáDDàseàfaità
par leur domaine commun DD (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995) et le recrutement 
de la caspase 8 par FADD est réalisée via les domaines DED (death effector domains) présent 
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sur chacune des protéines (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996). Des études ont montré que 
l’a ti atio àdeàl’a ti it àprot ol ti ueàdeàlaà aspaseà àparàFáDDàestàesse tielleàpourài duireà
l’apoptoseà di eàparàFá“àda sàlaàlig eàl phoïde,àin vitro comme in vivo (Kang et al., 2004, 
2008; Salmena et al., 2003; Varfolomeev et al., 1998).à L’a ti atio à deà laà aspaseà à parà leà
o plexeàDI“Càseàfaitàe àdeuxà tapes.àToutàd’a ord,àleàre rute e tàdeàFáDDàauà i eauàdeàlaà

région intracellulaire de FAS provoque la dimérisation et le changement conformationnel de 
laà aspaseà à auà sei à duà o plexe,à luià per etta tà d’a u rirà so à a ti it à e z ati ueà
(Boatright et al., 2003).àL’e z eàa ti eà aàs’auto-protéolyser, se décrocher du DISC et va alors 
avoir accès à ses substrats dans les différents compartiments cellulaires (Boatright et al., 
2003). Dans les lignées lymphoïdes, la capacité de la caspase 8 à être son propre substrat est 
esse tielleà pourà leà ph o eà d’apoptoseà i duiteà parà Fá“à (Kang et al., 2008). Parmi les 
su stratsàdeàlaà aspaseà àseàtrou e tàdesàa ti ateursàd’autresà aspases,à o eàparàexe pleà
euxàdesà aspasesà3àetà ,à aisàilàseàpeutà gale e tà ueàl’a tio àdeàlaà aspaseà àsurà ertai sà

éléments de la cellule soit suffisa teàpouràpro o ueràl’apoptose.àáuàfi al,àlesà aspasesàl se tà
les protéines vitales à la survie cellulaire, comme les composantes structurales que sont les 
lamines et les gelsolines, et peuvent même activer des mécanismes de dégradation des 
composantes non-protéiques de la cellule (Salvesen and Dixit, 1997). 
La protéine c-FLIP,à uià toutà o eà laà aspaseà à poss deà u à do ai eà DEDà aisà ’aà pasà
d’a ti it à prot ol ti ue,à oduleà l’apoptoseà i duiteà parà Fá“à e à fo tio à deà so à tauxà
d’expressio .àáàfai leà o e tratio àdeà -FLIP,àl’a ti it àdeàlaà aspaseà àest accrue, et à haute 
concentration, c-FLIPà r duità l’a ti it à deà laà aspaseà ,à pro a le e tà e à e tra tà e à
compétition avec cette dernière pour lier FADD (Boatright et al., 2003). 
L’u àdesàsu stratsàlesàplusài porta tsàdeàlaà aspaseà àest la protéine BID de la famille des BH3. 
E àsu issa tàl’a tio àprot ol ti ue,àBIDàestàa ti e sous sa forme tronquée tBID. tBID migre 
vers la membrane mitochondriale et va exercer son action apoptotique (Li et al., 1998; Luo et 
al., 1998). Cette action de la caspase 8 sur BID est esse tielleàpouràl’apoptoseài duiteàparàFá“à
dans plusieurs types cellulaires, à savoir les hépatocytes (Kaufmann et al., 2007; Yin et al., 
1999),à lesà ellulesàβàduàpa r as (McKenzie et al., 2008),à aisà ’estàpasài dispe sa leàpourà
l’apoptoseà i duiteàparàFá“àda sà lesà ellulesà l phoïdesà (Kaufmann et al., 2007, 2009). Les 
raiso sààdeà esàdiff re esàe treàlaàsig alisatio àdeàl’apoptoseài duiteàparàFá“àda sàlesà ellulesà
de type 1 (comme les lymphocytes) et les cellules de type 2 (comme les hépatocytes) 
pourraient être dues àdesàdiff re esàda sàl’agr gatio àdeàFá“,àda sàl’i ter alisatio ,àda sà
l’ te dueàdeàl’a ti atio àdeàlaà aspaseàouàe oreàlaà ua tit à i i aleàdeàprot i esà à l serà
pour provoquer la mort cellulaire (Strasser et al., 2009). 
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Figure 4 : Sig alisatio  apoptoti ue di e pa  l’i du tio  de FAS et les p ot i es gul es 

par Bcl-2. Sont indiquées les deux voies distinctes mais complémentaires deàl’apoptoseàda sà
lesà ellulesàdeà a if res.àL’a ti atio àdeàFá“àdeàlaàfa illeàdesàTNF-R transmet le signal à 
FáDDà uiàa ti eàlaà aspaseà .àL’autol seàdeàlaà aspaseà àpro o ueàlaàfor atio àd’u eàprot i eà
h t rot tra ri ueà apa leà d’a ti erà lesà effe teurs des caspases 3 et 7, provoquant le 
démantèlement de protéines vitales. La caspase 8 active également la protéine BID qui 
participe à la perméabilisation de la mitochondrie et à la libération du cytochrome c, 
activateur de la caspase 9 (Strasser et al., 2009). 
 

3.2.2 Rôle de FAS da s l’apoptose des l pho tes 

Les modèles murins déficients pour FAS ou FASL ont des lymphadénopathies 
progressives et accumulent les lymphocytes T et B (Krammer, 2000; Nagata, 1997). La 
conclusion selon laquelle la signalisation dépendante de FAS-FASL joue un rôle critique dans 
l’ho ostasieàduàs st eàl phoïdeàe à li i a tàlesà ellulesài d sira les lors de checkpoints 
s’i poseàd’elle- e.àL’h poth seàselo àla uelleàl’apoptoseài duiteàparàFá“àseraità riti ueà
pouràl’ li i atio àl pho tesàBài ature auto-réactifs dans la moelle (de même pour les 
thymocytes) a même été posée (Strasser et al., 2009). Seulement, des expériences plus 
définitives ont montré en utilisant des modèles transgéniques de souris pour le BCR et le TCR 
ueà l’apoptoseà di eàparàFá“à ’estàpasà i dispe sa leàpourà l’ li i atio àdesà l pho tesà

auto-réactifs (Rubio et al., 1996; Sidman et al., 1992). 
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Chezàlesàl pho tesàT,àl’i du tio àdeàl’apoptoseàparàFá“à essiteàu eàsti ulatio àparàleàTCR.à
Or durant la phase terminale de laàr po seài u e,àlesà ellulesàTà eure tàapr sàl’ li i atio à
desàa tig es,àilà ’ àaàdo àplusàdeàsti ulatio àduàTCR.àL’apoptoseài duiteàparàFá“à aàplutôtà
prou eràso àutilit àda sàleà asàdeàr po sesài u esà hro i ues,àoùàlesàl pho tesàTàd’oresà
et déjà activés sont stimulés de façon répétée par leur TCR. Les conséquences sont alors une 
sur-régulation de FAS et une mort apoptotique ou fratricide médiée par FAS (Strasser et al., 
2009). Cependant, la protéine BIM de la famille des protéines BH3 est également requise dans 
l’apoptoseàdesà l pho tesàTà lorsàd’u eà r po seà i u eà hro i ueà (Hughes et al., 2008; 
Hutcheson et al., 2008; Weant et al., 2008). Le  suicide des cellules T est donc médié par FAS, 
grâce à une stimulation répétée des TCR, et par BIM. 
Les lymphocytes B expriment leàr epteuràFá“à àleuràsurfa eàetàpeu e tà treàtu sàlorsàd’u à
traitement par du FASL ou des anticorps agonistes spécifiques de FAS (Krammer, 2000; 
Nagata, 1997).à Lesà o s ue esà deà l’a ti atio à deà Fá“à hezà lesà l pho tesà Bà so tà tr sà
forte e tài flue esàparàl’a ti it àdesàautresà oiesàdeàsig alisatio àdeàlaà ellule.àái si,àu eà
activation duàBCRàouàu eàsti ulatio àparàleàCD àprot ge tàdeàl’apoptoseài duiteàparàFá“,àetà
’estàe oreàplusàparti uli re e tà raià ua dàle BCR et le CD40 sont activés en même temps 

(figure 25)(Rothstein et al., 1995).àCetteàprote tio àse leà treàper iseàgr eà àl’a ti atio à
des facteurs de transcription REL de la voie NF- Bà uiàa ti e tàl’expressio àdeà -FLIP (Hennino 
et al., 2001).à Deà plus,à sousà l’a tio à o i eà deà BCRà età CD à a ti s,à l’a ti atio à deà Fá“à
pourraità o tri uerà à l’a ti atio ,à laà prolif ratio à età laà diff rentiation des lymphocytes B 
(Strasser et al., 2009). Lors de la réaction du centre germinatif, FAS et FASL ont également leur 
rôle à jouer dans la survie des lymphocytes B (Krammer, 2000; Nagata, 1997). Les lymphocytes 
Bàdo tà leàBCRà ’estàpasàassezàspécifique pourà l’a tig eàso tà li i sà lors ueà l’i tera tio à
FAS-FASL avec les lymphocytes T est plus forte que les signaux de survie transmis par le BCR 
et le CD40. Dans cette apoptose, en plus de la mort médiée par FAS, les protéines de la famille 
des BH3 participent en dérégulant Bcl-2 (Rathmell et al., 1995). En faveur de la collaboration 
e treà lesà deuxà oieà apoptoti ues,à ilà aà t à o tr à ueà lorsà d’u eà surexpressio à deà B l-2 
(Strasser et al., 1995) ou une perte de BIM (Hughes et al., 2008; Hutcheson et al., 2008; Weant 
et al., 2008) dans des souris déficientes pour FAS ou FASL accélère etàpote tialiseàl’apparitio à
d’auto-immunité et de lymphadénopathies. 
Ilà aà gale e tà t à r e e tà o tr à ueà l’apoptoseà di eà parà Fá“à taità asso i eà laà
production de cytokines et de chémokines, dont IL-6, IL-8, CXCL1, MCP-1 et GMCSF. MCP-1 et 
IL-8 orientent les cellules phagocytaires vers les cellules apoptotiques, et serviraient donc de 
signal « par ici ». La stimulation de FAS promeut en outre la sécrétion de facteurs et de 
protéines qui peuvent influencer la réponse immune contre les cellules mourantes (Cullen et 
al., 2013). 
ái si,àsiàl’apoptoseà di eàparàFá“à eàjoueàau u àrôleàda sàl’élimination des lymphocytes T 
et B durant leur développement, elle est par contre cruciale, seule ou en binôme avec la voie 
des protéines de la famille des BH3, lors de l’ li i atio àdesàl pho tesàa ti sàdura tàu eà
réponse immune.  
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Figure 25 : Signal apoptotique médié par FAS dans les lymphocytes B activés. FAS présent à 
la surface des lymphocytes B peut être induit par FASL présent à la surface des TFH. Ce signal 
pro o ueàl’apoptoseàlors ueàlesàsig auxàreçus par le CD40 et le BCR sont plus faibles, ce qui 
est le cas quand les lymphocytes B activés eàso tàpasàassezàaffi sàpouràl’a tig eàetà eàso tà
pas sélectionnés par les TFH. Une réduction quantitative des facteurs de croissance reçus 
provoque une sur-r gulatio àdeàBIMà eà uiàpote tialiseàl’apoptose. Les flèches noires dirigées 
vers le haut indiquent une sur-régulation des éléments correspondants, et les flèches noires 
dirigées vers le bas une sous-régulation (Strasser et al., 2009). 
 

3.2.3 Activité non-apoptotique des récepteurs de la famille des TNF-R 

Certains membres de la famille des TNF-R et leurs ligands exercent une activité non-
apoptoti ueà a ti atio ,ààprolif ratio ,àdiff re tiatio àouàe oreà igratio à ellulaire… ,àsoità
exclusive soit en surplus de leur fonction de récepteur de mort (Krammer, 2000; Nagata, 
1997).à C’està leà asà duà r epteurà Fá“à où plusieurs études ont identifié des fonctions non-
apoptotiques de différentes natures en fonction du type cellulaire : facteur de croissance pour 
les fibroblastes, facteur de maturation pour les cellules dendritiques, régénération accélérée 
du foie (Strasser et al., 2009). Les mécanismes par lesquels FAS stimule la prolifération et/ou 
l’a ti atio à ellulaireài pli ueraie tàlesà oiesàdeàsig alisatio àdesàMáPàki asesàetàdeàREL/NF-
Bà(Peter et al., 2007). Il a également été montré que FADD joue un rôle important dans la 

prolifération des lymphocytes B induite par les TLRs (Pellegrini et al., 2005). 
En fonction du type de signal voulu (activateur ou apoptotique), FADD et la caspase 8 doivent 
subir des modifications post-traductionnelles différentes et doivent être localisées dans 
différents sous compartiments cellulaires O’Reill àetàal.,à . Ainsi, il a été démontré que la 
pr se eàd’u àa ideàa i àdeàFáDDàestài dispe sa leàpouràl’a tio àdeàprolif ratio à ellulaire 
aisà ’aàau u àrôleàda sàl’a tio àapoptoti ueà(Hua et al., 2003). Il a également été montré 
hezàlesàl pho tesàTà ueàsousàl’i flue eàd’u àsig alàapoptotique médié par FAS, la caspase 
àestàpr se teààe àgra deà ua tit àda sàleà toplas e,àalorsà u’elleàestàpr se teàe àplusàpetiteà
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quantité et est concentrée dans des foyers à la membrane plasmique lorsque FAS produit des 
signaux de prolifération (Koenig et al., 2008). 
 

4. Le cas particulier du BCR à IgE 

Chez les mammifères, la réponse IgE intervient contre les pathogènes et les toxines 
(Marichal et al., 2013; Palm et al., 2013) mais provoque également des allergies sévères. Il est 
do à ru ialàpouràl’orga is eàdeà o trôleràlaàr po seài u eàIgEàetàdeàli iteràlaàproduction 
d’IgEà ir ula tes.àIn vitro, les cellules changent massivement de classeà ersàIgEàsousàl’i flue eà
deàl’IL à(Anand et al., 1997; Coffman et al., 1986), alors que les lymphocytes B IgE+ sont rares 
in vivo etàl’expressio àduàBCRàIgEàestàfai le (Karnowski et al., 2006). Pour expliquer cette faible 
fr ue eà desà l pho tesà Bà IgE+,à ilà aà t à sugg r à ueà l’a tivation des caspases dans les 
cellules IgE+ est plus forte que pour les cellules IgG1+ au sein du centre germinatif (He et al., 
2013; Talay et al., 2012). Il a également été proposé que les lymphocytes B IgE+ disparaissent 
rapide e tàlorsàd’u eàdiff re tiatio àa l r eàe àplas o tesàetàso tàplusàapoptoti uesàetà
moins mobiles que les cellules IgG+ (Yang et al., 2012), et il a t à o tr à ueàl’a ti atio  d’u eà
IgEà e ra aireàtra sfe t eài duitàl’apoptoseà(Poggianella et al., 2006). Ces explications ne 
sont pas mutuellement exclusives. Les lymphocytes B possédant un BCR IgE ne sont observés 
que de façon éphémère et seulement en terme de minutes après une activation des cellules 
B in vivo,àetà ja aisàsousà l’ tatàdeà ellulesà oiresàsià ie à u’au fi al,à laàprodu tio àd’IgEà
ir ula tesàestà kà à kàfoisài f rieureà à elleàdesàautresà lassesàd’i u oglo uli es. 
Ilàaàr e e tà t àsuspe t à ueà ’estàl’expressio ààdeàl’IgEà e ra aireàe àelle-même qui 
module le destin des lymphocytes B (Laffleur et al., 2015). Pour démontrer cela, des 
lymphocytes B en culture ont été transfectés avec une construction VDJ-C .à Lesà ellulesà
tra sfe t esà IgE+à so tà i sta lesà lorsà d’u eà ultureà prolo g eà età o tre tà deà ultiplesà
changements fonctionnels et morphologiques. Leur mobilité médiée par les chimiokines est 
défective, le taux de phosphorylation des tyrosines intracellulaires est diminué, les cellules 
deviennent plus arrondis,à lesàBCRà seà regroupe tàda sà lesà raftsà lipidi uesàetà l’apoptoseàestà
potentialisée. Des changements tra s riptio elsà odule tà l’expressio à desà r epteursà
impliqués dans les interactions lymphocytes T-B, ainsi que le métabolisme et favorisent 
l’apoptose.àCetteàexp rie eàaà gale e tà o tr à ueàlaàprot i eàa ti-apoptotique Haw1 est 
relo alis eàsuiteà àl’expressio à e ra aireàd’IgE.àDeàplus,àl’expressio àe dog eàd’u àBCRà
IgE par les lymphocytes B in vitro comme ex vivo est transitoire et ce dernier est rapidement 
i ter alis .àCesà ellulesàsur i e tà oi sàlo gte psà ueàlesàautresàlors u’ellesàso tàtra sf r es 
dans des sourisài u od fi ie tes.àLeàph ot peài pos àparàl’expressio àduàBCRà àIgEàestà
prioritaire à toute rencontre antigénique et expliquerait la courte durée de vie et la rareté in 
vivo desà l pho tesàBà IgE+.à Lesà raresàplas o tesà s r teursàd’IgEà ui survivent ont une 
longue durée de vie et assurent à eux seuls la mémoire IgE à long terme. Ce sont probablement 
eux qui sont aussi les responsables des allergies immédiates médiées par les IgE (Laffleur et 
al., 2015). 
 

5. Recombinaison suicide du locus (LSR) 

Leà de e irà desà l pho tesà Bà peutà treà radi ale e tà odifi à sousà l’a tio à d’áIDà
durant un évènement qui resse leà àlaàC“R,à aisàs’e àdisti gueàe à li i a tàl’i t gralit àdes 
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gènes constants du locus IgH,àpro o ua tàlaà ortàdesà ellules.àC’estàlaàre o i aiso àsui ideà
du locus (=LSR)(figure 26)(Péron et al., 2012a). 
Au sein du centre germinatif, les lymphocytes B sont en compétition quant à leur affinité pour 
l’a tig e.à áà eà stade,à leursà g esà d’i u oglo uli esà so tà ut s,à età eà gr eà à l’a tio à
d’áID.à “ià ertai sà l pho tesà Bà deà hauteà affi it à pourà l’a tig eà so t sélectionnés 
positivement, tous les autres sont en contrepartie destinés à être éliminés. Même si des 
utatio sàdesàg esàVà r esàlorsàdeàlaà“HMàpeu e tà treà fastesàpouràl’affi it àduàBCRà is-

à- isà deà l’ág,à età pro o uerà l’apoptoseà (Goodnow et al., 2010), les signaux de survie et de 
prolifération très abondants dans le microenvironnement du GC pourraient 
vraisemblablement maintenir ces cellules en vie voire en prolifération. Sont concernées les 
cellules B dont les mutations aléatoires des V produisent un BCR « inutile » (sans affinité pour 
l’ág ,àouàauàpireàda gereuxàpouràl’orga is eà sp ifi ueàd’auto-a tig esàouàd’allerg es… .à
De plus, les commutations de classe se produisant au sein du GC sont de potentiels acteurs de 
l’auto-i u it àet/ouàdeàl’h perse si ilit àe àper etta tàlaàprodu tio àdeà lasseàd’a ti orpsà
plus pro-inflammatoires que les IgM (Laffleur et al., 2013). Dans ce contexte, il paraît donc 
i porta tà ueàdesà a is esàpuisse tàe p heràl’a plifi atio àdeà lo esàBà« switchés » et 
non désirables quant à leur spécificité. 
Laà r gio à3’RRàduà lo usà IgH,àe àplusàdeà o te iràdesàa ti ateursà sp ifi ueàdeà laà lig eàB,à
possède pour toutes les esp esà deà a if resà tudi esà desà s ue esà d’áDNà r p t esà
similaires aux régions S (Chauveau and Cogné, 1996; Chauveau et al., 1998; Pinaud et al., 1997; 
Sepulveda et al., 2005), formées de répétitions de 5 paires de bases et parfois des répétions 
de séquences plus longues (49 paires de bases). Ces régions nommées LS (like switch) 
e adre tà ha u àdesà l e tsàa ti ateursàdeàlaàr gio à3’RRàet,àdeàlaà eàfaço à ueàlesà
r gio sà“àso tàtra s ritesàjusteàa a tàl’ e e tàdeàC“R,àlesàr gio sàL“àso tàtra s ritesàparà
l’áRNàpol raseàIIàda sàlesàl pho tesàBàa ti sà(Yamane et al., 2011).àLaà3’RRàr guleàlesà
évènements médiés par AID, la SHM et la CSR, en interagissant physiquement avec les 
promoteurs IgH ciblés par AID (Dunnick et al., 2009; Pinaud et al., 2011; Rouaud et al., 2013; 
Vincent-Fabert et al., 2010; Wuerffel et al., 2007). Comme les éléments activateurs et les 
régions LS sont eux même tra s rits,à ilàestà logi ueàdeà trou erà u’euxà eà su isse tàdesà
oupuresàetàdesà utatio sàdeàl’áDN.àDa sàlesàl pho tesàBàa ti s, AID initie des jonctions 
e treà“µàetàlesàr gio sàL“àdeàlaà3’RR,àpro o ua tàl’ex isio à o pl teàdesàg esà o sta tsàduà
locus IgHà età parà laà eà e p ha tà l’expressio à d’u à BCRà – ou la sécrétion 
d’i u oglo uli esà da sà leà asà oùà lesà ellulesà seraie tà e gag esà da sà laà diff re tiatio à
plas o taire.àL’expressio àduàBCRà ta tài dispe sa leàpouràlaàsur ieàdesàl pho tesàB,à età
évènement de recombinaison suicide du locus provoque la mort des cellules. 
Dans le contexte du centre germinatif, la LSR pourrait contribuer à la régulation de 
l’ho ostasieà ellulaire.à Lesà l pho tesà Bà eà re e a tà pasà suffisa e tà deà sig auxà
d’a ti atio sàsu iraient la LSR et seraient ensuite éliminés, alors que ceux sélectionnés par les 
TFH a e à desà sig auxà a ti ateursà ad uatsà s’e gageraie tà da sà laà C“Rà età laà sur ie.à Laà L“Rà
pourrait donc aider à la création du répertoire des lymphocytes B périphériques et de 
s’assureràdeàlaàs le tio àdesàBCRàa e àu eàhauteàsp ifi it àpouràl’a tig e (figure 27). 
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Figure 6 : Ci lage d’AID su  le lo us IgH.à Lorsà deà l’a ti atio àdesà l pho tesàB,àáIDàestà
exprimée et remodèle les gènes des immunoglobulines des régions V via la SHM pour générer 
desàBCRàplusàsp ifi uesàpouràl’a tig e.àáIDài itieà gale e tàleà ha ge e tàdeà lasseàduàBCRà
C“R .àLors u’áIDà i leàlaàr gio à“µàetàu eàdesàr gio sàL“àsitu eàda sàlaà3’RR,àtous les gènes 

constants du locus IgH sont éliminés rendant l’expression du BCR impossible, dirigeant les 
cellules vers l’apoptoseà(Laffleur et al., 2013). 
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Figure 27 : Apoptose des compartiments lymphocytaires. Les lymphocytes T et B peuvent 
entrer en apoptose (croix rouges) à de nombreuses reprises au cours de leur développement 
etàdeàleuràa ti atio .àLesàl pho tesà eure tàs’ilsà eàreçoi e tàpasàlesà o esà toki es,às’ilsà
eàso tàpasàlo alis sàauà o àe droit,às’ilsà ’arri e tàpasà àfor eràu àTCR/BCRàfo tio el,às’ilsà

ne sont pas sélectionnés lors desà he kpoi ts.à Lorsà deà laà re o treà a e à l’a tig e,à lesà
l pho tesà Bà uià lie tà età pr se te tà l’a tig eà auxà l pho tesà Tà via le CMH peuvent 
re e oiràl’ordreàd’entrer en apoptose. Durant le centre germinatif, les lymphocytes B dont le 
BCRà ’estàpasàaffi  pouràl’a tig eàouàestàauto-réactif sont éliminés. Il en va de même pour 
tousà euxà uià eà so tà pasà s le tio sà a a tà laà leara eà deà l’a tig eà odifi à depuisà
(Rathmell and Thompson, 2002)). 
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 Résultats de la thèse 

 
Position du problème abordé 

 

Chezàlaàsourisà età raise la le e tà hezàl’ho e ,àáIDàetàlaà3’RRàjoue tàdesàrôlesà
majeurs dans la maturation des lymphocytes B en contrôlant la transcription germinale des 
r gio sà o sta tesàduàlo usàIgH,àlaà“HM,àlaàC“R.àEllesàper ette tàai siàl’ erge e de cellules 
B avec un BCR de haute affinité et de classe diversifiée pour pouvoir lutter par diverses 
stratégies ou au niveau de divers sites (tissulaires ou muqueux) contre un antigène donné. Il 
a été montré au laboratoire (Péron et al., 2012a) ueàlaà3’RRàelle-même est spécifiquement 
transcrite dans les lymphocytes B activés. La transcription en ARN de quelques autres 
a ti ateursà eRNá àa aitàd j à t à o tr eàetà orr l eàa e àl’a ti it àdesàpro oteursà o trôl sà
par ces activateurs (Kim et al., 2010).àDa sà leà asà deà laà 3’RR,à laà tra s riptio à deà laà r gio à
per età aussià à áIDà deà laà i lerà età d’atta uerà sesà tosi es,à o eà ’està leà cas avec la 
transcription des gènes constants qui précède la CSR. Si durant la CSR AID cible les régions S 
lorsàdeàl’i tera tio àe treàlaà3’RRàetàlesàr gio sà“,àl’e z eàestà gale e tà apa leàdeà uterà
età pro o uerà desà assuresà auà sei à eà deà laà 3’RRà auà iveau des régions LS. Le choix 
d’effe tuerà u eà re o i aiso à “µ-LS de LSR entre donc alors vraisemblablement en 
o p titio àa e àleà hoixàd’u às it hà“µ-SX de la CSR.  

 
Quelles hypothèses peut-on faire sur les modalités de survenue de la LSR ? 
 

Co e tàl’ entuelle balance CSR/LSR serait-elle régulée in vivo reste à déterminer. 
Quelle està l’i porta eà fo tio elleàduàph o eàdeàL“R ? Quel pourcentage précis de 
cellules élimine-t’il ? Comment se positionne-t-il par rapport aux autres modalités 
d’ li i ation des cellules B matures ? Concerne-t-il spécifiquement des cellules dangereuses 
(auto-réactives ? portées vers des réactions immuno-allergiques) ?àOuàdesà ellulesàd’affi it à

dio reà ouà ulleà pourà l’a tig eà età pr se tesà deà faço à « bystander » dans les tissus 
lymphoïdes stimulés ? Beaucoup de questions sur la LSR restent en suspens !  
Les régions conservées LS pourraient peut- treàaussiàser irà àd’autresàfo tio sà ueàlaàL“R,à uià
pourrait cibler en priorité les allèles non-fonctionnels ? Cette dernière hypothèse est 
epe da tà peuà pro a leà à arà laà L“Rà surà l’all leà o -fo tio elà ’auraità ueà tr sà peuà
d’i pli atio sàfo tio ellesàetàl’ olutio à ’auraitàalorsàsa sàdouteàpasà o ser àlesàr gio sà
L“.à L’h poth seà laà plusà pro a leà seraità do à ueà laà L“Rà i leraità l’all leà fo tio elà ouà
éventuellement de façon bi-all li ue,à o eà ’està leà asà pourà laà C“R à desà l pho tesà Bà
matures.  
Une hypothèse raisonnable pourrait faire de la LSR une sorte de contrôle de qualité des 
conditions de stimiulation B dans le contexte du centre germinatif, où la LSR pourrait 
o tri uerà àlaàr gulatio àdeàl’ho ostasieà ellulaireàe à o tri ua tà àpro o ueràlaà ortàdeà

la cellule lorsque que les conditions de stimulations ne sont pas « optimales ». Au contraire 
dans des conditions opti alesàdeàsti ulatio sàetàdeà iseàe àrouteàd’u eàr po seà i u eà
hu orale,à ’estàplutôtàu eàC“Rà lassi ueà uiàauraitàlieu.àLaàL“Ràpourraità gale e tàaiderà àlaà
formation du répertoire périphérique si elle est régulée par la spécificité du BCR pour 
l’a tigène. 
Cepe da t,àleàfrei à ajeuràda sàl’a al seàduàph o eàdeàL“Ràestàlaàperteàd’expressio àduà
BCRàetàlaà ortà ellulaireà uiàl’a o pag e t.àParàd fi itio àlesà ellulesà uià eure tà happe tà
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tr sàrapide e tà àl’a al seàetà otreàh poth seàestàdo à ueàla LSR est dans ces conditions par 
essence sous-estimée quant à sa fréquence. Nous avons donc décidé de créer un modèle 
murin transgénique (LSR-µKI) pour étudier la LSR dans des conditions où les cellules 
concernées puissent au moins transitoirement échapper à la mort. Notre modèle se 
ara t riseà parà l’i sertio à duà g eà hu ai à IgHà Cµà o pletà e à a alà d’u eà desà r gio sà

répétitives sur lesquelles le phénomène de LSR à lieu, à savoir la région LS11 dans la partie 
distaleàdeàlaà3’RRà uri e.àCeà od leàaàdo à t à onstruit dans le but de permettre que des 

e e tsàdeàL“Ràsuràlaà3’RRà eà o duise tàpasàs st ati ue e tà àlaàperteàduàBCRàetàlaà
mort cellulaire mais autorisent au contraire la survie de ces cellules. Ce modèle est donc un 
système « rapporteur », qui vise donc à quantifier la LSR et se donner un outil permettant de 
tester les conditions de son induction. 
 
Création du modèle : addition du gène humain Cµ au locus IgH murin 

 
U à e teuràdeà i lageàaàper isàl’ajoutàduàg eàCµàhu ai àetàduàg eàdeàs le tio àN oà

flanqué de sites LoxP au niveau de site de restriction PmlI (CACGTG) en aval de la région LS11 
età e à a o tà deà laà r gio à Hs à i diate e tà o s uti eà à laà 3’RRà figureà á .à Cetteà
o stru tio àper etàl’i t gratio àduàg eàCµài diate e tàe àa alàdeàlaàr gion LS la plus 
a al,àsa sàporteràattei teà àl’i t grit àdesà l e tsàHsàetàL“àdeàlaàr gio à3’RR.àLaàtra sfe tio à
duà e teuràda sàdesà ellulesàE“à uri esàTC àaàper isà l’o te tio àdeà lo esà r sista tsà à laà

o i eàetàauàga lo ir.àL’áDNàg o i ueàdeà ha ue clone est préparé puis testé par 
souther à lotà àl’aideàdeàso desàsitu esààe à ’àetà3’àduàlieuàd’i trodu tio àdeàlaà o stru tio .à
La construction apportant des sites de reconnaissance par EcoRI (GAATTC), la restriction 
enzymatique par EcoRI avant la vérifi atio àparàsouther à lotàper etàl’ide tifi atio àdeà lo esà
a a tà orre te e tài orpor àleàg eàCµ.àLaàso deà3’àg reàsuràl’all leàWTàu àfrag e tàdeà

, k àetàu àfrag e tàdeà k àsuràl’all leàKIà figureà B ,àalorsà ueàlaàso deà ’à uiàseàfixeàdeà
chaque côté de la structure palindromique de Hs1,2 génère un fragment de 24,5kb et un 
se o dàdeà ,3k àsuràl’all leàWT,àetàu àfrag e tàdeà , k àetàu àse o dàdeà ,3k àsuràl’all leà
KI (figure 1C). Nous avons identifié plusieurs clones positifs (6/224). Un de ces clones a été 
micro-injecté dans des blastocystes de souris afin de générer des animaux chimériques 
porteurs du gène Cµ humain et de la cassette Néo dans leur lignée germinale (figure 1D-E). 
Une lignée de souris knock-in a été générée à partir de ces animaux chimériques et a été 
croisée avec des animaux transgéniques exprimant la recombinase cre sous la dépendance du 
pro oteuràCMVà to galo irus àafi àd’ li i eràleàg eàdeàs le tio ànéo etàd’o te iràu eà
lig eàd’a i auxàporteursàduàg eàhu ai àCµàseulàe àa al de la région LS11 (figure 1F). Les 
souris générées sont identifiables par PCR (figure 1G). 
U à e teuràd’expressio à o stitu àdeàlaà eà o stru tio àetàa e àl’ajoutàd’u àVDJàr arra g à
àlaàpla eàdeàlaà assetteàTKàaàper isàdeà rifieràl’expressio àdeàl’IgM humaine sur une analyse 

des ARN totaux après une transfection dans des cellules SP2-0 (figure 2). 
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Figure 1 :àI sertio àduàg eàhu ai àCµàe àa alàdeàl’ l e tàL“ àdeàlaà3’RRà uri e.àA) carte 
deàlaàr gio à3’RRà uri eàetàstrat gieàdeàk o k-in. E = site de digestion par EcoRI ; P = site de 
digestion par PmlI. B) “outher à lotàa e àlaàso deà3’àsuràl’áDNàg o i ueàdeà lo esàE“àapr sà
digestion enzymatique par EcoRI. C) “outher à lotàa e àlaàso deà ’àsuràl’áDNàg o i ueàdeà
clones ES après digestion enzymatique par EcoRI. D) PCR ciblant le CH2 du Cµ humain sur les 
sourisà hi ri uesà àpartiràd’áDNàextraitàdesà ellulesà ir ula tesàda sà leà sa g.à Leà o trôleà
positifà està deà l’áDNà hu ai ,à leà o trôleà gatifà deà l’áDNà deà sourisàWT.à E) PCR ciblant la 
cassette Néo chez lesà sourisà F à issuesà deà l’a ouple e tà hi re/WT.à F) PCR ciblant la 
assetteàN oà hezàlesàsourisàF àissuesàdeàl’a ouple e tàdesàF àa e àlesàsourisàtra sg i uesà

exprimant la cre recombinase. G) PCR de génotypage du modèle LSR-µKI. La bande WT 
orrespo dà àlaàr gio àalla tàdeàL“ à àHs ,àa e àleàsiteàd’i sertio àP lIàe àso à e tre. 

 
Figure 2 :àExpressio àd’IgMàhu ai eàparàdesà ellulesà“P -0 transfectées avec la construction 
de knock-in en aval d’u à VDJà r arra g .à Lesà PCR à età à utilise tà deuxà ouplesà d’a or esà
différents et ciblent le CH1 du gène Cµ humain de la construction. Les PCR sont réalisées sur 
des ADNc totaux. 
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Dosage sérique des immunoglobulines (figure 3) 

 
Pour déterminer la capacité des souris LSR-µKI à répondre de façon normale à une 

sti ulatio à a tig i ue,à u à groupeà deà à i di idusà ai sià u’u à groupeà o trôleà o tà t à
immunisés avec des hématies de moutons. Des prélèvements sanguins ont été réalisés avant 
l’i je tio àetà àjoursàapr s.àLes immunoglobulines circulantes ont été dosées par la technique 
ELISA. 
Des variations de la production des immunoglobulines endogènes (murines) apparaissent. 
No à sti ul s,à ’est-à-direà e à o ditio à d’h erge e tà E.O.P.“.à « exe ptà d’orga is eà
pathogène spécifique »), les deux groupes sécrètent dans la circulation sanguine des taux sans 
diff re eà sig ifi ati eà a e à laà or aleà d’IgMà uri e,à d’IgG ,à d’IgG ,à d’IgG3à età d’Igá.à Laà
produ tio àd’IgEà ir ula tesàparàlesàL“R-µKI est cependant près de 7 fois inférieure à celle du 
même groupe contrôle sans pour autant être nulle. 
Après stimulation immunitaire (immunisation par des hématies de mouton), les deux groupes 
sécrètent dans la circulation sanguine des taux sans différence significative avec la normale 
d’IgG ,àd’IgG3àetàd’IgE.àLesàL“R-µKIàs r te tàe à o e eà , àfoisàplusàd’IgMà ueàleàgroupeà
o trôle,à , àfoisàplusàd’IgG ,à , àfoisà oi sàd’Igáàetà eàsiàl’a al seàstatisti ueà ’estàpasà
sig ifi ati e à àfoisà oi sàd’IgE.àHor isàpouràlaàs r tio àd’Igáàetàd’IgE (issus des deux gènes 
les plus distaux et télomériques du locus IgH), les souris LSR-µKI semblent donc produire 
quantitativement auta tà sià eà ’està plusà d’i u oglo uli esà ir ula tesà ueà leursà
homologues du groupe contrôle. 
Le dosage des IgM humaines cir ula tesài di ueà ueàleuràprodu tio àaug e teàd’u àfa teurà
sup rieurà à à lorsàd’u eà i u isatio àparàdesàh atiesàdeà outo à au u eà IgMàhu ai eà
’està ie àsûràtrou eàda sà leàs ru àdeàsourisà o trôle .àLaàprodu tio àd’IgMàhu ai eàestà

donc détectable spontanément avant toute immunisation, et majorée par une stimulation 
i u e,à eà uià orr leàa e àl’h poth seà ueàl’ e e tàdeàL“Ràaitàlieuàsousàl’a tio àd’áIDà
dans les lymphocytes B activés et augmente naturellement en cas de stimulation immune. 
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Figure 3 : Dosageàdesài u oglo uli esàpr se tesàda sàleàs ru àd’a i auxàtra sg i uesàetà
o trôles,à u’ilsàsoie tài u is sàouà o .àtàtest utilisé : Mann-Whitney non-parametric two-

tailed test (* : P = 0,0159 ; ** : P = 0,0079 ; **** : P < 0,0001). 
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Stimulation in vitro (figure 4) 

 
Pouràd ter i eràlesà o ditio sàdeàsti ulatio sà àl’origi eàdeàl’ e e tàdeàL“R,àdesà

splénocytes totaux sont cultivés in vitro en présence ou non de molécules stimulatrices. 
“a sàsti ulatio ,àetàdo àsa sàtra s riptio àd’áID,àlesàl pho tesàBàin vitro ne sécrètent pas 
d’IgMàhu ai eà àu àtauxàd te ta le. 
U eà sti ulatio à desà spl o tesà parà deà l’ODN-CpG, connu pour stimuler les cellules en 
passant par la voie du TLR9, augmente laàprodu tio àd’IgGàparàlesàl pho tesàBàe à ultureà
d’u àfa teurà àparàrapportàauxà ellulesà ulti esàsa sàsti ulatio à età eàpouràlesà ellulesàissuesà
de souris LSR-µKIà o eà pourà lesà ellulesà issuesà deà sourisàWT .à L’ODN-CpG permet bien 
l’a ti atio àdesàl pho tesàBàetàpro eutàlaàtra s riptio àd’áIDàetàleà a is eàdeàC“R.àLaà
produ tio àd’IgMàhu ai eàresteà epe da tài ha g eàlorsàdeàlaàsti ulatio àparàl’ODN-CpG. 
Le mécanisme de LSR ne semble donc pas promu par une stimulation du TLR9 dans ces 
conditions. 
U eàsti ulatio àparàduàLP“,à o uàpouràa ti eràleàTLR ,àa ti eàe àre a heàlaàprodu tio àd’IgMà
hu ai eà parà lesà l pho tesà Bà e à ulture.à Cetteà produ tio à està e oreà aug e t eà d’u à
fa teurà àlors ueàdeàl’IL àestàajout àauà ilieuàdeà ultureàe àplusàduàLP“.àEn tant que contrôle 
parallèle, le dosage des IgG1 sécrétées dans le milieu par les cellules stimulées avec du LPS+IL4 
attesteàdeàl’a ti atio àdesàl pho tesàBàetàdeàlaàC“Rài iti eàparàáID.àI à itro,àleàs it hà ersà
IgG1 des lymphocytes B des souris LSR-µKI est semblable à celui des lymphocytes B des souris 
WT. 
L’ e e tàdeàL“Ràaàdo àlieuàlorsàd’u eàsti ulatio àduàTLR àetàdeàfaço àplusàforteàlorsàd’u eà
sti ulatio à rois eàa e àdeàl’IL . 
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Figure 4 : Dosage des immunoglobulines présentes dans le surnageant de culture de 
splénocytes de rates stimulés ou non. 
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Phénotypage lymphocytaire (figure 5) 

 
Pouràd ter i eràl’i ide eàdeàl’i sertio àduàg eàCµàhu ai àe àa alàdeàl’ l e tàHs à

deàlaà3’RR,à ousà ua tifio sàlesàdiff re tesàpopulatio sàdeà ellulesàBàlorsàen développement 
dans la moelle osseuse et en attente dans la rate par cytométrie en flux. Ces expériences sont 
r alis esàsuràdesàa i auxà le sàe à o ditio sàexe ptesàd’orga is esàpathog esàsp ifi ueà
età ’a a tàja aisàre o tr sàdesàa tig esàautresà ue des auto-antigènes. 
 

 early Pro-B Pro/Pré-B large Pré-B Small Pré-B B immature    

B220 + + + + +    

CD19 - + + + +    

C-kit + + - - -    

CD43 + + + - -    

CD25 - - + + -    

CD24 - + ++ ++ ++/+++    

IgM - - - - +/++    

 T1 T2 T3 B FO B MZ B1a B1b Breg 

CD19 +/++ +/++ +/++ ++ ++ +++ +++ +++ 

IgM ++ ++ + + +++ +++ +++ +++ 

IgD -/+ + + +++ -/+ -/+ -/+ + 

CD21 -/+ ++ ++ +/++ +++ + + ++/+++ 

CD23 -/+ ++ ++ ++ -/+ - - -/+ 

CD5 - - - - - - + + 

Tableau 1 : Panels de marquage des populations B dans la moelle osseuse (bleu) et dans la 
rate (vert). 
 

Lors du développement B dans la moelle osseuse, les animaux LSR-µKI affichent des 
populations pro-B et pro/pré-Bàplusài porta tesà ueà ellesàd’a i auxàsau ageà , %à o treà
0,04% et 0,64% contre 0,35% respectivement). Si la représentativité de la population large 
pré-B est semblable entre les deux cohortes (0,1% pour les LSR-µKI contre 0,16% pour les 
contrôles), celle de small pré-B des animaux LSR-µKIàestà uasiài exista teà , % àalorsà u’elleà
atteint les 1,5% chez animaux sauvages. Cette accumulation des cellules aux stades précoces 
de développement suggère un blocage lors du passage entre les différents stades. Les 
populations de B immatures entre les deux cohortes sont semblables, avec une légère 
augmentation chez les animaux sauvages vis-à-vis des LSR-µKI (2,3% et 1,7% respectivement). 
Dans la rate, les populations de lymphocytes B transitionnelles (T1, T2 et T3) sont plus 
importantes chez les animaux LSR-µKI que chez les animaux sauvages (1,63%, 4,34% et 3,26% 
contre 1,2%, 1,42% et 1,74% respectivement). (Ces résultats sont préliminaires et non validés 
statistiquement. Ils ne se prêtent pas à une interprétation simple puisque le knock-in ne 
s’expri eà u’auxàstadesàtardifs.àNousàde o sàlesà rifieràparàdesàexpériences répétées). 
En revanche, la population de lymphocytes B folliculaires est bien plus importante chez les 
animaux sauvages (25,23%) que chez les LSR-µKIà , % .à L’a u ulatio à desà ellulesà Bà
transitionnelles et le peu de cellules B folliculaires suggère un blocage qui limiterait la 
différentiation en B FO  ou leur prolifération. Les populations des lymphocytes B1a, B1b et B 
de la zone marginale sont plus importantes dans les animaux LSR-µKI que chez les animaux 
sauvages de facteurs allant de 1,3 à 3 (respectivement : 1,48% contre 0,43% pour les B MZ ; 



p. 82 

0,17% contre 0.06% pour les B1a ; 1,06% contre 0,8% pour les B1b). Il en est de même pour la 
population de lymphocytes B régulateurs qui est 4 fois plus importante chez les LSR-µKI 
(0,16%) que chez les contrôles (0,04%). 
 

 
Figure 5 :àTailleàdesàpopulatio sàBàda sàlaàrateàetàlaà oelleàd’a i auxàL“R-µKI et WT élevés en 
zone EOPS. Les populations sont déterminées à partir de la population lymphocytaire totale 
deàl’orga eà tudi à uià orrespo dà à % àetàsont identifiées par cytométrie en flux. 
 
Répertoire V (figure 6) 

 
Nousàa o sàsouhait à ta liràda sàleàla oratoireàu eàte h i ueàper etta tàd’appr ierà

deàfaço à o à iais eàparàu à uel o ueàusageàdeàpri ersàouàdeà thodeàd’h ridatio àleà
répertoire des régio sà aria lesà deà haî esà lourdesà d’i u oglo uli es.à Cetteà te h i ueà
reposeàsuràl’a plifi atio àd’áDN à iaàu eàpre i reà tapeàdeàRáCE-PCR.àLeàfaitàd’a plifieràlesà
áRN à àpartiràd’u eàsi pleàa reà3’à o pl e taireàd’u eàr gio àdeàl’exo àCH ,àe àutilisa t 
pourà laà partieà ’à o à pasà desà a or esà « leader V » ou « V », débarrasse de tout biais 
d’h ridatio àdiff re tielleàe treàpri ersàetàsuppri eàlesàris uesà u’u eàs ue eà happeà à
l’a al seàsi ple e tàpar eà u’elleàpr se teàdeàl’h per utatio àso ati ue. 
Nous avons souhaité développer ces méthodes pour explorer deux questions : 

1) aluerà d’u eà partà sià l’i sertio à d’u à g eà suppl e taireà Cµà e à 3’à duà lo usà IgHà
modifiait les phénomènes de sélection des cellules B et pouvait avoir un impact sur le 
répertoire et laà aturatio àdeàl’affi it àpourà esà ellulesàa a tàl’expressio àd’áIDà u eà
partieàsa sà“HMàdesàtra s ritsàIgM àouàapr sàl’expressio àd’áIDà tra s ritsàIgG .à 

2) explorer le répertoire VDJ des cellules B ayant effectivement réalisé une 
recombinaison de type LSRàetàa a tàdo à o ut à àlaàprodu tio àd’IgMà hi ri uesà
à chaînes lourdes µ humaines.  

 
Nous souhaitons ainsi pouvoir comparer les 3 répertoires des cellules non switchées / 

switchées classiquement (vers IgG) / et « post-suicide attempt » (commutées vers IgM 
hu ai e .à Notreà h poth seà està ueà l’existe eà d’u à iaisà deà r pertoireà deà esà der i resà
ellulesàparàrapportà àdesà ellulesàs it h esà lassi ues,àattesteraitàduàfaità u’ellesàso tàissuesà
d’u àpro essusàdeàs le tio àsp ifi ue,àetà eàso tàdo àpasàdeàsimples « accidents de switch ». 
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Cette méthode ayant un coût et une complexité élevés, il importe de minimiser le nombre 
d’ ha tillo sàtrait sàetàd’e àtireràleà axi u àd’i for atio sàsig ifi ati es.àáfi àd’a oiràe à
une expérience une représentativité  correspondant à une sorte de moyenne du répertoire V 
des immunoglobulines produites par une population définie de lymphocytes B, les cellules 
CD43- triées à partir de splénocytes de rates de 5 animaux immunisés par du SRBC (5 LSR-µKI 
ou 5 WT) sont réunies et nous procédons à une extraction des ARN totaux. Une RACE PCR est 
alors réalisée et permet de retro-transcrire spécifiquement les ARN codant pour les classes 
hoisiesà d’i u oglo uli esà e à áDN à uià so tà alorsà s ue sà apr sà plusieursà tapesà
d’a plifi atio  et de purification.  
áuà oursàdeà etteàexp rie e,àl’a plifi atio àparall leàdeà àali uotsài d pe da tsà àpartiràdeà
ha ueàlotàd’áDN àetàleuràr asse lageàapr sàa plifi atio àestàu eàpro dureàper etta tàdeà

« moyenner »à età i elerà d’ e tuelsà iaisà d’a plifi atio à uià pourraie tà affe terà l’u à ouà
l’autreàa plifiat.àCe ià iseà àgara tiràleà axi u àdeàdi ersit àetàdeàrepr se tatio àdeàtouteà
l’h t rog it à i ter eà desà ha tillo s.à L’ide tifi atio à desà r arra ge e tsà VHDJH est 
r alis eàa e àl’outilàIMGT/HighV-QUE“T.àLorsàdeàl’a al seàdesàs ue es,à ousàa o sà hoisià
que chaque séquence avec un assemblage VHDJH u i ueà eàsoità o pta ilis eà u’u eàseuleà
fois, quelle que soit la taille du clone correspondant. Nous mesurons donc ici non pas 
si ple e tàleàtauxàd’utilisatio àdesàfa illesàVàauàsei àd’u eàpopulatio àBà uiàpourraità treà
iais eàparàd’ e tuellesàpetitesàpopulatio sà o o lo alesàouàoligo lo ales ,à aisà rai e tà

leàspe treàglo alàd’utilisatio àdesàVàpar iàtousàlesà lo esàBàe àpr se eàda sàleàtissuàl phoïde 
étudié. 
 
Analyse du répertoire des souris LSR-µKI 
 

L’a al seàduàr pertoireàdesàIgMà uri esàdesàa i auxài u is sàper etàdeà o aitreà
les segments VH sélectionnés lors de la réponse immune sans que la CSR ait lieu, donc pour 
partieàsa sàa ti atio àd’áID.àCelaà u uleàe àeffetàdesàBà aïfsàetàdesàBà oiresàIgM+.àD sàleà
répertoire IgM, nous observons une différence entre les animaux de notre modèle et des 
animaux wild-type. Les IgM des souris LSR-µKI utilisent moins les VH1 (34,5%) que les souris 
WT (49,5%), mais utilisent plus le VH2 (14,4% contre 5,7%). Les autres familles de VH sont 
utilisées de façon semblable entre les IgM des souris LSR-µKI et les souris WT. 
L’a al seàduàr pertoireàdesàIgG àdesàa i auxài u is sàper etàdeà o aitreàlesàseg e tsà
VH s le tio sàlorsàdeàlaàr po seài u eàapr sàC“Ràsousàl’i flue eàd’áID.àCo eàlesàIgM,à
les IgG2b des souris LSR-µKI utilisent à nouveau moins les VH1 (38,3%) que les souris WT 
(57,9%). De même,  les familles VH6 (1,1% contre 2,3%) et VH10 (0,2% contre 1,5%) sont moins 
utilisées chez les souris LSR-µKI.àE àretour,àleàpour e tageàd’utilisatio àdesàfa illesàVH2, VH3, 
VH5, VH8, VH9 et VH14 est compris entre 1,5 à 2 fois plus chez les souris LSR-µKI que chez les 
souris WT. Il est également intéressant de noter que sur 597 assemblages VHDJH uniques, 
aucun segment VH7 et aucun segment VH10 ne sont utilisés par les IgG2b chez les souris 
contrôles. 
“a ha tà ueàl’ e e tàdeàL“Ràestàd pe da tàd’áID,àilàestàe suiteài t ressa tàdeà o parerà
chez les souris LSR-µKI, le répertoire des IgG post-switch avec le répertoire des IgM humaines 
post-tentative de suicide LSR :àlaà o paraiso àduàpour e tageàd’utilisatio àdesàfa illes de VH 
a e àe treàhIgMàetàIgG ài di ueàu eàtr sà laireàaug e tatio àdeàl’utilisatio àdesàVH5 par les 
IgMàhu ai esàd’u àfa teurà3à à à %àd’utilisatio à o treà , %àparàlesàIgG àdeàL“R-µKI et 
, %àd’utilisatio àparàlesàIgG àWT .àCetteàdiff re eàda sàl’utilisation de la famille des VH5 

pourrait indiquer que cette famille de VH soit plus représentée parmi les cellules B 
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or ale e tàdesti esà à laà ortàparàL“R…àCeà uiàou reàdi ersesà i terpr tatio s ! Régions 
variables utilisées par des Ig polyréactives et de faible affinité ? Régions variables portées par 
des B auto-réactifs ? Structures de domaines variables intrinsèquement plus aptes à 
pro o ueràl’apoptoseàparàL“Ràpouràu eàraiso àe oreài o ue ?  
Ilàestài t ressa tàdeà oterà ueàdesà iaisàd’utilisatio àdes répertoires VH ont été rapportés chez 
l’ho eàauà oursàdeàdi ersesàpathologies.à].àLaàfa illeàdesàVH5 murins est associée à la famille 
des VH3 humains (de Bono et al., 2004)(http://www.imgt.org). Ces derniers, sont surutilisés 
da sàleà asàdeà ertai esàpathologiesà hezàl’Ho e,à àsa oiràlesàleu iesàetàlesàl pho esà
(Arons et al., 2006; Bahler et al., 1991; Donisi et al., 2006; Fält et al., 2005). Si le taux 
d’utilisatio à deà laà fa illeà VH3 par les lymphocytes B malins varie en fonction du type de 
lymphome étudié, il est en revanche toujours plus élevé que dans une population polyclonale. 
Deàfaço ài t ressa teà hezàl’ho e,àlaàlitt ratureàaà gale e tàrapport àu eàsurutilisatio àduà
sous-groupe VH5 par les IgE et les IgA présentes dans les muqueuses nasales de patients 
faisant des rhinites allergiques, ainsi que les IgE du sang , des muqueuses pulmonaires et de 
la rate des patients asthmatiques, ou encore les IgE du sang de patients atteints de dermatose 
atopique (Coker et al., 2005; Snow et al., 1995, 1997, 1999; van der Stoep et al., 1993). 
 
Taux de mutation des régions variables dans les souris LSR-µKI 
 

Lors ueàl’o àseà o e treàsuràleàpour e tageàdeà utatio àdesàCDR àetà àdeà ha ueà
famille de VH, nous remarquons que les IgM murines des souris LSR-µKI sont plus en moyenne 
mutées que les IgM des souris WT. Le taux de mutation semble logiquement augmenter dans 
lesàIgG àdesàdeuxàt pesà uri s,àattesta tàdeàl’a tio àd’áID.àDa sàleà asàdesàa i auxàsau ages,à
les IgG2b sont ainsi plus mutées (2,61%) que les IgM (1,35%). Il est très intéressant de noter 
que les familles de VH utilisées par les IgM humaines dans les souris LSR-µKI sont moins mutées 
que celles utilisées par les IgG2b. La famille de VH5 murine utilisée par les IgM humaines des 
souris LSR-µKIà està l’u eà desà oi sà ut eà , % .à Lors ueà l’o à regardeà leà tauxà glo alà deà
mutation (calculé suivant la formule suivante :à∑à[tauxà utatio àdeàV àxàfr ue eàdeàV àe à
%]/100), on remarque que les VH des IgM humaines semble autant mutés (3,85%) que les IgM 
murines (3,51%) et moins que les IgG2b (4,92%) dans les animaux LSR-µKIIl est également 
intéressant de noter que les IgM et les IgG2b des souris LSR-µKI sont deux fois plus mutées 
que celles des souris sauvages. 
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Figure 6 : Utilisation des différentes familles de segments VH par les cellules CD43 négatives 
de la rate après une stimulation par des hématies de mouton durant 8 jours. Le nombre total 
de séquences uniques prises en compte est indiqué sur chaque camembert. Le pourcentage 
d’utilisatio àdeà ha ueà fa illeàdeàVH est indiqué dans la légende des camemberts et dans 
l’histogra e.à Lesà pour e tagesà li sà par des droites aux camemberts indiquent le 
pourcentage moyen de mutation des CDR1 et 2 pour chaque famille de VH.  
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Lo alisatio  des ellules p oduisa t de l’IgM hu ai e ap s v e e t LSR-like 

(Marquage confocal (figure 7)) 

 
Desà oupesàdeàratesàd’a imaux LSR-µKI et WT isolées en PFA ont été marquées avec 

des anticorps anti IgD (identification des lymphocytes B non switchés et encadrant les centres 
germinatifs), anti CD3 (identification des zones T) et anti IgM humaine (identification des 
lymphocytes B sau sàapr sàl’ e e tàdeàL“R .àLesàa i auxà le sàe à o ditio sàexe ptesà
d’orga is esà pathog esà sp ifi uesà o tà t à i u is sà a e à desà h atiesà deà outo à
pendant 8 jours avant le sacrifice. 
Lesà ar uagesà IgDà età CD3à per ette tà ie à d’ide tifierà lesà e tres germinatifs sur les 
diff re tesà oupesàdeàratesà figureà ,àattesta tàl’effi a it àdeàlaàsti ulatio .àLeà ar uageàdesà
IgMàhu ai esà hIgM àper etàd’ide tifieràsuràlesàportio sàdeà oupesàpr se t esàdeuxà ellulesà
hIgM+. Ces cellules ne semblent cependant pasà faireà partieà d’u à e treà ger i atif.à Lesà
populations principales de lymphocytes B dans la rate sont les cellules B de la zone marginale 
M) àetàfolli ulairesà FO .àLesà ellulesàBàM)à ’expri e tà irtuelle e tàpasàáIDà o traire e tà

aux cellules B FO dansàleà adreàd’u à e treàger i atifà(Mabbott and Gray, 2014; Willenbrock 
et al., 2005). Les rares cellules hIgM+ identifiées semblent donc hors des centres germinatifs, 
dans laàpulpeàrouge,à l àoùàs’a u ule tà lesàplas o tesàapr sà laàr a tio àduàGC.àLeuràfortà
marquage et leur morphologie les apparentent aussi à des plasmocytes. Malheureusement 
da sà lesà o ditio sà ueà ousà a o sà utilis esà jus u’i i,à ousà eà so esà pasà par e us à 
identifier le stade précédent, celui de la cellule B à Ig de membrane. Le marquage est 
for e tàplusàt uà à eàstade,àetào àpeutàaussià rai dreà ueàl’expressio àdeàl’IgMàhu ai eà
sa sà3’RRàfla ua teà eà ie eàe oreàdi i ueràl’expressio .àNousàa o sàdonc à travailler sur 
des conditions de marquage hyper-se si leàsià ousà oulo sàa oiràu eà ha eàd’ide tifieràetà
de localiser les cellules post-LSR de phénotype lymphocytaires, et non pas seulement les 
quelques plasmocytes qui en dérivent. 
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Figure 7 : Coupe de rate. Rate de LSR-µKI (A) et rate WT (B) 8 jours après immunisation au 
SRBC. Le marquage rouge correspond aux cellules IgD+, le marquage violet aux cellules 
CD3+, et le marquage vert aux cellules IgM humaine positives (hIgM). Les cellules exprimant 
l’IgMàhu ai eàso tài di u esàparàu eàfl heà la he.àá’ àDessi àd’i de tifi atio àdesàGCà
présents sur la coupe A et localisation des cellules hIgM+. 
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 Discussion  

 
Lorsà d’u eà r po seà i u e,à leà l pho teàBà a ti à parà l’a tig eà aà re a ierà lesà

gènes codant pour leur immunoglobuline membranaire, aussi nommé BCR (B cell receptor). 
Cesàre a ie e tsàseàfo tàparàlesàdiff re tsà a is esà ueàso tàl’h per utatio àso ati ue 
(SHM) et la recombinaison de classe (CSR). Si le premier touche les gènes V et les mute dans 
laàperspe ti eàd’a roitreàl’affi it àduàBCRàpouràl’a tig e,àleàse o dàper etàlaàdi ersifi atio à
deà laà fo tio à desà i u oglo uli esà parà o utatio à d’IgMà ersà IgG, IgA ou IgE. Cette 
o utatio à s’a o pag eàdeà laàd l tio à deà toutà leà at rielà g ti ueà o prisà e treà laà

région switch donneuse et la région switch accepteuse sur le locus IgH (Péron et al., 2012a). 
“HMà età C“Rà so tà toutesà lesà deuxà d pe da teà d’u eà e z e,à áIDà a ti atio -induced 
deaminase) (Muramatsu et al., 2000).àáIDà i leàl’áDNàauà i eauàdesà tosi esàpouràlesà ha gerà
e àura ile,àalorsàre o ueàetà li i eàparàlesàs st esàdeàsur eilla eàdeàl’áDN.àLes régions 
switch (S) du locus IgH sont des régions très répétitives situées juste en amont des gènes 
codant pour les régions constantes des immunoglobulines. Leur ciblage par AID aboutit à des 
is at hsà do tà laà r paratio à pourraà g rerà desà assuresà d’a ord simple brin. La nature 

répétitive des régions S les expose à être criblées de lésions simple brin échelonnées, 
sus epti leà d’ oluerà alorsà e à assureà dou leà ri à deà l’áDNà età deà per ettreà ai sià laà
recombinaison du locus. Pour les deux mécanismes où AID est impliquée, SHM et CSR, la 
transcription des régions cibles est nécessaire. Cette transcription est contrôlée par des 
a ti ateursàsitu sàda sàlaàr gio àr gulatri eà3’àduàlo usàIgHà 3’RR à(Pinaud et al., 2011; Vincent-
Fabert et al., 2010). Chez la souris, cette région est composée de quatre activateurs 
transcriptionnels, hs3a, hs1-2, hs3b et hs4. Si individuellement ces activateurs sont faibles, 
leur action de groupe est forte (Chauveau et al., 1998) et leur potentiel activateur surpasse 
eluiàdesàautresà l e tsàa ti ateursàsitu sàplusàe àa o tàsuràleàlo us.àLaà3’RRàestài pli u eà

dans la régulation tardive de la maturation des lymphocytes B, lors des réponses immunes et 
de la formation de centres germinatifs (Pinaud et al., 2011). 
Ilà àaàpeu,à ilàaà t ào ser à ueàlesàa ti ateursàtra s riptio elsàauàsei àdeàlaà3’RRàso tàeuxà
même transcrits et ciblés par AID dans les lymphocytes B activés (Péron et al., 2012a). Ces 
régions, nommées régions LS, sont répétitives et leur position est phylogénétiquement 
conservée au sein des espèces de mammifères dont la séquences du locus IgH est connue 
(Péron et al., 2012b).  Ce trio de caractéristiques est identique à celui des régions S, et il a en 
effetà t à isàe à ide eàl’existe eàdeà assuresàdou lesà ri sàdeàl’áDNà di esàparàáIDàauà
niveau des séquences LS dans un processus proche de la CSR (Péron et al., 2012a). Les 
recombinaisons mises en jeu associent la région Sµ (donneuse) située en amont du gène Cµ 
aux sites LS distribué da sàlaà3’RRàtoutàe àa alàduàlo usàIgH.àU eàre o i aiso àdeà eàt peà
provoque une délétion totale des gènes constants, ce qui revient à éteindre le locus IgH. Une 
telleà i a ti atio à stoppeà l’expressio à d’u à BCRà e ra aireà età leà « signal tonique »à u’ilà
induit, provoquant la mort des lymphocytes B concernés. Cette recombinaison apoptotique a 
été dénommée la recombinaison suicide du locus (LSR) (Péron et al., 2012b). 
 

Leàfrei à ajeuràda sàl’a al seàduàph o eàdeàL“Ràestàlaàperteàd’expressio àduàBCRà
etàlaà ortà ellulaireà uiàl’a o pag e t.àL’esti atio àdeàlaàfr ue eàdeà età e e tàda sà
des cellules B sauvages est donc très difficile. Cette possibilité de stopper de façon définitive 
l’expressio àduàr epteur majeur impliqué dans la survie de la cellule B pourrait être aussi 
ie àu à e e tà rareà u’u eà oieà i porta teàda sà laà r gulatio àdeà l’ho ostasieàdeà laà
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cellule B. Nous avons donc décidé de créer un modèle murin transgénique (LSR-µKI) qui se 
caract riseà parà l’i sertio à duà g eà o pletà hu ai à IgHà Cµà e à a alà d’u eà desà r gio sà
répétitives sur lesquelles le phénomène de LSR a lieu, la région LS11, dans la partie distale de 
laàr gio à3’RRà uri e.àM eàsiào àseàdouteà ie à ueàlesàre o i aiso sàsur e a tàen amont 
deà laà 3’RRà i.e.à jus u’ à à k à duà g eà Cµà i s r ,à auro tà peuà deà ha eà deà per ettreà
l’expressio à deà eà g e,à otreà strat gieà reposeà surà leà faità ueà lesà ellulesà Bà r alisa tà
l’ e e tàdeàL“Ràda sàleàr gio sàlesàplusà3’àdeàlaà3  RR, par exemple au niveau de la région 
LS11, pourraient alors épisser le VDJ sur le CH1 de notre knock-in et exprimer de ce fait une 
IgMàhu ai eàfo tio elle.à“ià ’estàleà as,à esà ellulesàsero tàsau esàparàleà« signal tonique » 
induit par ce nouveau BCR, échapperont donc au destin fatal normalement associé à la LSR. 
Laà pre i reà o ser atio à satisfaisa teà à proposà deà otreà od leà L“RµKI,à ’està
u’effe ti e e tàlaàstrat gieàesp r eàfo tio eàetà ueàleàKIàr sulteàe àlaàprodu tio àd’u eà

quantité faible mais mesurable de chaîne lourde µ chimérique humaine. 
 

L’a al seàdeàlaàs r tio àdesàdiff re tesà lassesàd’i u oglo uli esàparàlesàa i auxà
LSR-µKIài di ueà ueàl’i sertio àduàg eàCµàhu ai àe àa alàdeàl’ l e tàhs àdeà3’RRàse leà
moduler qualitativement certains aspects de la réponse immunitaire humorale, et notamment 
l’a o da eà relati eà desà di ersesà lassesà età sous- lassesà d’Ig.à ái si,à o à oteà u eà l g reà
diminution de la réponse IgA et IgE basale, avant toute immunisation (IgE),  et plus encore 8 
jours après immunisation avec des hématies de mouton (IgA et IgE). Les animaux LSR-µKI 
poss de tà gale e tàda sàleuràs ru àdesàIgMàhu ai es,àtauxà uiàaug e teàd’u àfa teurà à
apr sài u isatio .àCetàa roisse e tàdeàlaàprodu tio àd’IgMàhu ai esà ousà o fir eàauà
moins que la LSR est un ph o eàr gul à uiàaug e teàa e àl’a ti atio àB,àetàdo ào àpeutà
aturelle e tàpe serà u’ilàd pe dàd’u eàpartàdeàl’a essi ilit àdeàlaà3’RRàauxàre o i aiso sà

(préférentiellement aux régions switch dans certaines cellules ? ,à età d’autreà partà deà
l’i pli atio àd’áID,à or ale e tàexpri eàu i ue e tàparàlesàl pho tesàBàlorsàduà e treà
germinatif (Mabbott and Gray, 2014).àCepe da t,àlaàpr se eàd’u àtauxà asalàdeàs r tio àdesà
IgM humaines dans le sérum des animaux LSR-µKIà le sà e à zo eà exe pteà d’orga is esà
pathogènes spécifiques (EOPS) nous indique que le mécanisme de LSR peut survenir à bas 
bruit même dans ces conditions de quasi-repos du système immunitaire, et aboutir à la 
différenciation de plasmocytes (dont la durée de vie restera à apprécier ? .àE àplusàd’a oiràu eà
a tio àsuràl’ho ostasieàdeàlaà elluleàBàdura tàu eàr po seài u e,àlaàL“Ràpourraitàd’ailleursà
aussià treà u à o e à d’ li i erà lesà l pho tesà Bà expri a tà deà faço à i te pestive ou 
d r gul eàáIDàe àdehorsàduà o texteàduà e treàger i atif.à Ilàaàe àeffetà t à o tr à u’áIDà
peut être exprimée dans les lymphocytes B en développement, certes à faible taux mais de 
façon significative étant donné que des évènements de CSR et de SHM sont détectables dans 
de telles conditions (Robbiani and Nussenzweig, 2013). 
Des stimulations de lymphocytes B ex vivo nous ont permis de démontrer que, dans des 
o ditio sàoùàlaàre o aissa eàd’ODN-CpG par le TLR9 provoquait bien une activation des 
l pho tesàBàetàlaàC“R,àlaàL“Rà ’ tait quant à elle pas stimulée. Ce type de signal est plutôt 
lié physiologiquement aux infections virales ou microbiennes intracellulaires, et on le pense 
aussi impliqué dans le maintien de stimulations antigène-indépendantes des cellules B 
mémoires ; quel qu’e à soità leà o texte,à osà exp rie esà pr li i airesà sugg re tà ueà eà
stimulus ne serait pas inducteur de LSR.  
En revanche, une stimulation in vitro par le LPS (et la voie TLR4) induit dans notre modèle la 
L“Rà a ifest eàpourà ousàparà laà s r tio àd’IgMàhumaine dans le milieu de culture). Les 
infections bactériennes extracellulaires pourraient donc par la même voie être capables 
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d’i duireàu eàre o i aiso àsui ideàda sàlesàl pho tesàB.àL’ e e tàdeàL“Rài duitàparà
le LPS est par ailleurs potentialisé ave àl’ajoutàd’IL àda sàleà ilieu,à i a tà àlaàfoisàu à o texteà
i fe tieux,à età laà pr se eà d’u eà toki eà do tà o à saità u’elleà peutà treà d’origi eà Tà TFH 
principalement) mais aussi éventuellement produite par les mastocytes stimulés, voire les 
ellulesà de driti uesà pla esà e à o ditio à TH .à Laà r po seà auà LP“à seulà ouà a e à deà l’IL à
sugg reà ueàlaàL“Ràestàpossi leàlorsàd’u eàr po seàTài d pe da teà o eàTàd pendante. Si 
la réponse T dépendante semble potentialiser la fréquence de LSR, il est également possible 
ueà lesàsig auxàd’a ti atio àreçusàparà lesà l pho tesàBàsoie tàplusà forts,àpro o ua tàu eà

prolifération cellulaire et des clusters plus importants, et dès lors augmentant la probabilité 
d’apparitio àdeàlaàL“R. 
Nosà exp rie esà e à eà do ai eà reste tà pourà l’i sta tà tr sà pr li i airesà puis u’ellesà eà
od lise tàpasàl’a ti atio àduàr epteuràd’a ti atio à e tralàdeàlaà elluleàB : le BCR. Il nous 

restera à étudierà o e tà lesà ellulesà Bà seà o porte tà o parati e e tà lorsà d’u eà
sti ulatio àBCRàseuleà i a tàl’a tig e ,àBCRà+àTLR ,à ersusàTLR àseule. 
 

Paràailleursàetàdeà faço àpourà l’i sta tà totale e tà i expli u e,à ousào ser o sàda sà
notre modèles des anomalies du développement B précoces qui restent à explorer plus en 
d tail.àL’a al seàdesà o parti e tsàBàdeàlaà oelleàosseuseà ousài di ueàu eàa u ulatio à
des cellules B aux stades pro-B  et pro/pré-B dans les souris LSR-µKI en comparaison avec des 
souris sauvages (0,81% contre 0,04% et 0,64% contre 0,35% respectivement). Si le stade large 
pré-B est légèrement moins représenté dans les animaux transgéniques (0,1% pour les LSR-
µKIà o treà , %àpouràlesà o trôles ,àilà ’existeà ueàtr sàpeuàdeà ellulesàauàstadeàs all pré-B 
(0,01%) alors que cette population représente 1,5% du total de lymphocytes de la moelle 
osseuse.àLaàlitt ratureà ousài di ueà ueàl’ l e tàhs àdeàlaà3’RRàestàa tifàd sàleàstadeàpro-B 
(Madisen and Groudine, 1994; Michaelson et al., 1995),àl’i sertio àduàg eàCµàhu ai àe àa alà
de hs4 pourrait-elle limiter son action lors du développement B, ralentissant le passage des 
cellules B au stade large pré-B et essentiellement au stade small pré-B ? La population de B 
immatures dans les souris LSR-µKI (1,7%) est lui légèrement plus faible que celui des souris 
sauvages (2,3%), mais il indiqueà u’au u àfrei à ’estàpr se tàlorsàduàpassageàduàstadeàs allà
pré-B au stade immature. Le même phénomène est observé dans la rate. Les populations de 
lymphocytes B transitionnels T1, et de façon plus marquée pour les T2 et T3, sont plus 
importantes et peu de cellules semblent se différentier en lymphocytes B folliculaires, faisant 
chuter le taux des B FO (LSR-µKI  T1 = 1,63%, T2 = 4,34%, T3 = 3,26%, FO = 6,25% ; sauvage 
 T1 = 1,2%, T2 = 1,42%, T3 = 1,74%, FO = 25,23%). Est-ce la construction génétique qui 
pro o ueà etteà r partitio à ellulaireàouà l’ e e tàdeàL“Ràe à lui-même qui empêche les 
cellules transitionnelles de se différentier en lymphocytes folliculaires ?àYàaàt’ilàauà o traireàe à
aval un défaut de prolifération des cellules folliculaires ? Ces uestio sàso tàpouràl’heureàsa sà
réponse. Les populations des lymphocytes B1a, B1b et B de la zone marginale, toutes 
spécialisées dans la réponse humorale rapide et de façon T-indépendante et productrices 
d’IgMà uri esàpri ipale e t,àso tàplusài porta tes dans les animaux LSR-µKI que chez les 
animaux sauvages de facteurs allant de 1,3 à 3 (respectivement : 1,48% contre 0,43% pour les 
B MZ ; 0,17% contre 0.06% pour les B1a ; 1,06% contre 0,8% pour les B1b). Ces données 
peuvent expliquer le fait que les souris LSR-µKIà produise tà plusà d’IgMà uri eà suiteà à u eà
réponse immune que les souris sauvages (figure 3). La population de lymphocytes BREGS qui 
est 4 fois plus importante chez les LSR-µKI (0,16%) que chez les contrôles (0,04%). Le fait que 
la population de BREGS croit lorsque le mécanisme apoptotique de la LSR est en partie annulé 
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semble indiquer que la recombinaison suicide peut également jouer un rôle dans la régulation 
des BREGS. 
 

L’ tudeàduàr pertoireàVH des IgM humaines nous a surpris par son utilisation différente 
des familles de VH et principalement en ce qui concerne la famille VH5. Celle- ià ’estàutilis eà
que de 4,5% à 9,5% par les IgM et IgG2b des souris LSR-µKI et WT contre 22% par les IgM 
humaines des souris LSR-µKI.àLaàdi i utio àduàpour e tageàd’utilisation des autres familles 
de VH par les IgM humaines est une conséquence directe de la surutilisation des VH5, les 
proportio sàd’utilisatio àdesàfa illesàe treàellesà ta tài ha g es.àIlàexisteà àseg e tsàVH à
fonctionnels sur le locus IgH murin, et tous sont situés dans la partie distale du cluster des 
gènes VH,àe treà à3 àetà à k àdeà laàpartieà t lo ri ueà ’àduà lo usà IgH.àCepe da t,à lesà
autres gènes VH présents dans cette portion du locus qui constituent la famille des VH2 sont 
moins utilisés dans les IgM humaines que dans les IgM et IgG2b de souris LSR-µKI et WT. La 
surutilisation des VH à ’estàdo à raise la le e tàpasàdueà à leuràlo alisatio àsurà leà lo usà
aisà plutôtà auxà propri t sà deà liaiso à desà a tig esà ouà à d’autresà ara t resà ph si o-

chimiques ? à u’ilsà o f re tàauxài u oglo uli es.àIlàestài t ressa tàdeà oteràu àautreà iaisà
des répertoires VH d j àrapport à hezàl’Ho e.àParàexe ple,àlaàfa illeàdesàVH àestàsurutilis eà
par les IgE et les IgA présentes dans les muqueuses nasales de patients atteints des rhinites 
(Coker et al., 2005), ainsi que par les IgE présentes dans le sang, les muqueuses des poumons 
et la rate de patients asthmatiques (Snow et al., 1995, 1997, 1999). Les VH5 sont aussi 
surabondants dans le sang de patients atteints de dermatose atopique (van der Stoep et al., 
1993).àCepe da t,à ie à u’ellesàporte tà laà eà u rotatio ,à lesàfa illesàVH5 murine et 
humaine ne regroupent pas les mêmes immunoglobulines. Ainsi, la famille VH5 murine est 
plutôt homologue à la famille VH3 humaine (de Bono et al., 2004)( http://www.imgt.org). Or 
si les VH3 ne semblent pas revêtir une importance quelconque dans les allergies, Il a été 
o tr à u’ellesà taie tà surutilis esà parà les lymphocytes malins. Différentes études sur 

différents groupes ethniques ont montré que la famille humaine des VH3 est la plus utilisée 
par les leucémies lymphoïdes chroniques, la macroglobulinémie de Waldenström et certains 
lymphomes B tels que les lymphomes du MALT (Arons et al., 2006; Bahler et al., 1991; Donisi 
et al., 2006; Fält et al., 2005),à jus u’ à %à da sà u eà deà esà tudes.à Età sià leà pour e tageà
d’utilisatio àestàplusàfai leàda sàlesàautresà tudes,àilà ’e àresteàpasàmoins le plus élevé vis-à-
vis des autres familles VH.àDeàplus,àl’utilisatio àdesàVH3àestàasso i eà àu àfai leàpro osti ue.à
Bie àsûr,à eà ’està à eàstadeà u’u à o je ture,à aisàsiàlaàfa illeàVH3 humaine et la famille VH5 
de la souris partageaient un même talo àd’á hilleàd’e gageràlesà ellulesàBàda sàdesàr po sesà
immunes délétères « pro-lymphomogène », la LSR pourrait donc jouer un rôle dans 
l’ li i atio à deà ellulesà pote tielle e tà expos esà à laà tra sfor atio à tu oraleà ellulesà
impliquées dans des stimulations chroniques ? cellules à BCR canoniques spécifiques 
d’ pitopesà o u sà àdesàauto-antigènes et des Ag microbiens ?). 
L’a al seà desà tauxà deà utatio sà desà CDR à età à desà i u oglo uli esà ousà apporteà deà
nouvelles informations associées à de nouvelles interrogations. Globalement, les IgG2b des 
deuxàgroupesàd’a i aux,àL“R-µKI et sauvage, sont plus mutées que les IgM murines (4,92% 
contre 3,51%, et 2,61% contre 1,35% respectivement). Cette augmentation est cohérente, les 
IgG2b étant sécrétées par des plasmocytes après transité dans un GC, où les cellules B sont 
ciblées par AID durant les évènements de SHM et de CSR. Les Ig des LSR-µKI sont par contre 
deux fois plus mutées que celles des contrôles. Le seul changement entre les souris sauvages 
et les LSR-µKI consisteàe àl’i sertio àduàg eàCµàhu ai àe àa alàdeàl’ l e tàhs àdeàlaà3’RR,à
oràsiàlaàd l tio àlesà l e tsàhs3 àetàhs à ’aàpasàd’i pa tà ajeuràsuràlaà“HMà(Morvan et al., 
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2003),à l’a latio à totaleàdeà laà 3’RRà r duità laà fr ue eàdeà laà “HMàa e à seule e tà u àeffet 
mineur sur la transcription (Rouaud et al., 2013).àL’i sertio àduàg eàCµàhu ai àpourrait-elle 
odifieràlaàfaço àdo tàlaà3’RRài teragitàa e àlesàg esàduàlo usàIgHà à uteràlorsàdeàlaà“HM,à

fa ilita tàleà i lageàd’áIDàetàfa orisa tàlaà“HM ? 
La comparaison du taux de mutations des IgM humaines (3,85%) avec celui des IgM murines 
(3,51% - avant GC) et des IgG2b (4,92% - après GC) des souris LSR-µKI le place entre le deux. 
Ceàr sultatàse leài di uerà ueàlesà ellulesàBà a didatesà àlaàL“Ràpasse tà ie àauàsei àd’u à
centre germinatif,àoùà l’ e e tàdeà“HMà à lieuàda sà laàzo eàso reà (De Silva and Klein, 
2015),àa a tàd’ treàs le tio esàpouràlaàL“Ràda sàlaàzo eà laire.àEta tàdo àlaàproxi it àduà
taux de mutations des IgM humaines avec celui des IgM murines, il est probable que les 
lymphocytes B qui réalisent la LSR ne restent pas longtemps dans le centre germinatif et sont 
sélectionnés dès les premiers passages dans la zone claire. Concernant la famille des VH5, il 
est étonnant de constater que celle-ci est bien moins mutée chez les IgM humaines (0,17%) 
que chez les IgM murines (1,42%) et les IgG2b (1,47%). Le BCR dans sa configuration native 
soumettrait la cellule B à la sélection par la LSR, et non pas forcément un BCR muté après 
l’a tio àd’áIDàetàlaà“HM. 
 

L’ e e tàdeàL“Ràestàpeut-être rare, et il est à coup sûr fugitif puisque rapidement 
conclu par la mort cellulaire. En outre, notre modèle ne peut « sauver » que les cellules B où 
la recombinaison LSR a lieu sur la ou les dernières régions LS. Cette rareté rend la détection 
desà ellulesàexpri a tàu àBCRà àIgMàhu ai eà hIgM àtr sàhasardeuse.àNousà ’a o sàjus u’i ià
puà oiràe ài agerieàdire teà ueàdeàraresàplas o tesàre plisàd’IgMàhu ai esàà etàattesta tà
deà l’a essi ilit àdeà otreàg eàµKI àsuràu eà oupeàdeàrateàpro e a tàd’a i auxà le sàe à
o ditio sà exe ptesà d’orga is esà pathog esà sp ifi uesà età i u is sà à joursà a e à desà
h atiesà deà outo .à L’ e e tà deà L“Rà ta tà d pe da tà d’áID,à e z eà or ale e tà
tra s riteà u’auàsei  des centres germinatifs (Mabbott and Gray, 2014), nous nous attendons 
à identifier les cellules post LSR dans les GC ou en périphérie de ces GC. A ce jour, nos moyens 
d’i agerieà eà ousàper ette tàpasàdeàdireàoùàseàpasseàl’ e e tàdeàL“Ràetàoùàapparaisse tà
les cellules à BCR IgM humain. Les quelques plasmocytes observés laissent la porte ouverte à 
toutesàlesài terpr tatio s.à“iàlaàL“Ràestàutilis eà o eà o e àd’ li i atio àdesà ellules non 
sélectionnées dans la zone blanche du GC, sont-elles alors été éjectées du GC car elles ne 
reçoivent pas les instructions nécessaires à un retour dans la zone sombre pour un nouveau 
cycle de prolifération ? Ces cellules ont-elles achevé leur différentiation en plasmocytes ce qui 
a provoquer leur sortie du centre germinatif ? 
U eàautreàh poth se,à o àex lusi eàetàpou a tàre dreà o pteàdeàl’e pla e e tàdeà esà
cellules hIgM+, serait que AID ait été exprimée de façon aberrante par les lymphocytes B en 
dehors du GC (Robbiani and Nussenzweig, 2013).àLaàL“R,àd pe da teàd’áID,àpourraitàaussià
treàu à o e àd’ li i atio àdeàtellesà ellulesà àpou oirào og i ueàpar eà ueàsti ul esà

chroniquement par des auto-antigènes. Cette hypothèse serait plus en accords avec le taux 
asalàdeàprodu tio àd’IgM humaines dans des animaux LSR-µKI élevés en conditions 

exe ptesàd’orga is esàpathog esàsp ifi uesàetàja aisài u is sàparàautreà hoseà ueà
leurs propres auto-antigènes ! 
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 Matériels et méthodes 

 
Southern blot 

 
Lesàsouther à lotsàdeà l’áDNàg o i ueàdeà ellulesàE“ào tà t àr alis sà o eàsuit : 

µgàd’áDNàg o i ueào tà t àdig r sàparàE oRI-HF (New England Biolabs) à 37°C  durant 
hàa a tàdeàsu iràu eà le trophor seàsuràgelàd’agaroseà , %àe àTáEà V,à h .àL’áDNàa été 

transféré sur une membrane de nylon (MPBiomedicals, PALL Life Sciences) par transfert passif 
etàestà rossli k àparàu àra o e e tàUV.àLesàso desà ’àetà3’àso tà ar u esàauà 32P et sont 
générées à partir de fragments de Klenow (New England Biolabs). 
La so deà3’àestàu àfrag e tàdeà , k àissueàdeàlaàdigestio àE oRI-HF du plasmide BEC25.1. La 
so deà ’àestàu àfrag e tàdeà , k àissueàdeàlaàdigestio àX aIàduàplas ideàPá 3.àElleà o tie tà
laàpartieà3’àe àa alàdeàl’ l e tàHs , àdeàlaàsouris. 
 
Génotypage des animaux LSR-µKI par PCR 

 
La PCR de vérification de la présence/absence de la cassette Néo lors du croisement 

a e àlaàlig eàtra sg i ueàseàfaitàparàPCRàe àutilisa tàlesàa or esàsp ifi uesà ’ oloxà ’-
GCCAAGCTAGCTTGGCTGCAGGTCGAGCAGTGTG-3’à età 3’ oloxà ’-
CCGAACAAACGACCCAACACCCGTGCGTTTTATTC-3’à lo alis esà surà laà assetteàN o.à L’áDNà està
d atur à à i utesà à °Càetàsu itàe suiteà3 à lesà o pos sàd’u eà tapeàdeàd aturatio à
deà 3 à se o desà à °C,à u eà tapeà d’h ridatio à deà à se o desà à °Cà età d’u eà tapeà
d’ lo gatio àd’ à i uteà à °Càa a tàu eà tapeàfi aleàd’ lo gatio àdeà à i utesà à °C.àLesà
produitsàd’a plifi atio àso tàa al s sàsuràgelàd’agaroseà , %àe àTBEàetào tàu eàtailleàatte dueà
de 1100pb. 
Les PCR de vérification du statut homozygote/hétérozygote du gène Cµ humain dans la lignée 
LSR-µKIà so tà r alis esà e à utilisa tà lesà a or esà sp ifi uesà hC uCH F à ’-
CTCCCAAAGTGAGCGTCTTC-3’à età hC uCH Re à ’-TTGATGGTCAGTGTGCTGGT-3’à pourà
identifier la présence de Cµ humain, et les amorces spécifiques mLSR-KI tF à ’-
ACTCCAGCTCTGACTTGTGT-3’à età L“R-KI tR à ’-TGCCTCAGAGAGCATGTGTT-3’à pourà
ide tifieràl’a se eàduàg eàCµàhu ai .àL’áDNàestàd atur à à i utesà à °Càetàsu itàe suiteà
3 à lesà o pos sà d’u eà tapeà deà d aturatio à deà 3 à se o desà à °C,à u eà tapeà
d’h ridatio àdeà3 àse o desà à °Càetàd’u eà tapeàd’ lo gatio àdeà3 àse o desà à °Càa a tà
u eà tapeàfi aleàd’ lo gatio àdeà à i utesà à °C.àLesàproduitsàd’a plifi atio àso tàa al s sà
suràgelàd’agaroseà %àe àTBEàetào tàu eàtailleàatte dueàdeà3 p àpouràlaàPCRàCµàetà 3 p àpour 
la PCR WT. 
 
Immunisation des souris par des hématies de mouton 

 
Les souris reçoivent une injection intra-p rito aleàdeà µLàd’h atiesàdeà outo à à

%à Bio rieux .àU àpr l e e tàsa gui àaà t àr alis à àJ àetà àJ àapr sàl’i u isatio àsurà
chaque animal et le sérum a été isolé. 
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Quantification des immunoglobulines sériques murines par dosage ELISA 

 
Les immunoglobulines de différentes classes présentes dans les sérums des souris sont 

quantifiées par ELISA dans des plaques 96 puits en polycarbonate (Maxisorp Nunc). Les 
pla uesà so tà trait esà laà uità à °Cà à raiso à deà µlà parà puitsà a e à l’a ti orpsà pri aireà
(Southern Biotec, Cell Lab) approprié dilué dans du tampon Na2CO3 0,05M (1µg/ml IgG total ; 
2µg/ml IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b ; 3µg/ml IgG3 ; 4µg/ml IgA, IgE). La plaque est ensuite vidée 
et bloquée avec du PBS-BSA 3% (Euromedex) pendant 1h à 37°C. 50µl de sérum dilué au 1/50 
dans du PBS-BSA 1% (pur pour les surnageants de culture) est déposé en duplicate dans le 
premier puits est dilué en cascade de 6 en 6. Le standard (Southern Biotec, Cell Lab) est 
préparé de telle sorte que le premier puits soit à 400ng/ml puis est dilué en cascade au demi. 
Les sérums et standards sont incubés 2h à 37°C. Après 3 lavage dans du PBS+Tween20 0,05% 
(Sigma), 100µl/puits d’a ti orpsà se o daireà appropri à o jugu à à laà phosphataseà al ali eà
(Southern Biotec, Cell Lab) dans du PBS-BSA 1% sont ajoutés à la plaque (1µg/ml IgM, IgG1, 
IgG2a, IgG2b, IgG3, IgG total ; 2µg/ml IgA, IgE) qui est alors mise à incubée 1h à 37°C. Après 
deuxàla agesàauàPB“+T ee à , %àetàu àla ageàauàPB“,àl’a ti it àdeàlaàphosphataseàal ali eà
està esur eàparàl’ajoutàdeà µl/puitsàdeàso àsu stratà sui a tàlesàdosesàre o a d esàparà
le fournisseur, Sigmafast p-Nitrophenyl phosphatase Tablets, Sigma) et la réaction est bloquée 
parà l’ajoutàdeà3 µlà deàNaOHà3M.à Laàde sit àopti ueàestà esur eà à à Multiska à FC,à
Thermo Scientific). 
 
Quantification des IgM humaines par dosage ELISA 

 
Les produits plastiques et réactifs sont les mêmes que ceux mentionnés dans le 

paragraphe « quantification des immunoglobulines sériques murines par dosage ELISA ». Les 
différences protocolaires sont les suivantes : les sérums sont dilués initialement au 1/10  dans 
du PBS-B“áà %à età laà ga eà està issueà d’u à s ru à hu ai à do tà leà taux en IgM a été 
pr ala le e tàdos .àL’a ti orpsàpri aireàa tià IgMàhu ai à “outher àBiote ,à lo eà“á-DA4) 
estàutilis à à µg/ làetàl’a tià orpsàse o daireà o jugu à àlaàphosphataseàal ali eà “outher à
Biotec, clone SA-DA4) est utilisé à 1µg/ml. La lecture optique se fait grâce à 405nm (Varioskan 
Flash, Thermo Scientific). 
 
Stimulation in vitro 

 
Les cellules de la rate de souris âgées de 9 mois sont débarrassées de leurs hématies 

paràtraite e tàa e àdeàl’áCK.àEllesàso tà ulti esàda sàduàRPMIà Gi o àsuppl e t àavec 10% 
deà s ru à deà eauà fœtalà d o pl e t à Lo za ,à duà sodiu à p ru ateà Lo za ,à desà a idesà
aminés non-esse tielsà Lo za ,à duà β-mercaptoéthanol (Sigma), 100U/ml de pénicilline et 
100µg/ml de stréptavidine (Gibco). Les splénocytes (1.106 cellules/ml) sont stimulées en 
milieu complet avec du LPS (InvivoGen), IL4 (Prepotech), 1 ou 3µg/ml ODN-CpG (InvivoGen), 
1 ou 3µg/ml ODN-CpG contrôle (InvivoGen). 
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Marquage en cytométrie en flux 

 
Les différents organes à étudier sont broyés et passés sur tamis cellulaire de 40µm 

Fisher ra d,àFisherà“ ie tifi .àLesàh atiesàso tàd pl t esàparàl seà àl’áCK.àLesà ar uagesà
se font sur 1.106 cellules dans 100µl de milieu RPMI 1640 additionné de 10% de sérum de veau 
fœtalà età Mà d’EDTáà a e à lesà pa elsà sui a ts : I) Marqueurs des cellules B de la moelle 
osseuse : B220-PC5 (CD45R), CD19-APCH7, CD24-FITC, CD25-APC, CD43-PE, C-kit-BV421, IgM-
PECy7 et le 7AAD comme marqueur de viabilité. II) Marqueurs des cellules B de la rate : CD19-
APCH7, IgD-V450, CD5-FITC, CD21-PE, CD23-PECy7, IgM-APC et le 7AAD comme marqueur de 
viabilité. Le marquage se fait pendant 30 minutes à 4°C dans le noir. Les cellules sont ensuite 
rincées avec 3ml de PBS-EDAT 2mM, centrifugée 5 minutes à 900g, et remises en suspension 
dans 500µl de PBS-EDTA 2mM. Les cellules sont passées sur le cytomètre LSR II Fortessa 
Be to àDi ki so àetà l’a al seàdesàpopulatio sàestà r alis eà à l’aideàduà logi ielàFáC“àDi a™à

(Becton Dickinson). 
 
Marquage confocal 

 
Lesà ar uagesà d’i u ofluores e eà so tà r alis sà surà desà oupesà d’organes de 8 

microns congelées à -80°C. Les lames sont décongelées et séchées pendant 2h à température 
a ia teàa a tàd’ treàfix esà àl’a to eàfroidà -20°C) pendant 20 minutes à - °C.àL’a to eà
est séchée pendant 10 minutes sous sorbonne. Les coupes sont saturées par un anticorps de 
h reà a tià IgMà deà souris,à adsor à surà l’hu ai à souther à Biote hà refà -01) dilué au 

1/100ème en PBS durant la nuit à 4°C. Après deux rinçages rapides et deux rinçages de 5 
i utesàe àPB“,à lesà oupesà so tà satur esà à l’aideàd'un anti CD16/32 (fc block, clone 24G2 

Becton Dickinson) dilué au 1/50ème en PBS durant 10 minutes à température ambiante. Sans 
ri er,à l’a ti orpsàdeà sourisàa tià IgMàhu ai à oupl à à l’alexaàFluorà à “outher àBiote h,à
clone SA-DA4) dilué au 1/50ème en PBS durant 45 minutes à 37°C. Les lames sont ensuite 
rincées deux fois rapidement puis deux fois 5 minutes en PBS. 
 
Analyse du répertoire V 

 
Deux groupes KI et WT de 5 animaux immunisés par du SRBC et sacrifiés à J8. Les 

cellules CD43- sont isolées par tri magnétique (CD43 Microbeads, Miltenyibiotec) et 
mélangées au sein du groupe. Les ARNs totaux sont extrait par Trizol Reagent (Ambion RNA, 
Lifeà Te h ologies .à Laà tra s riptio à i erseà està r alis eà a e à leà kità “MáRTerà RáCEà ’/3’à
Clo te h àsurà µgàd’áRNàe àutilisa tàdesàa or esàsp ifi uesàdesà lassesàd’i u oglo uli esà

(IgM humaine :à ’-CGGGTACTGCTGATGTCAGA-3’ ; IgM souris :à ’-
CAGGTGAAGGAAATGGTGCT-3’ ; IgG2b sourisà :à ’-GTCCAGACTGCAGGAGAGCT-3’ à à laà pla eà
d’oligo u l otidesàdT.àLesàáDN àso tàe suiteàdilu sàa e à µlàd’eauàultraàpure. 
Les ANDc sont amplifiés dans une « first round PCR » en utilisant la Taq Phusion (New England 
Biola s .à L’a or eà Forà u i erselleà està four ià da sà leà kità deà RáCEà PCRà età l’a or eà Re à està
sp ifi ueà desà lassesà d’i u oglo uli esà et està ioti l eà e à ’à IgMà hu ai e :à ’-BIO-
ACAAAGTGATGGAGTCGGGA-3’ ; IgM souris :à ’-BIO-CTTATCAGACAGGGGGCTCTC-3’ ; IgG2b 
souris :à ’-BIO-TGGACAGGGATCCAGAGTTC-3’ .àCha ueàr a tio àd’a plifi atio àestàr alis eà à
foisà à partirà d’u à u i ueà la geà i itialà a ec le protocole suivant : une phase initiale de 
d aturatio àdeà l’áDNàpe da tà3 àse o desà à °Càetà à lesà o pos sàd’u eà tapeàdeà
d aturatio àdeà àse o desà à °C,àu à tapeàd’h ridatio àdeà3 àse o desà à °Càetàu eà
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tapeàd’ lo gatio àdeà3 àse o desà à °C.àLaàr a tio àseàter i eàparàu eà tapeàd’ lo gatio à
fi aleàdeà à i utesà à °C.àLesà àproduitsàPCRàd’u à eà ha tillo àso tà la g sàetàpurifi sà
sur colonne (Nucleospin Gel and PCR clean-up, Macherey-Nagel) et sont mis à migrer sur gel 
d’agaroseà ,2% en tampon TBE. La bande située entre 500 et 700pb est prélevée et purifiée 
sur colonne. 
Les produits PCR purifiés sur gel sont ensuite purifiés en utilisant des billes magnétiques 
couplées à la streptavidine (Dynabeads MyOne Streptavidin C1, Invitrogen). Les billes sont 
rincée trois fois avec du tampon B&W (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 2M NaCl). Les fragments 
PCR sont incubés avec les billes pendant 1h à température ambiante sous agitation dans le 
tampon B&W. Les billes sont de nouveau rincées trois fois ave àleàta po àB&Wàetàl’ lutio à
desàfrag e tsàPCRàpurifi sàseàfaitàpe da tà3 à i utesà à °Càda sà µlàduàta po àd’ lutio à
(950µl formamide, 20µl 0,5M EDTA, 30µl H2Oàultraàpure .àLaàfra tio àd’ lutio àestàr up r eà
etàdilu eàa e à µlàd’eauàultraàpureàa a t d’ treàpurifi eàsurà olo e. 
Les fragments PCR purifiés sont amplifiés dans une « second round PCR » en utilisant la Taq 
Phusion avec des amorces nichées contenant les adaptateurs « A » et « B »à ai sià u’u eà
s ue eà deà re o aissa eà deà à ases.à L’a or eà u i erselleà ’-
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-[séquence de reconnaissance unique]-
ACGACTCACTATAGGGCAAGCAG-3’ à està utilis eà a e à lesà a or esà sp ifi uesà desà lassesà
d’i u oglo uli esà IgMà hu ai e :à ’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-[séquence de 
reconnaissance unique]-CTCGTATCCGACGGGGAATT-3’ ; IgM souris :à ’-
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-[séquence de reconnaissance unique]-
GGGAAGACATTTGGGAAGGA-3’ ; IgG2b souris :à ’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-
[séquence de reconnaissance unique]-CCCAGAGTCACAGAGGAACC-3’ .à Cha ueà r a tio  
d’a plifi atio à està r alis eà à foisà à partirà d’u à u i ueà la geà i itialà a e à leà proto oleà
suivant :àu eàphaseài itialeàdeàd aturatio àdeàl’áDNàpe da tà3 àse o desà à °Càetà à lesà
o pos sàd’u eà tapeàdeàd aturatio àdeà àse o desà à °C,àu à tapeàd’h ridatio àdeà3 à
se o desà à °Càetàu eà tapeàd’ lo gatio àdeà3 àse o desà à °C.àLaàr a tio àseàter i eàparà
u eà tapeàd’ lo gatio àfi aleàdeà à i utesà à °C.àLesà àproduitsàPCRàd’u à eà ha tillo à
sont mélangés et purifiés sur colonne et sont mis à migreràsuràgelàd’agaroseà , %àe àta po à
TBE. La bande située entre 500 et 700pb est prélevée et purifiée sur colonne. 
Le séquençage se fait sur le GS Junior System (454 Life Sciences) suivant les recommandations 
du fournisseur. Les séquences obtenues sont tronquées à 400pb en amont du gène constant 
et les combinaisons VHDJH so tà ide tifi esà gr eà à l’outilà IMGT/HighV-QUEST 
(http://www.imgt.org). 
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Annexe 1 

 
AID-driven deletion causes immunoglobulin heavy chain locus suicide recombination in B 

cells. 

 

Péron S, Laffleur B, Denis-Lagache N, Cook-Moreau J, Tinguely A, Delpy L, Denizot Y, Pinaud 
E, Cogné M. 
 
Science 2012, volume 336, numéro 6083, pages 931-934. 
 
 

Da sà etàarti le,à ousà o tro sà ueàlaàr gio àr gulatri eàe à3’àduàlo usàIgHàestàtra s riteàetà
ut eàsousàl’a tio àd’áID.àDesàre o i aiso sào tà gale e tàlieuàauà i eauàdeàr gio sàd’áDNà

dites  LS. Ces régions LS sont conservées (chez les mamifères dont le génôme est disponible) 
et répétées. Ces recombinaisons, nommées les recombinaisons suicides du locus (LSR), 
li i e tàl’i t gralit àdesàg esà o sta tsàduà lusteràetàre de tài possi leàl’expressio àd’u eà

immunoglobuline à la surface de la cellule B, pourtant cruciale pour sa survie. La fréquence de 
cet évènement est proche de celui de CSR, ce qui en fait un potentiel régulateur de 
l’ho ostasieàdesà ellulesàB. 
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AID-Driven Deletion Causes
Immunoglobulin Heavy Chain Locus
Suicide Recombination in B Cells
Sophie Péron, Brice Laffleur, Nicolas Denis-Lagache, Jeanne Cook-Moreau, Aurélien Tinguely,
Laurent Delpy, Yves Denizot, Eric Pinaud, Michel Cogné*

Remodeling of immunoglobulin genes by activation-induced deaminase (AID) is required for affinity
maturation and class-switch recombination in mature B lymphocytes. In the immunoglobulin
heavy chain locus, these processes are predominantly controlled by the 3′ cis-regulatory region. We
now show that this region is transcribed and undergoes AID-mediated mutation and recombination
around phylogenetically conserved switchlike DNA repeats. Such recombination, which we term locus
suicide recombination, deletes the whole constant region gene cluster and thus stops expression
of the immunoglobulin of the B cell surface, which is critical for B cell survival. The frequency of this
event is approaching that of class switching and makes it a potential regulator of B cell homeostasis.

I
mmunoglobulin (Ig) production relies on se-

lection of B cells harboring antigen-specific B

cell receptors (BCRs). During antigen-driven

responses, Ig genes are reshaped by activation-

induced deaminase (AID)–dependent modifica-

tions. After somatic hypermutation (SHM) within

germinal centers (GCs), B cells with the high-

est affinity Ig variable (V) domains preferen-

tially capture interactions with T cells. In parallel,

AID-dependent class-switch recombination (CSR)

diversifies Ig classes. CSR affects the Ig heavy

chain (IgH) locus by joining repetitive switch (S)

regions that precede Ig isotype–determining con-

stant (C) genes.

Besides the selected winners of random

AID-mediated SHM, many cells are obviously

losers or undesired responders deserving elim-

ination. Although some unfavorable mutations

can promote apoptosis (1), abundant survival

signals within the GC environment and lig-

ands for nuclear factor kB–activating surface

receptors might also activate bystander cells

Fig. 1. The IgH 3′RR contains LS sequences targeted by AID. (A) LS repeats
within the mouse 3′RR. (B) Real-time quantitative PCR (qPCR) evaluated
hs1-2 and hs4 transcripts in pro-B cells (n = 2), resting B cells (n = 3), in vitro
activated B cells (n = 7 for hs1-2 and n = 3 for hs4), plasmablasts (n = 3), and
plasma cells (n = 5). (C) RNAPII binding. Chromatin immunoprecipitation (ChIP)
assay was performed without (mock) or with antibodies against RNAPII in in vitro

LPS-stimulated B cells (n = 3). Enrichment of hs1-2 and hs4 sequences was
assessed by real-time qPCR. CD19 promoter (pCD19) was a positive control. (D)
Hs1-2mutation frequency in wild-type (WT) andAicda−/−B cells. (E) Hs1-2mutation
spectrum. Number and nature of mutations are depicted. (F) Location of mutations.
RGYW and WRCY motifs are underlined. For (B) and (C), results are expressed as
mean T SEM. ns, not significant; *P < 0.05; **P < 0.01 (unpaired two-tailed t test).

Limoges University, CNRS, 2 rue Marcland, 87025 Limoges
Cedex, France.
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with useless BCRs or yield harmful clones

that bind self or environmental antigens after

random remodeling of the BCR repertoire. Be-

cause class-switched antibodies are potent ac-

tors of autoimmunity and/or hypersensitivity,

means for restricting CSR and reentry of class-

switched cells into SHM would help ensure

the specificity of immune responses. Yet, how the

post-GC repertoire is controlled remains poorly

understood.

The mouse IgH locus 3′ regulatory region

(3′RR) contains four enhancers (hs3a, 1-2, 3b,

and 4) with strong B-lineage specificity (2, 3).

It undergoes chromatin remodeling after B cell

activation and physical interactions with distant

promoters, thus controlling germline transcrip-

tion andCSR tomost C genes and contributing to

SHM (4–15). Both the mouse and human 3′RRs

include inverted repeats and multiple stretches

of repetitive DNA (16–19). We analyzed lengths

and locations of 3′RR DNA repeats, looking for

sequences similar to S regions, which are known

to be functionally important (20, 21). In Sg, 5–

base pair (bp) repeats are arranged within higher-

order 49-bp repeats. Dot-plot analysis of the

mouse 3′RR revealed 11 0.5- to 1-kb-long “like-

Sg” stretches (LS regions) where 49-bp repeats

appeared with a threshold set above 60% iden-

tity (Fig. 1A). LS1 precedes hs3a; six stretches

(LS2 to LS7) are included in the palindrome

flanking hs1-2, two blocks (LS8 and LS9) follow

hs3b, and another two (LS10 and LS11) follow

hs4. We performed similar analyses on human,

rabbit, and dog, for which complete IgH locus

sequences are available. In all four species, LS

regions flank both sides of the 3′RR and are in-

terspersed with enhancers. Human LS repeats are

better defined, with greater than 80% identity,

whereas rabbit and dog LS regions are highly

clustered (rabbit LS4 and dog LS3 are longer

than Sa) (fig. S1).

Interspecies conservation of LS repeats sug-

gests that they may have a functional role. Be-

sides their structure, a major feature of S regions

is germline transcription before CSR. We thus

evaluated mouse 3′RR primary transcription

around hs1-2 and hs4 (Fig. 1B). Transcripts were

barely detectable in resting B cells but readily ap-

peared upon activation with lipopolysaccharide

(LPS). In parallel, chromatin immunoprecipita-

tion (ChIP) experiments confirmed that RNA

polymerase II (RNAPII) was associated with 3′

enhancers in activated B cells (Fig. 1C), a find-

ing that was not commented on but recently

appeared in a genome-wide analysis of RNAPII

load (22).

Transcription in activated B cells can result

in AID recruitment. V(D)J regions targeted by

AID undergo high rates of SHM (above 2% mu-

tations in GC B cells). A much lower off-target

rate of AID-mediated mutations affects other

non-Ig genes transcribed in B cells (23). The 3′

RR elements regulate AID-mediated CSR by

physically interacting with AID-targeted IgH

promoters (2, 6, 11, 12). We wondered whether

transcribed 3′RR elements could also be targeted

by AID and undergo SHM. In hs1-2 sequences

from activated B cells, we found 0.11% SHM

(compared with 1.96% for VkJk SHM in the

same samples) (Fig. 1D). Hs1-2 SHM was re-

stricted to AID-sufficient mice and showed no

preference for dA/dTor dC/dG residues (Fig. 1E).

AID preferentially targets RGYW and WRCY

(where R indicates purine; G, guanine; C, cytosine;

Y, pyrimidine; W, adenine or thymine) motifs,

whereas the base excision repair and mismatch

repair processes generate additional mutations.

Like V regions, only one-fourth of 3′RR muta-

tions segregated within RGYW or WRCY (Fig.

1F). SHM appeared higher within LS repeats

(0.28%) than within core enhancers, approximat-

ing the rate observed for Sm in the same cells

(0.42%) (Fig. 1E).

Besides trans-acting factors induced by B cell

activation, CSR cis requirements include repeti-

tive DNA, transcriptional accessibility, and AID

recruitment (24). We thus wondered whether

the 3′RR by itself might constitute a substrate

for CSR-like recombination and designed prim-

ers flanking potential junctions between Sm

and 3′RR LS regions (Fig. 2A). To avoid the

multiple tandem or inverted repeats within the

3′RR and to prevent polymerase chain reaction

(PCR) artifacts, we focused on two unique re-

gions following the well-defined LS4 and LS10-

LS11 stretches (Fig. 2B and table S1). We were

able to detect junctions readily and specifically

in activated B cells but not in AID-deficient B

cells nor in B cells lacking Sm [a1KI mice (25)].

Sm-to-LS recombination breakpoints were

cloned and sequenced (Fig. 3 and fig. S2). By

linking the 3′RR and Sm, the complete C gene

Fig. 2. LSR induction in B cells activated in vitro is AID-dependent. (A) LSR between Sm and LS4 or LS10-
LS11. (B) LSR was studied by using nested PCR on splenocytes before and after 3 days of LPS activation
from the indicated strains of mice (the experiment was repeated 20 times on WT cells, 7 times on AID−/−

cells, and 5 times on a1KI cells). a1KI B cells have a deletion of Sm. UPF1 amplification is a DNA quality
control. D0, day 0; D3, day 3; LT, T lymphocytes; ES, embryonic stem cells; F, fibroblasts.

Fig. 3. Characterization of LSR junctions. (A) Lo-
cations of LSR junction breakpoints (arrows) on Sm
and 3′RR sequences. (B) Characterization of Sm-3′RR
junctions.
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cluster is deleted, thereby eliminating BCR ex-

pression (or Ig secretion for cells engaged in

plasma cell differentiation). Given the impor-

tance of BCR expression for B cell survival, we

call this process locus suicide recombination

(LSR). As for CSR, short junctional micro-

homologies were occasionally observed. Several

complex junctions were characterized: In 2 out

of 20 Sm-LS10-LS11 junctions, an intra-Sm de-

letion occurred, whereas another case featured

a junction from Sm to Sg2b and then from Sg2b

to LS10-LS11. Among 13 Sm-LS4 junctions

sequenced, 1 showed a sequential recombina-

tion from Sm to Sg3 and then to LS4 (fig. S2).

Because LSR deletes the C gene cluster and

is thus expected to compromise B cell survival,

comparing frequencies of past lethal LSR versus

viable CSR events likely underestimates LSR.

Instead, we quantified ongoing recombination

by amplifying the circles excised from the IgH

locus as by-products of AID-mediated chromo-

somal deletions (Fig. 4). Such circles are devoid

of replication origin, and CSR circles are thus

not expected to be amplified with proliferation

of class-switched cells. To evaluate LSR frequen-

cy, we comparatively amplified CSR circles

( joining Cm to a downstream I promoter) and

LSR circles ( joining Cm to hs1-2), in serial dilu-

tions of B cell DNA. In activated B cells, we

were able to systematically detect LSR circles

in 10 ng of DNA (~2000 cells) or occasionally

in 1 ng (~200 cells). By using this approach, we

found that, in DNA samples from B cells stim-

ulated under a variety of conditions, LSR circles

that contained LS4 were detectable in amounts

similar to CSR circles (Fig. 4B). Moreover, LSR

is likely underestimated because multiple LS

stretches are dispersed throughout the mouse

3′RR and not only downstream of hs1-2. Al-

though we did not find LSR junctions in sev-

eral commonly used cell lines, including mature

B cell and plasma cell lines, they were readily

detected in three out of eight IgG class-switched

hybridomas, showing that in some cases LSR

can only occur on the nonfunctional IgH allele

(fig. S3A).

Besides comparing various in vitro B cell

stimulation conditions on splenocytes (Fig. 4B),

we assayed in vivo stimulated B cells after mouse

immunization with LPS or sheep red blood

cells (SRBCs) (Fig. 4C). LSR was found in all

conditions of in vivo or in vitro B cell activation,

and neither cytokines nor BCR cross-linking

changed its in vitro occurrence. It was also de-

tected both inmarginal zone and follicular B cells

sorted from spleens of immunizedmice (fig. S3B).

Lastly, it was possible by cell cytometry to show

one of the likely consequences expected from

in vivo occurring LSR, that is, the presence in

the spleen of immunized animals of a small pro-

portion of B cells losing BCR expression upon

activation (fig. S4). These BCR-negative cells

were specifically engaged into apoptosis and sig-

nificantly differed from BCR-positive cells with

regard to annexin V staining (fig. S4B).

AID and the IgH 3′RR are major players in

B cell maturation by controlling germline tran-

scription, SHM, and CSR and finally yielding

high-affinity BCR and Ig of different isotypes

(2). We show that the 3′RR itself undergoes

germline transcription specifically in activated

B cells. Transcription of RNAs from other en-

hancers (“eRNAs”) was recently reported and

correlated with enhancer activity (26). Similarly

to C gene germline transcription, 3′RR eRNAs

likely promote AID accessibility. Although the

IgH locus forms loops through interactions be-

tween the 3′RR and S regions before CSR (12, 13),

we show that AID also mutates or breaks the

3′RR itself. DNA synapses may thus either join

broken S regions for CSR or Sm and 3′RR, ini-

tiating LSR as a competing process. IgH loops

are most likely modulated by costimulatory sig-

nals and T-dependent cytokines influencing B cell

fate (12). Although LSR frequency varied in some

in vitro experiments, it was neither stimulated

nor inhibited when interleukin 4 (IL4), trans-

forming growth factor–b (TGFb), or interferon

g (IFNg) were added, nor by BCR ligation, as

far as we can judge by our semiquantitative ge-

netic assay.

How the CSR/LSR balance is finely regu-

lated in vivo remains to be determined. Conserved

LS repeats could also serve unknown functions

other than LSR, whereas LSR could preferen-

tially target nonfunctional alleles. However, the

latter hypothesis is unlikely because LSR on the

nonfunctional allele would have little functional

implications and is unlikely to justify the evolu-

tionary conservation of LS sequences. Inactivation

of one allele in GCB cells lacking recombination

activating gene (RAG) activity cannot allow BCR

editing either, and we favor the hypothesis that

LSR eliminates some mature B cells by targeting

the functional allele (eventually being biallelic

upon parallel accessibility to recombination). Be-

yond IgH locus accessibility, cellular interactions

within the GC are the fine modulators selecting

high-affinity class-switched clones. In this con-

text, LSR might contribute to B cell homeosta-

sis and lead to B cell death when stimulation is

suboptimal, whereas efficient cytokine-dependent

germline transcription of C genes in an optimal

microenvironment would promote CSR and sur-

vival of selected antigen-specific B cell clones.

LSR could also help shape the peripheral B cell

repertoire if it is regulated by BCR antigen

specificity.
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Quantitative Sequencing of
5-Methylcytosine and
5-Hydroxymethylcytosine at
Single-Base Resolution
Michael J. Booth,1* Miguel R. Branco,2,3* Gabriella Ficz,2 David Oxley,4 Felix Krueger,5

Wolf Reik,2,3† Shankar Balasubramanian1,6,7†

5-Methylcytosine can be converted to 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) in mammalian DNA by the
ten-eleven translocation (TET) enzymes. We introduce oxidative bisulfite sequencing (oxBS-Seq),
the first method for quantitative mapping of 5hmC in genomic DNA at single-nucleotide resolution.
Selective chemical oxidation of 5hmC to 5-formylcytosine (5fC) enables bisulfite conversion of
5fC to uracil. We demonstrate the utility of oxBS-Seq to map and quantify 5hmC at CpG islands
(CGIs) in mouse embryonic stem (ES) cells and identify 800 5hmC-containing CGIs that have
on average 3.3% hydroxymethylation. High levels of 5hmC were found in CGIs associated with
transcriptional regulators and in long interspersed nuclear elements, suggesting that these
regions might undergo epigenetic reprogramming in ES cells. Our results open new questions
on 5hmC dynamics and sequence-specific targeting by TETs.

5
-Methylcytosine (5mC) is an epigenetic DNA

mark that plays important roles in gene

silencing and genome stability and is found

enriched at CpG dinucleotides (1). In metazoa,

5mC can be oxidized to 5-hydroxymethylcytosine

(5hmC) by the ten-eleven translocation (TET) en-

zyme family (2, 3). 5hmCmay be an intermediate

in active DNA demethylation but could also con-

stitute an epigenetic mark per se (4). Levels of

5hmC in genomic DNA can be quantified with

analytical methods (2, 5, 6) and mapped through

the enrichment of 5hmC-containing DNA frag-

ments that are then sequenced (7–13). Such ap-

proaches have relatively poor resolution and give

only relative quantitative information. Single-

nucleotide sequencing of 5mC has been per-

formed by using bisulfite sequencing (BS-Seq),

but this method cannot discriminate 5mC from

5hmC (14, 15). Single-molecule real-time se-

quencing (SMRT) can detect derivatized 5hmC

in genomic DNA (16). However, enrichment of

5hmC-containing DNA fragments is required,

which causes loss of quantitative information

(16). Furthermore, SMRT has a relatively high

rate of sequencing errors (17), and the peak call-

ing of modifications is imprecise (16). Protein

and solid-state nanopores can resolve 5mC from

5hmC and have the potential to sequence unam-

plified DNA (18, 19).

We observed the decarbonylation and deami-

nation of 5-formylcytosine (5fC) to uracil (U)

under bisulfite conditions that would leave 5mC

unchanged (Fig. 1A and supplementary text).

Thus, 5hmC sequencing would be possible if

5hmC could be selectively oxidized to 5fC and

then converted to U in a two-step procedure (Fig.

1B). Whereas BS-Seq leads to both 5mC and

5hmC being detected as Cs, this “oxidative

bisulfite” sequencing (oxBS-Seq) approach would

yield Cs only at 5mC sites and therefore allow

us to determine the amount of 5hmC at a partic-

ular nucleotide position by subtraction of this

readout from a BS-Seq one (Fig. 1C).

Specific oxidation of 5hmC to 5fC (table S1)

was achieved with potassium perruthenate (KRuO4).

In our reactivity studies on a synthetic 15-nucleotide

oligomer single-stranded DNA (ssDNA) contain-

ing 5hmC, we established conditions under which

KRuO4 reacted specifically with the primary al-

cohol of 5hmC (Fig. 2A). Fifteen-nucleotide oligo-

mer ssDNA that contained C or 5mC did not

show any base-specific reactions with KRuO4 (fig.

S1, A and B). For 5hmC in DNA, we only ob-

served the aldehyde (5fC) and not the carboxylic

acid (20), even with a moderate excess of oxidant.

The KRuO4 oxidation can oxidize 5hmC in sam-

ples presented as double-stranded DNA (dsDNA),

with an initial denaturing step before addition of

the oxidant; this results in a quantitative conver-

sion of 5hmC to 5fC (Fig. 2B).

To test the efficiency and selectivity of the oxi-

dative bisulfite method, three synthetic dsDNAs

containing either C, 5mC, or 5hmC were each

oxidized with KRuO4 and then subjected to a

conventional bisulfite conversion protocol. Sanger

sequencing revealed that 5mC residues did not

convert to U, whereas both C and 5hmC resi-

dues did convert to U (fig. S2). Because Sanger

sequencing is not quantitative, to gain a more

accurate measure of the efficiency of transforming

5hmC to U, Illumina (San Diego, California) se-

quencing was carried out on the synthetic DNA

containing 5hmC (122-nucleotide oligomer) after

oxidative bisulfite treatment. An overall 5hmC-

to-U conversion level of 94.5% was observed (Fig.

2C and fig. S14). The oxidative bisulfite proto-

col was also applied to a synthetic dsDNA that

contained multiple 5hmC residues (135-nucleotide

oligomer) in a range of different contexts that

showed a similarly high conversion efficiency

(94.7%) of 5hmC to U (Fig. 2C and fig. S14).

Last, the KRuO4 oxidation was carried out on

genomic DNA and showed through mass spec-

trometry a quantitative conversion of 5hmC to
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Commutation de classe 
et hypermutation somatique, 
événements majeurs contrôlés 
par AID

Lors d’une réponse immune, les lym-
phocytes B mûrs activés par l’antigène 
recombinent les gènes codant leur immu-
noglobuline (Ig) membranaire (B cell 

receptor ou BCR). Cette recombinaison 
de class switch (CSR) - ou commutation 
de classe - délète le gène Cμ du locus 
codant la chaîne lourde d’Ig sous l’ac-
tion de l’enzyme AID (activation-induced 

deaminase) et permet de diversifier la 
fonction des Ig par  commutation d’IgM 
(chaîne lourde μ) vers IgG, IgA ou IgE1 
[1-3]. AID attaque l’ADN au niveau des 
cytosines et peut ainsi déclencher soit 
le processus d’hypermutation somatique 

1 « Les immunoglobulines M (IgM) qui portent une chaîne 
lourde μ, représentent la première classe d’anticorps syn-
thétisée par les lymphocytes B quand ils se différencient 
en plasmocytes. Dans le gène codant pour les immunoglo-
bulines, les régions constantes (définissant les différents 
isotypes) sont organisées de telle façon que l’exon μ est le 
premier en 5’, suivi de l’exon , puis γ, , et finalement . 
La commutation isotypique consiste en la substitution de la 
chaîne lourde (H) de l’IgM par celle d’un autre isotype (IgG, 
IgA, IgE) sans que la spécificité antigénique (portée par la 
région variable [V] des immunoglobulines) soit modifiée. 
Cet événement nécessite la recombinaison somatique entre 
deux régions S (switch) situées en amont de chaque région 
constante CH (constant heavy) des chaînes lourdes des 
immunoglobulines. Un autre événement, l’introduction de 
mutations somatiques dans la région V, est un préalable 
nécessaire à la sélection positive des cellules B présentant 
un récepteur de l’antigène (BCR) de forte affinité. Les cel-
lules B exprimant un récepteur de faible affinité sont sélec-
tionnées négativement et meurent par apoptose. » (repris de 
m/s 2003, vol 19, n° 2, pp. 139-41) [12].

(SHM) des régions variables (V)2 pour 
améliorer leur affinité pour l’antigène, 
soit la recombinaison de CSR, grâce à 
des cassures d’ADN double-brin au voi-
sinage de régions cibles très répétitives 
du locus IgH (H pour heavy chain ou 
chaîne lourde), les régions switch (S). 
Ces évènements diversifient dans les 
deux cas les effecteurs de la réponse 
immunitaire. Les deux événements, SHM 
comme CSR, nécessitent la transcrip-
tion des régions cibles sous le contrôle 
d’activateurs situés à l’extrémité 3’ du 
locus IgH, dans la région 3’ régulatrice 
(3’RR) [4, 5]. Des activateurs (enhan-

cers) transcriptionnels s’y trouvent, au 
nombre de 4 chez la souris (hs3a, hs1-2, 
hs3b et hs 4) et de 3 chez l’homme (hs3, 
hs1-2 et hs4, mais avec deux copies de 
la 3’RR en aval du gène C1 et du gène 
C2) (Figure 1). Alors que ces activateurs 
sont individuellement faibles et en partie 
redondants, il existe entre eux une forte 
synergie [6]. Ensemble, ils donnent à la 

2 « La maturation de l’affinité des anticorps au cours de 
la réponse immunitaire correspond à la sélection, dans 
la population des lymphocytes B à mémoire, des cellules 
présentant la meilleure affinité contre l’agent infectieux, ce 
qui permettra une réponse plus rapide et plus efficace lors 
d’une nouvelle rencontre avec ce pathogène. Ce processus 
bien connu fonde la démarche vaccinale. La modification 
du répertoire des gènes des immunoglobulines au cours 
de l’activation des lymphocytes B représente cependant, 
en termes moléculaires, un mécanisme biologique unique 
chez les eucaryotes supérieurs. Elle consiste en effet en 
une mutagenèse localisée, induite par l’agent infectieux, 
aboutissant à l’évolution accélérée des acteurs précisément 
mobilisés pour son élimination. » (repris de m/s 2007, vol 23, 
n° 5 ; pp. 470-2) [13].

3’RR une spécificité B très stringente et 
un potentiel activateur surpassant celui 
des éléments situés en amont sur le locus 
(régions intergéniques V-D, enhancer 
DQ52, enhancer Eμ, etc.). On peut aussi 
considérer que les éléments 5’ ont une 
action qui est restreinte aux étapes pré-
coces du développement B et au contrôle 
des réarrangements VDJ. À l’inverse, la 
3’RR se cantonne (mais avec un rôle 
dominant) à la régulation des événe-
ments génétiques tardifs de la matura-
tion B, lors des réponses immunes [4].

Une nouvelle cible de AID : 
les régions LS de la région 3’RR 
entraînant des recombinaisons 
suicides du locus IgH

De façon inattendue, nous avons 
récemment observé que les activateurs 
transcriptionnels de la 3’RR sont eux-
mêmes transcrits et mutés par l’enzyme 
AID dans les cellules B activées [7]. 
Cette notion mérite d’être considérée 
au regard du caractère très particu-
lier de la 3’RR : les activateurs 3’ du 
locus IgH sont flanqués de séquences 
 répétitives ressemblant aux régions S 
[8, 9] (que nous avons dénommées 
régions LS), présentes à des positions 
phylogénétiquement conservées chez les 
espèces de mammifères pour lesquelles 
la séquence du locus IgH est disponible. 
Finalement, la triade « transcription 
+ structure répétitive + ciblage par AID » 
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 correspond à trois pré-requis de l’acces-
sibilité des régions S aux recombinaisons. 
En effet, nous avons pu mettre en évi-
dence au niveau de la 3’RR l’occurrence 
de cassures double brin au voisinage des 
séquences LS selon un processus voisin de 
la CSR [7]. Les recombinaisons ainsi sus-
citées associent alors la région S la plus 
en amont du locus (région Sμ en amont 
du gène Cμ) aux sites LS situés au sein de 
la 3’RR, complètement en aval du locus. 
Ces recombinaisons provoquent donc 
une délétion complète de l’ensemble des 
gènes constants qui revient à inactiver 
le locus IgH. L’expression membranaire 
du BCR et le « signal tonique » de survie 
qu’il induit étant indispensables au lym-
phocyte B, une telle inactivation du locus 

IgH  fonctionnel a pour corollaire la mort 
de la cellule B concernée. Nous avons 
donc dénommé ces délétions géniques 
« recombinaisons suicides du locus IgH » 
(locus suicide recombination ou LSR). 
Ces évènements sont détectables dans 
les cellules B seulement lors de leur 
activation, et sont absents chez des 
animaux déficients pour l’enzyme AID, 
ou dont la région Sμ a été remplacée 
par une séquence non répétitive [7]. Ces 
pré-requis confirment la parenté entre 
deux recombinaisons contrôlées par AID : 
CSR assurant le changement de classe 
du BCR et ainsi la survie de lymphocytes 
B mémoires, et LSR induisant l’élimina-
tion vraisemblable des cellules B qu’elle 
affecte (Figure 2).

Fréquence des recombinaisons 
suicides

Dans une première approche de détec-
tion directe des recombinaisons LSR sur 
le locus IgH lui-même, les jonctions LSR 
nous sont apparues comme 10 à 100 
fois plus rares que les jonctions CSR. 
Cependant, il était clair que les cellules 
activées étudiées ne bénéficient pas du 
même destin selon qu’elles subissent 
une commutation de classe autori-
sant survie et prolifération ou bien une 
recombinaison suicide probablement 
rapidement fatale. Nous avons donc 
cherché à quantifier non pas le produit 
final, mais plutôt un sous-produit tran-
sitoire de ces recombinaisons : l’épi-
some circularisé sous la forme duquel 
sont excisées les séquences délétées 
sous l’action d’AID. Dans cette deu-
xième approche, nous observons, en 
étudiant des dilutions successives 
d’ADN de différentes populations de 
cellules B activées, que des épisomes 
de LSR sont souvent détectables dans 
des quantités d’ADN de l’ordre du nano-
gramme (l’équivalent d’environ 200 cel-
lules), c’est-à-dire à une fréquence 
approchant celle des épisomes de CSR 
au sein des mêmes échantillons d’ADN. 
Les méthodes de PCR à longue dis-
tance nous ont aussi permis de cloner 
et séquencer les jonctions de LSR : elles 
sont observées surtout entre les régions 
Sμ et 3’RR. Seule une faible fraction 
des évènements observés correspond 
à des jonctions complexes de Sμ sur 
une région Sγ, puis de cette région Sγ 
sur la région 3’RR. Certains hybridomes 
révèlent des évènements de LSR qui 
coexistent avec l’expression d’une Ig 
fonctionnelle et qui impliquent donc un 
allèle non fonctionnel. Cependant, de 
même que la CSR cible le plus souvent le 
même gène codant la région constante 
symétriquement sur les 2 allèles IgH, 
il est probable que la LSR soit, elle 
aussi, majoritairement bi-allélique. 
In vivo, nous avons objectivé des évé-
nements LSR aussi bien dans les cel-
lules B folliculaires que dans celles de 

Figure 1. Mise en évidence par un diagramme dot plot de séquences répétitives. Les séquences LS 

(de structure voisine de celle des régions S du locus IgH) parsèment la région 3’ régulatrice (3’RR) 

en aval du gène C2 humain. La séquence (incluant la région S, le gène C et la totalité de la 

3’RR) est analysée par blocs successifs de 49 bases sur l’axe horizontal, et comparée avec elle-

même sur l’axe vertical. Chaque point noir dans le diagramme marque la présence d’un bloc de 

49 bases, répété avec une homologie ≥ 80 %, les séquences hautement répétitives prennent donc 

l’aspect de carrés. La position du gène codant la chaîne lourde de l’IgA2 est indiquée (en jaune), 

de même que celle des 3 activateurs de la 3’RR (cercles rouges).
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la zone  marginale3, et nous avons aussi 
observé que l’activation B se traduit, 
in vivo comme in vitro, par l’apparition 
fugitive d’une population de cellules 
ayant perdu l’expression du BCR et, de 
ce fait, engagées dans un processus 
d’apoptose.

Conclusion : 
comment se fait le choix entre CSR 
et recombinaison suicide ?

Au final, ces observations montrent que 
deux acteurs majeurs du switch et de 
l’hypermutation somatique, l’enzyme 
AID comme facteur « trans-activateur » 
et la 3’RR comme facteur « cis-activa-
teur », sont non seulement capables de 
partenariat pour agir sur les régions S 
ou V, mais aussi d’interactions directes 
qui définissent la 3’RR comme une nou-
velle cible d’AID. La transcription de 

3 Les cellules B folliculaires sont dans les centres germinatifs 
des ganglions et de la pulpe blanche de la rate ; la zone 
marginale, à la frontière de cette pulpe blanche, représente 
un lieu stratégique de détection et de contrôle précoce des 
antigènes véhiculés par le sang.

séquences enhancers est, pour sa part, 
un phénomène potentiellement géné-
ral et des eARN issus d’autres enhan-

cers ont été récemment caractérisés. 
Ceci révèle sans doute simplement la 
parenté entre promoteurs et activa-
teurs transcriptionnels et le fait que la 
transcription peut n’être qu’un témoin 
de l’accessibilité d’une région chroma-
tinienne [10]. Au contraire, le contexte 
particulier du locus IgH, son exposition 
à l’action d’AID dans les centres germi-
natifs et la conservation interespèces 
de régions LS suggèrent ensemble une 
fonction des eARN de la 3’RR, et posent 
de nombreuses questions : comment 
est régulé le choix entre CSR et LSR ? 
Existe-t-il, comme c’est le cas pour 
la CSR vers les divers gènes codant les 
régions constantes des chaînes lourdes, 
un contrôle T-dépendant des inte-
ractions entre les régions ciblées par 
AID et susceptibles de former « une 
synapse » pour recombiner entre elles 
[11] ? La qualité de la reconnaissance 
par le BCR de l’antigène présenté au 
niveau des  cellules  folliculaires den-

dritiques  pourrait-elle plutôt  entraîner 
les cellules B les plus affines vers des 
événements de CSR et d’hypermutation 
somatique ? Une reconnaissance sous-
optimale de l’antigène et/ou une cos-
timulation sous-optimale par le micro-
environnement du centre germinatif 
conduirait-elle plutôt d’autres cellules 
B vers la LSR, ce qui aboutirait à leur 
élimination ? Clairement, ces questions 
méritent maintenant d’être étudiées. 
Alors que les modalités de contrôle du 
répertoire préimmun des cellules B sont 
aujourd’hui bien connues, la description 
du phénomène de LSR offre une nouvelle 
piste pour la régulation potentielle du 
répertoire secondaire des cellules B, 
 au-delà du centre germinatif. ‡
IgH locus suicide recombination, or 
when B cells surrender!
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2) La descriptions des existances possibles du lymphocyte B en fonction du type de BCR 

sélectionné lors de la CSR, en décrivant tout particulièrement le cas particulier du BCR IgE. 
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4) Le développement et les caractéristiques des lymphocytes B mémoires. 
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ABSTRACT:

Survival and phenotype of normal and malignant B lymphocytes are critically 

dependent on constitutive signals by the B cell receptor (BCR) for antigen. In addition, 

either antigen ligation of the BCR or various mitogenic stimuli result in B cell activation 

and induction of activation-induced deaminase (AID). AID activity can in turn mediate 

somatic hypermutation (SHM) of immunoglobulin (Ig) V regions and also deeply 

remodel the Ig heavy chain locus through class switch recombination (CSR) or locus 

suicide recombination (LSR). In addition to changes linked to afinity for antigen, 
modifying the class/isotype (i.e. the structure and function) of the BCR or suddenly 

deleting BCR expression also modulates the fate of antigen-experienced B cells.

1. AID FUNCTION AND SITES OF ACTION

Activation-induced deaminase (AID), an ancestral 
AID/APOBEC family member, deaminates DNA cytidines 
into uridines within immunoglobulin (Ig) variable (V) 
regions in all vertebrate species carrying B cells, thus 
supporting their Ag-driven diversiication through gene 
conversion (GCV) and/or somatic hypermutation (SHM) 
[1]. It also diversiies expression of Ig heavy chain (IgH) 
constant (CH) regions in frogs, birds and mammals, who 
have developed class switch recombination (CSR) of CH 
genes. 

AID was irst identiied as speciically expressed 
during the antigen-driven B cell maturation that mostly 
occurs in germinal centers (GC) of peripheral lymphoid 
organs [2]. It is mandatory for SHM and CSR [3] while its 
defect in patients results in hyper-IgM immune deiciency 
[4]. Its random mutagenic activity alters V domain 
complementarity determining regions, and thus modulates 
BCR (and later on antibody) binding afinity in a selection 
process where SHM is coordinated with cell competition 
for optimal intra-GC interactions with antigen-presenting 
cells [5]. In some mammals, especially in cattle, AID-
mediated SHM can also begin in fetal gut associated 
lymphoid tissues prior to any contact with exogenous 

antigens [6].
Biochemically, G:U mismatches created through 

AID deamination can be processed in several ways, 
preferentially leading to mutations rather than repair 
within Ig genes. In « phase 1 » mutations, direct replication 
across a G:U mismatch can generate transitions from G:C 
to A:T base pairs. Base excision repair (BER) and uracil 
removal by uracil N-glycosylase (UNG) instead generate 
abasic sites, which subsequently undergo DNA nicking 
by apurinic/apyrimidinic endonuclease, and are repaired 
during replication by error-prone DNA polymerases as 
both transitions and transversions. G:U mismatches can 
also be processed by the mismatch repair (MMR) pathway 
involving MSH2/MSH6, with associated error-prone DNA 
polymerases and then result in patches of « phase 2 » 
mutations at both G:C and (preferentially) A:T base pairs 
around targeted cytosines. 

Primary regulation of AID activity in B cells relies 
on its strictly controlled tissue-speciic and stage-speciic 
expression upon cell activation, due to control of the level 
of AID transcripts by both ubiquitous and lymphoid-
speciic transcription factors (Pax-5, STAT6, SP1, C/EBP) 
and miRNAs (miR155 and miR181b). This ensures high 
AID expression only in activated B cells with appropriate 
signals, as occurring within GCs upon interaction with 
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follicular dendritic cells and T follicular helper cells. 
In addition, AID can appear at low levels in some bone 
marrow developing B cells upon stimulation of toll like 
receptors (TLR) [7, 8].

AID requires transcription of target regions and 
also preferentially deaminates cytosine into uracil 
within WRC motifs (W = A/T, R = A/G) [9]. Besides 
potential constraints concerning the “accessibility” of 
target DNA, another major link between AID targeting 
and transcription is that AID loading onto Ig genes 
requires physical interaction with stalled RNAPII and 
bound Spt5 that occurs immediately downstream from 
transcription start sites [10]. The RNAPII associated 
polymerase associated factor (PAF) complex also helps 
recruit AID [11]. CH regions are protected from AID 
attack due to the absence of RNAPII pausing. Switch 
(S)-region transcription before AID recruitment is under 
the control of cytokine-dependent germline promoters 
preceding CH regions and a series of B cell activation-
dependent transcriptional enhancers located in the 3’ 
regulatory region (3’RR) of the IgH locus [12–15]. 
While AID generates mutations in V regions, it initiates 
DNA breaks (DSBs) in S regions, thereby promoting 
large deletions [16, 17]. DSBs activate the ubiquitous 
DNA damage response, which is then resolved through 
classical (C-) or alternative non-homologous end joining 

(A-NHEJ). Recruitment of 53BP1 and Rif1 [18] to broken 
DNA ends (and subsequent formation of γH2AX foci) is 
required for protection of DNA ends from resection before 
repair and ligation by C-NHEJ rather than A-NHEJ [19, 
20]. AID recruitment to both V and S regions (and S-S 
region synapses, likely favored by IgH locus DNA loops) 
requires IgH 3’RR enhancer activity elements [13] [15] 
[14] [21] [22]. Multiple 3’RR genetic alterations affected 
transcription of AID targeted regions [12–15]. However, 
transcription was often partially reduced while being 
associated with complete CSR and/or SHM blockades. 
In addition to boosting transcription, the 3’RR thus likely 
promotes AID activity through epigenetic changes of 
targets, or by attracting and recruiting AID and/or AID 
partners. Figure 1 resumes the different targets of AID in 
the IgH locus.

2. CSR AND BCR CLASS-SPECIFIC 

CONTROL OF B CELL FATE

2.1. Structure and function of the B Cell Receptor

The B cell receptor is composed of a membrane-
bound immunoglobulin (mIg) associated with the 

Figure 1: AID targeting of the IgH locus. Upon B cell activation, induced AID expression  remodels Ig gene V regions through SHM 
or eventually gene conversion (GCV), generating B cell receptors of improved afinity for antigen. B cells, in parallel or later, diversify 
the BCR class through class switch recombination (CSR). Locus suicide recombination (LSR) eventually joins the switch µ region (Sµ) 
with one of the like-switch (LS) repetitive regions located within the 3’ regulatory region (3’RR), then deletes all IgH constant genes and 
switches off BCR expression, thus leading to B cell death.
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disulide-linked heterodimer transducing module CD79A 
/ CD79B (Igɑ / Igß). The mIg is composed of two heavy 
(H) and two light (L) chains, each including a variable (V) 
domain encoded after RAG-mediated recombination of Ig 
gene segments (for review [23]). Within mIgs, constant (C) 
regions carry additional transmembrane and cytoplasmic 

domains which support interactions with Igɑ/ß and then 
accessory receptors and downstream intracellular signaling 
cascades including the src kinases Syk, Lyn and adaptor 
proteins such as BLNK for interactions with PLCγ2, PI3K, 
calcium and glucose transporters. IgH C domains confer 
their class speciic effector functions to the corresponding 

Figure 2: BCR class and signaling cascades. Some speciic functions of the various BCR classes are indicated (left). Speciic 
transcription factors expressed before CSR to a given class (and eventually after CSR) are mentioned (middle). Each BCR class is 
represented as a membrane Ig associated with the Igɑ/ß signaling modules (right). The three amino acids (KVK) of the IgM and IgD BCR 
and longer intra-cytoplasmic tails of other classes are shown. The main signaling proteins and pathways that are common or most likely 
speciic to these BCR classes are represented (right).
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secreted Ig.  

2.2. IgM/IgD BCR

While all mIg associate with the Igɑ/ß complex 
to constitute the BCR, signaling from this complex has 
mostly been studied for IgM [24][25]. The membrane µ 
HC has multiple roles by irst providing differentiation 
signals during early development, survival signals in 
resting B cells and activation signals during peripheral 
antigen-dependent maturation (Figure 2). IgM and IgD 
have an identical intracellular positively charged short 
tail (including residues KVK). Replacement of µ by δ HC 
expression resulted in a modest phenotype and suggested 
that IgM and IgD can signal in a roughly similar manner 
[26]. This replacement completely deleted both mIgM 
expression and secretion of soluble IgM. The main feature 
of the resulting phenotype was delayed afinity maturation 
of immune humoral responses, i.e. a phenotype similar to 
mice simply lacking the secreted form of IgM [26][27]. 
It was also shown later that, despite their roughly normal 

peripheral B cell compartments, mice in which µ HC was 
replaced by δ HC expression had a partial blockage of 
pro-B to pre-B transition due to lack of autonomous pre-
BCR signaling normally provided by a glycosylation site 
within the µ chain CH1 domain [28]. 

IgD-deicient mice have also been generated 
through gene targeting and only showed slightly reduced 
B-cell spleen and lymph node compartments with higher 
mIgM expression than wt B cells. Early and late B cell 
differentiation, GC formation and humoral responses to 
immunization were unaffected [29]. However, a later study 
showed autoantibodies accumulating in IgD-deicient/lpr 
mice, suggesting that mIgD plays a role in B cell tolerance 
and limits auto-reactive B cell differentiation into plasma 
cells [30]. 

2.3. mIgG BCR

There are clear qualitative differences in BCR 
signaling and responses to antigen that are conferred by 
IgG vs IgM HC tails [31] (Figure 2). IgG carry longer 

Figure 3: AID-modulation of B cell fate in the context of lymphoid tissues. After V(D)J recombination and IgM expression, 
recently emerged B cells circulate as transitional cells and can be committed to various compartments depending upon BCR signalling 
(Notch2 expression and weak BCR tonic signaling commit B cells to a marginal zone fate). After maturation into IgM+, IgD+ cells, naïve 
B cells encounter T-dependent Ag and undergo cognate interactions with pre-TFH cells. B cells then initially activate in extra-follicular foci 
and differentiate into short-lived plasma cells, or participate with TFH in the formation of GCs where their BCRs will be deeply remodeled 
by SHM (mostly in the proliferating dark zone) or CSR (mostly in the GC light zone), or eventually LSR. The GC reaction will yield both 
memory cells and plasma cells, some being long-lived and surviving after their migration to several protective niches (spleen red pulp, 
bone marrow, MALT…).
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and highly conserved cytoplasmic tails.  Deletion or 
replacement of the IgG tail with an IgM tail in mice 
resulted, for unexplained reasons, in lower levels of 
membrane expression and also strikingly disturbed 
IgG1 memory, showing that the IgG tail is necessary 
for high-titer IgG secretion and IgG1-switched memory 
cell survival [32]. In contrast, studies in transgenic mice 
carrying IgM, IgG or IgM/G (IgM with an IgG tail) BCRs 
of identical antigen speciicity for hen-egg lysozyme, 
showed that the IgG tail increased production of plasma 
cells during extra-follicular T cell−dependent antibody 
reactions [33].  It was also observed in B cell transfectants 
that signaling through the mIgG BCR, but not through 
mIgM nor mIgD, was resistant to CD22-mediated signal 
inhibition [34]. However, this CD22-independence was 
not conirmed by other detailed studies in primary cells 
from transgenic or knock-in mice [31][35]. Rather, it was 
then suggested that IgG enhancement of intracellular 
calcium responses did not relect independence from 
CD22 inhibition or changes in tyrosine phosphorylation, 
ERK signaling, or global gene induction, but increased 
differentiation into marginal zone cells, extrafollicular 
proliferation, and plasma cell differentiation. Despite 
increased Ca2+ responses, several BCR ligation 
response genes showed lower induction by the IgG tail, 
in agreement with the observation that marginal zone B 
cell differentiation is favored by conditions that decrease 
BCR signaling [36]. This includes poor CCR7 induction 
by antigen ligation of the IgG BCR, while before entry 
into follicles, CCR7 is known to attract B cells to CCL19/
CCL-21-rich T-zones rather than towards the marginal 
zone.

Premature expression of IgG rather than IgM in 
B cell progenitors also resulted in abnormal pre-BCR 
signaling and partial blockage of pro-B to pre-B cell 
transition, emphasizing that mIgM is optimal for early B 
cell maturation. In contrast, maintenance of mIgG+ cells 
might be less dependent on Igα/β  than mIgM+ cells [35]. 
These observations led Goodnow’s group to propose a 
“less-is-more” hypothesis where decreased induction 
of some BCR response genes might increase plasma 
cell formation, and to globally conclude that signaling 
differences between IgG and IgM BCR classes were 
qualitative rather than quantitative [31]. 

In comparison to IgM, another speciic signaling 
feature of mIgG (shared with mIgE), is recruitment of the 
adaptor Grb2, which can bind to a tyrosine of the mIgG 
intracellular tail upon phosphorylation, and then modulate 
signaling and increase cell proliferation [37]. Interestingly, 
Grb2 is a modulator of cell signaling by tyrosine kinase 
receptors, with the dual function, in some instances, 
to decrease basal signaling while increasing signals 
emanating from receptor ligation [38]. 

Another feature of the mIgG1 cytoplasmic tail was 
demonstrated: enhancing early BCR oligomerization 

that immediately follows ligation of membrane bound 
antigen leading to increased Syk recruitment and calcium 
mobilization [39]. Importantly, a recent study has shown 
that the strong tendency of mIgG1 cells to differentiate 
into plasma cells is restricted to those Ag-experienced 
cells and then translated into Bach2 repression, thus 
clearly involving more than just mIgG intracellular tail 
structure [40]. 

2.4. mIgA BCR

Few studies have explored a potential role for mIgA 
in conferring speciic properties to memory mIgA+ B cells 
in comparison to naive mIgM+ cells (Figure 2). mIgA  
cross-linking raises intracellular calcium concentrations 
so that mIgA+ B cells residing in mucosa associated 
lymphoid tissues (MALT) can mediate IgA responses 
to local immunization [41][42]. As for IgG, it was also 
shown by targeted deletion in the mouse, that the Cα 
membrane anchoring region allowing mIgA expression, is 
necessary for differentiation of IgA secreting cells in vivo 
[43]. The μMT mutation removing Cμ membrane exons 
and IgM/IgD expression did not result in a complete B 
cell defect but resulted in accumulation of IgA+ plasma 
cells in MALT, also suggesting that B cell progenitors 
can undergo CSR to mIgA, survive under expression 
of this BCR and then differentiate into ASCs [44]. That 
early B cell development can be ensured by expression of 
membrane α HC has been shown in the α1KI model where 
the Sµ region of the mouse IgH locus was replaced with an 
Ig HC ɑ1 gene [45].

In α1KI mice, a partial defect in pre-B cells was, 
however, noticed, indicating that the α-class pre-BCR 
was less eficient than  μ-class pre-BCR for signaling 
completion of V(D)J rearrangement upon assembly 
of a functional pre-BCR or BCR complex. This was 
reminiscent of data in mice with premature expression of 
membrane γ HC instead of µ/δ [35].

Despite this developmental defect, B cells 
accumulated in lymphoid organs of ɑ1KI mice including 
spleen follicles, marginal zone, lymph nodes, Peyer’s 
patches and the peritoneal B1 compartment. Splenic 
marginal zone and follicular B cell numbers were affected 
in the same proportion, in contrast to the increased 
marginal zone differentiation reported in mice expressing 
an IgG BCR [31, 35]. As mentioned in a previous study 
[32], BCR density appeared lower in ɑ1KI than in wt 
mice, despite normal association of mIgA1 with Igɑ/ß. 
Another feature of mIgA-driven B cell differentiation in 
ɑ1KI mice was the abundance of plasma cells, affecting 
to the same extent long-lived (accumulated) and short-
lived (recently differentiated) plasma cells. Rather than 
just compensatory plasma cell accumulation in response 
to B cell lymphopenia, the α1KI intrinsic commitment to 
plasma cell differentiation was also manifested in vitro by 
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higher differentiation of B cells activated by BCR cross-
linking or mitogens into CD138+ cells. 

Interestingly, normal human blood mIgA+ cells 
also include a high proportion of CD38 expressing cells, 
a marker of engagement in plasma cell differentiation 
[46]. It should also be noticed that the IgA BCR has been 
shown to be sensitive to CD22 inhibition as for IgM 
[47]. In addition, a recent study demonstrated a speciic 
transcriptional program for mIgA+ memory cells, notably 
depending upon high RORɑ expression, while mIgG2a+ 
cells were intrinsically dependent upon high expression 
of T-bet [48]. 

2.5. mIgE BCR

Secreted IgE is the least prevalent Ig class in 
blood, with only nanograms per milliliter compared to 
micrograms for IgD and milligrams for other classes 
in healthy populations. Maintaining low IgE levels is 
controlled by stringent mechanisms in order to restrict 
the very potent effects and side-effects of IgE immune 
responses. The IgE molecule is evolutionarily conserved 
and present in all mammalian species studied. In contrast 
to its active role in immune responses against parasites, 
IgE can also be deleterious and mediate atopic diseases 
of various intensities (eventually lethal in the case of 
anaphylactic shock). 

Production of the double-sworded IgE antibody thus 
requires tight regulation, for which multiple mechanisms 
might be at work. IgE expression was irst postulated to be 
restrained at the CSR level. Whereas IgG1 and IgE class 
switching can be both induced by IL4 in mice, in vitro 
experiments most often show lower switching frequency 
to IgE than to IgG1 [49]. Preferential CSR to Cγ1 might 
thus relect intrinsic differences between the 10kb-long 
Sγ1 and the much shorter SƐ region. Furthermore, IgE 
class switching is often a sequential process with an IgG1 
intermediate [50]. Interestingly, direct CSR to IgE (without 
prior IgG1 CSR) occurs preferentially in immature B cells, 
and this feature may relect epigenetic marks modulating 
accessibility of the IgH locus during B cell differentiation 
[51].

Beyond IgE CSR, it is clear that expression of mIgE 
BCR is mandatory for further differentiation into IgE 
secreting plasma cells (Figure 2). Mice deleted for IgE 
membrane exons have reduced (by more than 95 percent) 
serum IgE levels and fail to develop antigen speciic IgE 
responses [52]. To a milder extent, replacement of the IgE 
tail with the much shorter IgM tail also decreased (~50%) 
IgE secretion [52]. It was also shown that treatment of 
mice with an antibody speciically targeting a mIgE-
speciic epitope on mIgE+ cells eficiently inhibited 
secreted IgE production [53][54], further suggesting that 
mIgE+ B cells are a necessary step for differentiation of 
IgE secreting plasma cells.

In this regard, a structural feature of the Cε gene 

was postulated to restrain the production of membrane-
type Cε transcripts which drive mIgE expression. Whereas 
all documented Ig genes have classical polyA sites 
(AATAAA) after both their secretory (CH3 or CH4) and 
membrane (M1/M2) exons, human and mouse Cε genes 
carry an atypical polyA site downstream from the M2 
exon [55]. By comparing the sequence of CƐ genes in 
the IMGT data base (http://www.imgt.org), we observed 
that a canonical AATAAA sequence downstream from CƐ 
M2 was absent in all published mammalian IgH loci. This 
conserved suboptimal polyA site may down-regulate the 
ratio of membrane- vs secreted-form Cε mRNA transcripts 
during alternative splicing of murine (and human) 
Cε primary transcripts [56] and thus limit mIgE BCR 
expression . In an utmost form, CƐ gene membrane exons 
are lacking in one lineage of primates, the tarsiers [55].

Despite these limitations, mIgE expression can be 
characterized in vitro in human or mouse stimulated B 
cells and has also been characterized in a B lymphoma cell 
line [57]. Exploring mIgE expression requires rigorous 
staining protocols eliminating passive binding of soluble 
IgE to FcεRII receptors (whose expression is strongly 
induced in the presence of IL4) [58]. 

While present in a single (short) form in most 
mammalian species, mIgE is additionally present in 
humans and apes as a long isoform generated through 
alternate splicing of the M1 exon, and including either 
a long (66 amino acids) or a short (14 amino acids) 
extracellular membrane proximal domain (EMPD) 
between CH4 and the transmembrane domain. Both 
human mIgE isoforms have been expressed as functional 
BCRs in transfected B cells, showing that the short 
isoform was more eficiently transported to the cell surface 
and that its ligation resulted in growth inhibition of the 
WEHI immature B cell line, similar to mIgM BCR [59]. 
The EMPD domain was shown to be necessary for B cell 
activation through mIgE ligation in transfectants from the 
mature B cell line A20, while its deletion yielded a form of 
mIgE with proapoptotic activity upon ligation [60]. 

Another particularity of the IgE BCR is the 
intracellular tail structure, and phage display experiments 
identiied 2 proteins interacting with the IgE tail. HS1-
associated protein X-1 (HAX-1) notably seems to be 
associated with the IgE speciic YANIL motif (where Y is 
a potentially phosphorylated tyrosine) of the intra-cellular 
tail and may inluence BCR mediated Ag-internalization 
and cognate Ag-presentation to T cells [61]. Hematopoietic 
progenitor kinase 1 (HPK1) was also shown to interact 
with mIgE and mIgG (but not mIgM) tails and could 
differentially affect signaling from these receptors [62]. 
IgE committed B cells were also shown to be exquisitely 
sensitive to inhibition through ligation of LXR receptors, 
potentially due to increased CD23 expression and in turn 
down-regulating IgE production [63].

In order to study IgE responses in vivo, different 
mouse models have been developed and characterized. 
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Xiong et al used T and B monoclonal mice (with anti-
chicken ovalbumin (OVA) T cell receptor transgenes 
and anti-inluenza hemagglutinin (HA) knock-in B 
cell receptor genes on a RAG1-deicient background), 
immunized with OVA-HA and OVA-PEP1 (a variant of 
HA) and a classical model of helminth infection in wt 
mice. They showed that IgE+ cells were found outside 
the GC (in contrast to IgG1 cells) and displayed a plasma 
cell transcriptional program. They also showed that IgEs 
accumulate hypermutation and afinity selection (and 
are able to bind the PEP1 Ag) and proposed a sequential 
maturation program: a pre-IgE phase with SHM and 
afinity maturation in IgG1+ cells and a post-IgE-
switching phase where IgE+ rapidly differentiate into 
plasma cells [64]. In another study this team used the 
same T/B monoclonal model and immunized wt or hMT 
mice (which are deicient for IgG1 populations) with 
NP19KLH Ag. They demonstrated that high afinity IgE 
Abs responsible for anaphylactic reactions were generated 
through the sequential µ/γ1/Ɛ CSR pathway (and were 
absent in hMT mice), with IgG1 intermediate cells 
supporting SHM and afinity selection. In contrast, low 
afinity IgE producing cells were generated through direct 
µ/Ɛ CSR, were less mutated, and may play a beneicial 
role during anaphylaxis, by competing with high afinity 
Ab for FcƐR1 binding [65]. 

Two transgenic models were created to study rare 
IgE+ cells in vivo. The irst model used a GFP reporter 
system by inserting a bi-cistronic GFP reporter gene 
downstream from the mouse IgE M2 exon. The long 
human EMPD domain was introduced upstream to the 
IgE M1 exon, resulting in a chimeric IgE BCR with an 
additional EMPD domain (allowing speciic detection 
of these cells but denaturing the natural architecture of 
this receptor). This model was subjected to helminth 
infection by N. brasiliensis and TNP-OVA immunization. 
In contrast to previous models, this strategy demonstrated 
IgE+ cells in GC and suggested the existence of IgE+ 
memory and plasma cells [66]. In another model, the T2A 
strategy tagged IgE+ cells by linking the Cε M2 exon 
with Venus (a derivative of yellow luorescent protein) 
and used a viral 2A sequence enabling expression of 2 
proteins from a single ORF. Translation of Venus was thus 
linked to translation of a nearly normal mIgE (except for 
an additional 17 amino acid peptide). These mice and wt 
mice were immunized with NP-KLH and infected with 
N. brasiliensis. This model suggested that IgE+ cells can 
differentiate into GC B cells during primary immune 
responses and conirmed a strong propensity of these 
cells to differentiate rapidly into plasma cells which were 
mostly short-lived [67]. In agreement with this conclusion, 
another model where membrane IgE exons were replaced 
by membrane IgG1 exons suggested that IgE+ plasma 
cells have an intrinsically lower chance than IgG1+ cells 
to migrate towards the chemokine CXCL12 and thus to 
contribute to the long-lived plasma cell pool [68]. 

3. LSR ELIMINATION OF B CELLS   

B cell fate can also be more dramatically modiied 
by AID after CSR-like events resulting in complete 
deletion of the IgH CH gene cluster and thus inducing 
B cell death through locus suicide recombination (LSR) 
(Figure 1) [16].

During AID-mediated competition that occurs 
among B cells within germinal centers, a few with high 
afinity are selected (Figure 3). Besides these winners, 
many cells are losers or undesired responders deserving 
elimination. Although some unfavorable mutations of V 
regions can promote apoptosis [69], abundant survival 
signals from the GC microenvironment might also activate 
or maintain bystander cells with useless or eventually 
harmful BCRs (the latter having, for example, acquired 
speciicity for self or environmental antigens after random 
remodeling of V sequences). Since class-switched 
antibodies are potent actors of auto-immunity and/or 
hypersensitivity, means for restricting CSR and reentry 
of class-switched cells into SHM would help ensure the 
speciicity of immune responses. Yet, how the post-GC 
repertoire is controlled remains poorly understood. 

The 3’RR contains several enhancers with strong 
B-lineage speciicity [70,71]  undergoing chromatin 
remodeling upon B cell activation and controlling V 
region SHM as well as germline transcription and CSR to 
most C genes [72–83]. In all mammalian species studied, 
the 3’RR also features inverted repeats and stretches 
of repetitive DNA with structures similar to that of S 
regions [84–87], showing multiple 5bp repeats eventually 
arranged within higher order (49bp) repeats. Such “like 
S” stretches (LS regions) lank both sides of the 3’RR and 
are also interspersed with 3’ enhancers. Similarly to the 
germline transcription of S regions preceding CSR, the 
3’RR is transcribed by RNA polymerase II in activated 
B cells [88].

3’RR elements regulate AID-mediated SHM and 
CSR by physically interacting with AID-targeted IgH 
promoters [70, 74, 79, 80, 89]. Since 3’RR enhancer 
elements and LS regions are themselves transcribed, it 
was logically found that they also undergo SHM and DNA 
breaks. AID-initiated junctions then occur in activated 
B cells between Sµ and 3’RR LS regions and delete 
the complete C gene cluster, thereby eliminating BCR 
expression (or Ig secretion for cells engaged in plasma cell 
differentiation). Given that BCR expression is mandatory 
for B cell survival, this process termed “locus suicide 
recombination” (LSR) necessarily leads to B cell death.

How the CSR/LSR balance is inely regulated 
in vivo remains to be determined. Beyond IgH locus 
accessibility, intra-GC interactions govern the selection 
of high afinity class-switched cells. In this context, 
LSR might contribute to B cell homeostasis and lead to 
death of suboptimally stimulated cells, while optimal 
stimulation would promote CSR and survival of selected 
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antigen-speciic B cell clones. LSR could then help shape 
the peripheral B cell repertoire and ensure BCR antigen 
speciicity. 

4. DEVELOPMENT AND FEATURES OF 

MEMORY B CELLS 

B cell responses to T-dependent antigens involve 
germinal center reactions featuring B cell proliferation 
and expression of AID for SHM and CSR in parallel 
interactions with follicular dendritic cells and T follicular 
helper cells that will help select those B cells with the 
highest afinity for Ag. GC reactions peak after 7 days and 
wane after a few weeks, once having generated long-lived 
plasma cells and memory B cells with an afinity matured 
BCR. Besides intra-GC competition between B cells for 
limited antigen, soluble antibody feedback also ensures 
inter-GC communication concerning  access to antigen  
[90]. Secreted antibodies were thus shown to inhibit or 
even terminate GC proliferation with an eficiency directly 
correlated with their afinity for antigen [90]. Interestingly 
in the absence of T cell help, soluble antigen might also 
inhibit GC development [91].

Regarding the prolonged maintenance (eventually 
lifelong) of GC-born memory B cells, it was shown that 
Ag-persistence within lymphoid organs is unnecessary 
[92]. Rather, further reintroduction of Ag into the 
organism will trigger memory cell differentiation into 
plasma cells, with or without parallel formation of new 
GC [93]. A recent study by Reynaud and colleagues 
followed Ag-speciic memory B cells for up to 1 year in 
mice and showed that while GCs waned a few weeks after 
immunization by a soluble antigen, they persisted up to 
10 months after immunization with a particulate Ag [94]. 
Several types of memory cells were demonstrated in the 
latter model: either IgM+IgD+, or IgM-only, or class-
switched (and then mostly mIgG1+). Ag-experienced 
cells were located in the spleen T cell zone, red pulp, and 
follicles, with very few in the marginal zone. Upon transfer 
into pre-immunized recipient animals, the mIgM+ subset 
gave rise to centroblasts, part of them switching to IgG1, 
and to a small proportion of Ag-speciic IgM+ plasma 
cells. The mIgG1 subset yielded Ag-speciic IgG1 plasma 
cells and maintenance of a mIgG1+ memory pool. While 
the average number of mutations was stable in persisting 
memory B cells, it was increased upon differentiation of 
mIgM+ memory cells into centroblasts, showing that such 
cells can reenter new cycles of AID-mediated afinity 
maturation.

In another model, two layers of Ag-speciic B 
memory cells were demonstrated, either mIgM+ or having 
undergone class switching (swIg+ memory cells). The 
mIgM+ memory cells were very stable and long-lived, 
able to form GC when transferred into a naïve animal 
but inhibited upon the presence of soluble Ag-speciic Ig 
(then inhibiting GC formation). The swIg+ memory cells 

persisted for a shorter time, and mostly differentiated 
into plasmablasts upon activation but kept the ability 
to be activated even in the presence of preexisting 
antibodies. This led to the proposition that memory 
1) initially relies on swIg+ cells, able to be rapidly 
activated and yield antibodies even in the presence of 
preexisting serum antibodies, and 2) later relies on long-
lived mIgM+ memory cells, able to form new GC once 
initial antibodies have vanished [93]. If this model can be 
generalized, “early” memory responses would classically 
overwhelmingly involve class-switched antibodies, while  
“late” memory responses would be expected to recapitulate 
the kinetics of the primary response, irst with IgM (albeit 
with low afinity) then followed with high afinity class-
switched antibodies. Interestingly, it was recently shown 
in a model of bacterial infection that in vivo depletion 
of the mIgM memory B cells abrogated the IgG recall 
responses to speciic Ag challenge, demonstrating that 
mIgM cells were then required for humoral memory, and 
underwent CSR and plasma cell differentiation upon Ag 
re-challenge [95].

Upstream of GC reactions, some speciic functions 
have been reported during immune responses for B cells 
with low afinity BCRs. For example, mouse B1 cells 
show polyreactivity and bind multiple exogenous antigens 
or auto-antigens with low afinity, being responsible for 
generation of natural antibodies that preexist prior to any 
antigenic challenge and play an innate function. Some 
tissue B cells binding antigens with low afinity (notably 
in lung, with intra-nasally administered antigens) have 
also been demonstrated to shuttle and carry antigens 
towards spleen follicles, then initiating GC formation 
by resident B cells with higher afinities [96]. BCR 
independent Ag-binding by B cells was also reported for 
marginal zone B cells recognizing particulate antigens 
within immune complexes through complement or Fc 
receptors, which were also postulated to carry antigens 
towards FDCs within follicles [97]. Human and mouse 
MZ B cells might somehow differ although they both 
respond to T-independent antigens. While mouse MZ B 
cells have mostly unmutated BCRs and do not recirculate, 
human IgM+IgD+CD21highCD27+ B cells recirculate in 
blood and carry mutated Ig and Bcl6 genes. Their V(D)
J repertoire is very large without  clonal restrictions and 
hallmarks of antigen-induced activation, similar to naive 
cells and in contrast to GC mIgM+ cells, suggesting that 
MZ B cells provide a GC-independent IgM memory layer 
[98]. MZ B cells likely differentiate through an innate 
extracellular TLR-dependent pathway allowing AID 
induction outside GC, as demonstrated in both mouse and 
humans for immature B cells then undergoing CSR and 
SHM [99][7]. A helper role for neutrophils in the induction 
of MZ B cell CSR, SHM and plasma cell differentiation 
was also demonstrated during T-independent responses to 
bacterial antigens [100]. 
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5. LYMPHOMAGENESIS AND BCR 

SIGNALS  

AID also induces mutations and breaks in numerous 
non-Ig genes, many of which (but not all) are transcribed 
in B cells, and many of which overlap with translocation 
or recombination sites found in B cell lymphomas or 
correspond to repetitive DNA sequences. [101,102]. 
Studies of B cell malignancies since the early 1980s also 
identiied a number of translocations linking oncogenes 
such as c-MYC, c-MAF, CYCLIN D1, and BCL2 to 
breakpoints located within Ig loci. Some of these events 
were recurrently identiied as the clonal driving forces 
of lymphomagenesis. This pointed to a major role of 
errors in the processes of antibody gene diversiication 
in tumorigenesis. Recently, it was also shown that 
breakpoints located outside Ig loci constitute frequent side 
targets of AID attacks in activated B cells. It is thus now 
clear that in B cell malignancies as in normal B cells, AID-
induced mutations accumulate on multiple loci including 
those of Ig (with the higher level of error-prone repair after 
AID deamination), BCL6 and a large list of oncogenes 
and tumor suppressors.[101] Precise characterization 
of translocation breakpoints and development of 
whole genome sequencing showed that mutations and 
recombinations detected in activated B cells and in tumors 
with mature B cell phenotypes all carry hallmarks of WRC 
sequence-speciic AID on-target and off-target attacks.
[103,104] In addition, more than half of translocations 
seen in immature B cell malignancies also show 
breakpoints at sites of AID deamination corresponding 
to mCG dinucleotides and might imply the combined 
action of AID, RAG and ARTEMIS. [105,106]  However, 
this issue can still be debated and it is noteworthy that 
lymphoma breakpoints targeting CG dinucleotides were 
also recently identiied by A. Nussenzweig and colleagues, 
as early replicating fragile sites susceptible to AID-
independent genomic instability [107].

Besides the role of translocations, it is important to 
note that BCR signals most likely play a crucial role in 
lymphomagenesis. These signals might vary with SHM 
of V regions, which probably modulate interactions of 
malignant cells with various endogenous ligands. Indeed, 
N-glycosylation sites carrying high-mannose glycans and 
created by SHM within V domains are a frequent feature 
of follicular lymphoma cells, and may promote B cell 
interactions with lectins such as DC-SIGN [108]. The 
BCR Ig class might also somehow control the phenotype 
of B cell malignant proliferations. Indeed, it is well known 
that plasmacytic lymphomas overwhelmingly express 
mIgM (in striking contrast with myelomas, where the 
secreted Ig is always a non-IgM class). In diffuse large 
B cell lymphomas, it was recently shown that ABC cases 
mostly express mIgM, while GC cases overwhelmingly 
express IgG or IgA [109]. 

Autonomous BCR signaling in chronic lymphocytic 

leukemia cases was also recently demonstrated, but 
appeared independent from the mutated or unmutated 
BCR status [110]. 

Finally a number of AID-mediated mutations 
affecting proteins of BCR- or TLR-signaling cascades 
and resulting in constitutive B cell activation have been 
observed in many different types of lymphoproliferation 
[111,112]. 

6. CONCLUSIONS 

Early B cell differentiation is optimally driven 
through expression of germinally encoded and diversiied 
IgM molecules. This generates transitional B cells that 
are affected to the various mature B cell compartments 
and then express variable levels of IgM and IgD. Such 
cells can then undergo either Ag-dependent (within B cell 
follicles) or Ag-independent (for splenic marginal zone B 
cells), AID remodeling of their Ig V regions through SHM 
or GCV. Cell survival, fate and phenotype are all highly 
dependent at that time on constitutive signals provided 
by the BCR. Either antigen ligation of the BCR and/or 
stimulation by various TLR ligands can additionally result 
in B cell activation and rapid AID induction. By improving 
BCR afinity for antigen by SHM, AID will help select 
follicular cells having the strongest interactions with 
antigen exposed at the surface of FDC along the process 
of SHM, as winners of the competition for activation and 
survival signals provided by FDC and TFH cells within 
the GC. In parallel, these interactions further stimulate 
expression and accessibility of the IgH locus then resulting 
in CSR for expression of a new BCR with conserved 
Ag-speciicity but new signaling functions. Finally in 
some instances, another dramatic IgH remodeling event 
implying complete deletion of the IgH locus C region 
through a “sterile CSR” (also deined as ”locus suicide 
recombination” or LSR), can occur and result in loss of 
BCR expression and B cell death. 
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Self-Restrained B Cells Arise following Membrane IgE Expression. 

 

Laffleur B, Duchez S, Tarte K, Denis-Lagache N, Péron S, Carrion C, Denizot Y, Cogné M. 
 
Cell Reports 2015, volume 10, numéro 6, pages 900-909. 
 
Dans etàarti le,à ousàd o tro sàl’existe eàd’u àstadeàdeàd eloppe e tàdesàl pho tesà
B IgE+ autocontrôlé par les IgE membranaires. Les cellules IgE+ primaires ou transfectées leur 
BCR dans les rafts lipidiques pour une internalisation spontanée, sont moins mobiles et 
changent de morphologie. Nous suggérons que la combinaison de ces mécanismes 
proapoptoti ues,à i pli ua tà pote tielle e tà Hax ,à iteà l’a u ulatio à deà l pho tesà
mémoires  IgE+. Nous montrons également que ces caractéristiques sont indépendantes de la 
sti ulatio à desà l pho tesà Bà età r sulte tà deà l’expressio à d’u eà IgEà deà e ra e.à Parà
conséquence, peu de cellules survivent à une CSR vers IgE, ce qui minimise la quantité de 
cellules B pouvant se différentier en plasmocytes. 
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SUMMARY

Among immunoglobulins (Igs), IgE can powerfully

contribute to antimicrobial immunity and severe al-

lergy despite its low abundance. IgE protein and

gene structure resemble other Ig classes, making it

unclear what constrains its production to thousand-

fold lower levels. Whether class-switched B cell re-

ceptors (BCRs) differentially control B cell fate is

debated, and study of the membrane (m)IgE class

is hampered by its elusive in vivo expression. Here,

we demonstrate a self-controlled mIgE+ B cell stage.

Primary or transfectedmIgE+ cells relocate the BCRs

into spontaneously internalized lipid rafts, lose

mobility to chemokines, and change morphology.

We suggest that combined proapoptotic mecha-

nisms possibly involving Hax1 prevent mIgE+ mem-

ory lymphocyte accumulation. By uncoupling in vivo

IgE switching from cytokine and antigen stimuli, we

show that these features are independent from B

cell stimulation and instead result frommIgE expres-

sion per se. Consequently, few cells survive IgE class

switching, whichmight ensure minimal long-term IgE

memory upon differentiation into plasma cells.

INTRODUCTION

In mammals, IgE contributes to immunity against pathogens and

toxins (Marichal et al., 2013; Palm et al., 2013). It also yields se-

vere allergies, making it crucial to restrain IgE production and

control IgE immune memory. Since IgE+ cells are scarce in vivo,

it is unclear whether, as for other Igs, cells with an IgE B cell re-

ceptor (BCR) become memory lymphocytes. Globally, humoral

memory relies on the dual ability of B cells to either differentiate

into long-lived plasma cells (PCs) or survive as memory B lym-

phocytes. The BCR, providing both tonic and ligation-induced

signals, includes membrane-anchored Igs (mIgs) differing from

secreted Igs by inclusion of an extracellular membrane-proximal

domain, a transmembrane segment, and a cytoplasmic tail vary-

ing between heavy chain (HC) classes (Venkitaraman et al.,

1991). Human mIgE exists with either a long (‘‘mLIgE’’) or a short

(‘‘mSIgE’’) membrane-proximal domain (Batista et al., 1995).

Mouse mIgE was studied in the abundant mIgE+ B cells ap-

pearing in vitro after class switch recombination (CSR) in the

presence of interleukin-4 (IL-4) (Anand et al., 1997; Coffman

et al., 1986). Such mIgE+ B cells are rare in vivo, except in T/B

monoclonal or hyper-TH2 LATY136F mice (Aguado et al., 2002;

Genton et al., 2006, Erazo et al., 2007). A single spontaneous

mIgE+ lymphoma cell line was reported (Sitia, 1985). In mIgE+

cells, BCR expression is weak (Karnowski et al., 2006). That

mIgE+ B cells are mandatory for generating IgE PCs (similar to

mIgG and mIgA) was proven by knocking out membrane exons

(Achatz et al., 1997; Amin et al., 2012; Kaisho et al., 1997). To

avoid Fcε receptor-mediated artifacts, IgE+ B cells can be char-

acterized by intracellular rather than surface staining (Wesemann

et al., 2011). After tagging mIgE or knocking in an IRES-GFP

cassette downstream from Cε, it was suggested that within

germinal centers, caspase activation was higher in IgE+ than in

IgG1+ cells (Talay et al., 2012; He et al., 2013). However, the

IRES-GFP strategy monitors not only mIgE but also germline

Cε transcription. It was also proposed that among antigen-acti-

vated cells, mIgE+ cells vanished through accelerated differenti-

ation into PCs and were more apoptotic and less mobile than

IgG+ cells (Yang et al., 2012). These observations did not provide

an explanation for the increased ratio of PCs versus activated B

lymphocytes in the IgE+ compartment, and more importantly

with regard to long-term immunity, they gave no clue about the

status of memory B cells.

In immature mouse B cells, transfected IgE expression re-

sulted in BCR ligation-inducible growth inhibition as with IgM

(Batista et al., 1996). In mature cells binding antigen, it is un-

known whether class-switched and naive IgM+ cells are differ-

entially stimulated or eventually undergo activation-induced

cell death (Guzman-Rojas et al., 2002; Figgett et al., 2013; Péron

et al., 2012). Cross-linking of a transfected mIgE was reported to

induce apoptosis (Poggianella et al., 2006). In vivo, the rarity of

mIgE+ cells could involve either a specific influence of cytokines

and cell interactions promoting IgE CSR or specific signals from

the mIgE BCR. Globally, mIgE+ cells have only been observed

transiently and in minute amounts in vivo after B cell activation,

but never as resting memory B cells. These peculiar restrictions

of IgE synthesis prompted us to look for a putative mIgE-BCR-

dependent and B cell intrinsic self-control. To explore mIgE
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specificities, we designed models uncoupling mIgE expression

from immune activation, and we evaluated the potential changes

of B cell fate resulting frommIgE expression per se. We checked

whether mIgE can mimic mIgM and support B cell survival, as

shown for other HCs (Duchez et al., 2010; Horikawa et al.,

2007; Lutz et al., 1998). We show that, independent of stimula-

tion, mIgE expression per se alters the B cell phenotype in mul-

tiple regards, with notably a short lifespan.

RESULTS

Premature Cε Expression Ablates Mature B Cells

While abundant in vitro upon stimulation in the presence of IL-4,

mIgE+ cells barely appear in vivo. We forced mIgE expression

and set up the 3KI mutation replacing Smwith a human C 3encod-

ing both secreted IgE and mIgE (Figures S1A and S1B). Human

IgE weakly binding mouse Fc 3receptors was chosen to prevent

nonspecific staining (Wesemann et al., 2011). Heterozygous

wt/ 3KI mice were derived, but no B cell expressing IgE appeared

(Figure S1C). This culminated in complete B cell lymphopenia in

εKI/εKI animals, with bone marrow expansion of CD43+/CD25�

pro-B (16.5% to 94.7% of all B220+/CD19+ cells, p < 0.0001)

but lack of CD25+/B220+ pre-B cells (43.4% to 0.05% of all

B220+/CD19+ cells, p < 0.0001), while both follicular and mar-

ginal zone B cells were absent (Figure S1D). Neither murine Ig

nor human IgE were detected in blood (Figure S1E). This did

not involve defective association of human εHCwith mouse sur-

rogate light chains since a transfected human ε HC efficiently

reached the surface of mouse 18–81 pre-B cells (Figure S1F).

Apoptosis and Poor Survival of Primary mIgE+ Cells

We set up a staining protocol that removed bound soluble IgE

from the cell surface (Figure S1G) and confirmed that true

mIgE+ cells appear in vitro under anti-CD40/IL-4 stimulation of

wt mouse B cells. They proved more prone to spontaneous or

cytokine-deprivation induced apoptosis than mIgG1+ cells (Fig-

ures 1A and 1B). Decreased DJm potential suggested mito-

chondrial apoptosis, although use of bcl2 transgenic cells pre-

served a difference between mIgG1+ and mIgE+ cells (Figures

1A and 1B).

LATY136F mutant mice overproducing TH2 cytokines (Genton

et al., 2006) generated [B220+, IgE+] cells in vivo, expressing

CD138 much more frequently than IgM+ or IgG+ cells and thus

likely engaged in PC differentiation (Figure 1C). Two days after

bromodeoxyuridine (BrdU) injection, these cells stained as

short-lived BrdU+ cells (Figure 1D).

To compare survival according to Ig class, we transferred

LATY136F splenocytes into RAG2�/�
gC�/� mice. Cell survival

was estimated by monitoring levels of m, g1, and 3HC transcripts

in spleen 48-hr post-transfer compared with their ‘‘input’’

amount in transferred cells. Differences appeared between per-

sisting m expression, falling g1 levels, and still more strongly van-

ishing 3expression. The faster disappearance of 3versus g1 and

m transcripts affected not only membrane but also secreted Ig

transcripts, refuting the hypothesis that mIgE+ cells disappeared

by differentiating into PCs (Figure 1E).

Convergent observations were made with in vitro CD40L/IL4-

stimulated human cells grafted to RAG2�/�
gC�/� mice: tran-

scripts evaluated after 48 hr indicated collapsed IgE production

compared with IgM (Figure 1F).

mIgE-Dependent Changes in B Cells

The short lifespan of IgE-switched wt or LATY136F cells might

relate to either mIgE expression per se or a short-lived program

promoted by TH2 stimuli. We designed models for mIgE expres-

sion in B cells without prior stimulus by transiently transfecting

human or murine cell lines. Expression vectors encoded either

the short or long (mS or mL) form of human mIgE, or mIgM as

a control. In all cases, cytometry showed increased early

apoptosis (with annexin V staining) specific to mIgE+ cells.

Decreased DJm potential confirmed mitochondrial apoptosis

(Figures 2A and 2B). Accordingly, apoptosis was inhibited by

cyclosporin A or caspase inhibitor Q-VD-OPh (Figure 2B).

Thus, mIgE expression promotes apoptosis independently of

B cell stimulation in cell lines. The 28 amino acid long mIgE

tail was reported to interact with Hax1, putatively through a

conserved tyrosine-based DYANILQ motif in mouse IgE (found

as DYTNVLQ in human IgE, but absent in tails of all other Ig

classes) (Oberndorfer et al., 2006). It was recently shown that

Hax1 is an apoptosis inhibitor binding mitochondria and that

the vpr protein triggers apoptosis by relocalizing Hax1 (Simmen,

2011). We wondered whether mIgE expression could also re-

relocate Hax1 and carried out flow imaging of BL41 transfec-

tants. While transfection with control vectors preserved homo-

geneous Hax1 staining, mIgE expression associated with

Hax1 relocalization and heterogeneous staining (quantified by

flow-imaging bright detail evaluation) (Figures 2C and 2D).

Mouse IgE+ primary cells also featured increased heteroge-

neous Hax1 staining (Figures 2D and S2A). Co-localization ex-

periments of Hax1 and mitochondria-targeted DsRed showed

mitochondrial Hax1 depletion in mIgE+ cells (Figure 2E). Finally,

Hax1 staining globally increased in mIgE+ cells (mean fluores-

cence intensity 36,824 for mIgG1+ versus 68,864 for mIgE+

mouse primary B cells and 145,667 for empty vector-trans-

fected versus 332,353 for mIgE-transfected BL41 cells). This

might result from lowered Hax1 catabolism upon binding IgE,

since Hax1 normally undergoes rapid proteosomal degradation

(Li et al., 2012).

We also inserted a VDJ segment upstream of Cε in the εKI

construct, checking that it supported mIgE expression in trans-

fected murine A20 cells. While a Cm control construct readily

yielded stable mIgM+ transfectants, mIgE expression first ap-

peared transient. Obtaining stable transfectants required

repeated sorting of mIgE+ cells. Both transiently transfected

and sorted/stabilized mIgE+ cells constantly showed higher

apoptosis than untransfected cells or mIgM+ transfectants (Fig-

ure S2B). We looked for transcriptional changes between un-

transfected, stable mIgM+ and two independent stable mIgE+

A20 transfectants. Unsupervised analysis clustered both εHC

transfectants together, while the mHC transfectant clustered

with untransfected A20. The strongest (over 3-fold) changes in

mIgE+ cells fell into four major categories (Figure 3A; Table S1):

d Apoptosis: several pro-apoptotic genes were strongly up-

regulated including Phlda3, Card12, and two inducers of

mitochondrial apoptosis (Map3K9 and Bim), while some
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anti-apoptotic geneswere underexpressed, including Bcl3

and Cdkn1a.

d Metabolism: upregulation of DecR1, a fatty acid catab-

olism enzyme inhibiting cell proliferation; Slc16a3,

which extracts lactate; and Bhd1, a ketone pathway

regulator.

d Signaling and mobility: two transporters extracting cyto-

solic Ca2+, Slc24a3, and Npc1l1 were upregulated. The

Rgs13 inhibitor of small GTP protein-coupled receptors

(GPCRs) known to reduce intra-GC B cell mobility

(Hwang et al., 2013) was overexpressed, which might

alter cytoskeleton reorganization and responses to che-

mokines. Finally, downregulation affected the gc chain

of IL-2-4-7-21 receptors (major receptors for B cell acti-

vation), the semaphorin receptor plexin D1 that normally

promotes B cell mobility (Holl et al., 2011), S1pR1, pro-

moting lymphoid egress from GCs, and the CXCL13 re-

ceptor CXCR5.

d Other surface receptors: these included underexpressed

integrins and receptors involved in adhesion to laminins

or glycosaminoglycans (Itga6, Vsig1, CD97.) and in B-T

cell interactions or cytokine responses (CD70, CD69,

IL2Rg) and increased expression of the IgG/IgE-receptor

FcgR4.

Figure 1. Primary Class-Switched IgE+ B Cells Are Short Lived and Sensitive to Apoptosis

(A and B) After stimulation of splenocytes from wt (n = 8) or bcl2 transgenic mice (n = 6), apoptosis was determined after 24 hr cytokine deprivation (data are

means ± SEM, three experiments, unpaired t test between mice and paired t test between isotypes).

(C) Splenocytes split by flow cytometry into B lymphocytes (B220+/CD138�) and PCs (CD138+). Ratios were quantified for each Ig class.

(D) Amounts of recently divided (BrdU+) and long lived (BrdU�) cells from wt or LATY136F mice (data are means ± SEM, n = 7, three experiments, paired t test).

(E) Lymphocytes from LATY136Fmice were transferred into RAG2�/� gC�/�mice. Cm, Cg1, and C 3membrane and secreted transcripts were quantified by qPCR,

estimating survival of the corresponding B cells (data are means ± SEM, n = 6, three experiments, paired t test).

(F) Human lymphocytes were stimulated and transferred into RAG2�/� gC�/� mice. Cm, Cg1, and C 3total transcripts were quantified by qPCR (data are means ±

SEM, n = 4, four experiments, Mann-Whitney test).

See also Figure S1.
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Variations of apoptosis-related genes fitted with the

observed ongoing apoptosis of mIgE+ cells. Other changes

likely to impact cell fate related to signaling, cell adhesion,

mobility, and thus optimal interactions with the microenviron-

ment, notably due to underexpressed plexin D1 and/or

increased RGS13 and GPCR inhibition thereof. A20 mIgE+

transfectants indeed showed actin cytoskeleton reorganization

and loss of pseudopods by confocal microscopy (after phalloi-

Figure 2. Membrane IgE Induces Apoptosis

and Hax1 Relocalization in B Cells

(A and B) Transient transfection of A20 and BL2

B cell lines with expression vectors for SHORT

or LONG mIgE. Annexin V and DiOC6 staining

were compared between mIgE+ and mIgE-

cells in the absence (�) or presence (+) of

Q-VD-OPh or cyclosporine A (Cyclo A) (data are

means ± SEM, n = 6, three experiments, paired

t test).

(C and D) Hax1 staining patterns compared by

flow imaging between BL41 mIgE� and mIgE+.

Increased width of ‘‘bright detail intensity’’ peak

indicates increased heterogeneity of staining and

was quantified in transfected BL41 (n = 3, two

experiments each evaluating �1,000 IgE+ cells)

or stimulated mouse splenocytes (n = 4, two

experiments each evaluating �1,800 IgE+ cells)

(scale bar represents �20 mm; data are

means ± SD).

(E) Hax1 colocalization to mitochondria in BL41

cells (three experiments evaluating �60 IgE+

cells, unpaired t test).

See also Figure S2.

din labeling) and increased circularity by

flow imaging (Figure 3B). Increased

circularity also marked primary cells

induced in vitro to ε compared with g1

CSR (Figure S3A).

Basal intracellular tyrosine phosphory-

lation and phospho-ERK levels were

decreased in mIgE+ A20 transfectants

(Figure 3C). In addition, mIgE+ cells

showed spontaneous BCR co-localiza-

tion with lipid rafts (Figure 3D) and

increased abundance of rafts both in

transfected A20 and mIgE+ activated pri-

mary B cells compared with mIgM+ or

mIgG1+ cells from the same culture

(Figure S3B).

In mIgE+ transfectants, the aforemen-

tioned increased FcgR4 transcription

correlated with increased surface

expression and binding of fluorescently

labeled IgE (Figure S3C). Since genes

connected to mobility showed variations,

we assayed responses to chemokines of

primary and transfected mIgE+ cells. In

all cases, mIgE+ cells proved less reac-

tive to either CXCL12, CXCL13, or mixed chemokines pro-

duced by lymphoid stromal cells (Figures 3E and S3D).

mIgE+
cre-Switched B Cells Internalize mIgE BCR, Lose

Mobility, and Are Short Lived

Since εKI mice were B-less, we generated mεKI animals whose B

cells initially express Cm and can later be cre-deleted toward Cε

expression. The Cε gene encoded both secreted IgE and mIgE
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(Karnowski et al., 2006) (Figure 4A). In homozygous mice, the

mεKI mutation and associated Sm deletion homogenously

imposed human IgM expression instead of any mouse Ig (Fig-

ure 4B). Mating with creERT2 mice yielded tamoxifen-inducible

IgE expression. In vivo, cre deletion was efficient at the DNA level

in spleen (Figure S4A). It also massively occurred in vitro in

immortalized IgM+ hybridomas from mεKI/creERT2 mice (Fig-

ure S4B). While inducible in primary B cells in vivo and in vitro,

IgE detection required intracellular staining, reminiscent of re-

quirements for staining mIgE+ primary cells (Wesemann et al.,

2011). Contrasting with massive cre deletion at the DNA level

in spleen, most primary B cells retained IgM expression in vivo,

Figure 3. Phenotypic Changes Induced by

Membrane IgE

(A) Unsupervised clustering split mIgE+ trans-

fectants and untransfected or mIgM+ A20.

(B) (Top) Circularity was quantified for A20 cells and

IgM or IgE transfectants by flow imaging (data are

represented as boxplot with whiskers from min to

max, �5,000 cells, two experiments, unpaired t

test) and parallel confocal microscopy (bottom,

representative cells).

(C) (Top) Phosphorylation of proteins from A20 and

transfectants; GAPDH is a loading control (two

experiments). (Bottom) Erk-phosphorylation (two

experiments).

(D) BCR (in blue) and lipid rafts stained by cholera

toxin (green) show increased co-localization (i.e.,

superimposition of curves) in IgE+ cells (repre-

sentative cells, three experiments) (quantification

followed red arrows along cell contours; scale bar

represents �5 mm).

(E) Cell mobility experiments in response to gradi-

ents of (left) a mix of chemokines produced by

human stromal cells, and (right) recombinant

CXCL12 (data are means ± SEM, n = 3 to 8, five

experiments, paired t test).

See also Figure S3.

with IgE expression remaining below 4%

and vanishing within 4 weeks after cre in-

duction (Figure 4C). Cm deletion and sub-

sequentmIgE ‘‘cre-CSR’’ were thus coun-

terselected in B cells and did not yield

long-lived mIgE+ cells. Also, similar to

normal primary mIgE+ cells (and to trans-

fected cells), cre-switched cells showed

reduced chemokine-induced mobility

(Figure 3E). Feeding mice with BrdU for

10 days, 20 days after tamoxifen induc-

tion, distinguished nonproliferating

‘‘long-lived’’ cells from recently divided

‘‘short-lived’’ cells: IgE+ cells overwhelm-

ingly scored as BrdU+, i.e., short lived

(Figure 4D), in agreement with transient

mIgE expression in blood or spleen lym-

phocytes. In serum, human IgE peaked

at the same time as IgE+ cells, but per-

sisted at levels around 1,000 KU/l after

IgE+ cells completely vanished from blood and spleen, over

5 months after tamoxifen induction. Memory of cre switching

was thus only attested to by a few remaining IgE secreting cells

(Figure 4C).

Direct mIgE staining has been documented as weak or absent

on primary B cells (Karnowski et al., 2006; Wesemann et al.,

2011). Since it was also virtually absent in mεKI B cells, we

wondered whether this could reflect spontaneous mIgE internal-

ization. To preserve membrane receptor trafficking, B cells were

stained at 37�C instead of 4�C, with fluorescently labeled anti-

IgE antibodies. This clearly and specifically stained tamoxifen-

induced IgE+
mεKI cells, showing that mIgE BCRs do reach the
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membrane but are then internalized, eventually together with a

labeling antibody (Figures 4E and 4G).

Similarly, in CD40L-stimulated human primary B cells, IgE

expression appeared faint after staining at 4�C but strongly

increased by staining at 37�C and was restricted to IL-4-

exposed cells (Figures 4F and 4G).

DISCUSSION

Class-specific variations of BCR functions are incompletely un-

derstood (Laffleur et al., 2014). Compared with IgM, cross-link-

ing of class-switched BCRs more strongly boosts PC differenti-

ation (Horikawa et al., 2007; Pogue and Goodnow, 2000; Sato

et al., 2007; Waisman et al., 2007; Wakabayashi et al., 2002).

Specific mIgG or mIgE interactions were reported with Grb2 (En-

gels et al., 2009). The mIgE tail also interacts with Hax1, which

binds the Syk target Hs1 (Batista et al., 1996; Oberndorfer

et al., 2006). However, transfected cells reacted similarly to

mIgE or mIgM cross-linking (Poggianella et al., 2006).

Independent of cross-linking, it is unknown whether constitu-

tive signals from the various HC classes differentially support B

cell survival. Rare primary class-switched mIgE+ lymphocytes

aremandatory precursors of IgE PCs (Achatz et al., 1997; Bright-

bill et al., 2010). The elusive nature of the mIgE+ stage in vivo has

been attributed to accelerated PC differentiation, increased

apoptosis, or poor Sε efficacy during CSR, three non-mutually

exclusive explanations (He et al., 2013; Misaghi et al., 2013;

Wu and Zarrin, 2014; Yang et al., 2012). The TH2 context yielding

mIgE+ cells might also shorten their survival, similar to some

T cells in which Socs-1 induction by IL-4, IL-13, and Stat6 pro-

motes activation-induced cell death (Alexander, 2002; Heben-

streit et al., 2003; Oh et al., 2012). Whatever the mechanisms

involved, altogether they limit IgE production in vivo to levels

10,000- to 100,000-fold lower than other classes.

Since mIgE+ cells abundantly arise in vitro from B cell stimula-

tion, we suspected that one basis for their in vivo rarity might be

that mIgE expression per semodulates B cell fate. To assay such

a potential mIgE effect independently of any antigen-dependent

cross-linking and T cell help, we first forced mIgE expression in

mice by replacing Smwith a Cε Ig gene. Early in vivo ε expression

instead of m HC in homozygous εKI mice abrogated B cell lym-

phopoiesis. Tonic signals successively provided by the pre-

BCR and BCRs support B cell development (Mårtensson et al.,

2007; Rossi et al., 2006). Albeit with variable efficiencies, tonic

signals provided by d, g, or a HCs can replace m during lympho-

poiesis (Duchez et al., 2010; Horikawa et al., 2007; Lutz et al.,

1998). The εKI lymphopenia shows that ε differs from other

HCs in this regard.

We explored mIgE expression in [VDJ-Cε]-transfected cells

and found it unstable in prolonged cultures. Additionally and

reminiscent of the εKI B cell defect, mIgE+ transfected cells

showed multiple functional and morphologic changes, with

defective chemokine-triggered mobility, decreased intracellular

tyrosine phosphorylation, increased circularity, BCR clustering

into lipid rafts, and finally increased apoptosis. Associated tran-

scriptional changes had the potential to inhibit responses to che-

mokines (with modified RGS13, integrins, and plexin D1 expres-

sion), modulate receptors involved in T-B interactions, affect

metabolism, and promote apoptosis. Multiple phenotypic alter-

ations were common to various mIgE+ cells (transfected cells,

primary cells, and knock-in models). Interestingly, mIgE expres-

sion induced relocalization of the Hax1 anti-apoptotic protein,

suggesting that the mIgE intracellular tail could be a sink for

Hax1.

Endogenous mIgE expressing B cells obtained in vitro (after

stimulation of human or wt mouse B cells) or ex vivo showed

mIgE to be transiently expressed and internalized. These

mIgE+ cells, recently divided, survived less than other B cells

upon transfer into immunodeficient mice.

To characterize mIgE function in primary B cells indepen-

dently of immune stimulation, we studied mεKI B cells express-

ing mIgE upon creERT2 induction. It is known from previous

studies that creERT2 has no major toxicity in B cells (Dogan

et al., 2009). In mεKI mice, the cre deletion was counter-selected

in B cells, and rare mIgE+ B cells were again short lived both

in vivo and in vitro. Similar to transfectants or classical switched

B cells, they expressed low levels of a rapidly internalized IgE

BCR. They also poorly responded to CXCL12 and easily under-

went apoptosis. In contrast, IgE secretion lasted for months

in mεKI mice after induction, indicating long-term survival of

IgE PCs.

Altogether, our data suggest an immobile, reprogrammed, and

rapidly apoptotic phenotype of mIgE+ cells notably involving

Hax1 sequestration by mIgE and inhibition of responses to che-

mokines. This phenotype directly imposed by mIgE expression

prior to any antigen encounter may explain the short lifespan

and in vivo rarity of mIgE+ cells. It is thus questionable whether,

among IgE+ cells, the high ratio of PCs represents boosted PC

differentiation or accelerated death of non-PC cells. Since the

mIgE+ stage is mandatory for PC differentiation (Achatz et al.,

1997), it appears as a bottleneck limiting IgEmemory (prohibiting

survival of mIgE+ memory B lymphocytes, but allowing a few to

escape deletion, reach the mIgE stage, and survive as PCs).

Existence of long-lived PCs is consistent with the common

observation of long-term IgE atopy. Noticeably, PCs deriving

from cells with a mIgE BCR poorly respond to CXCL12

(Achatz-Straussberger et al., 2008), possibly accounting for their

absence in bonemarrow (He et al., 2013). This suggests that part

of the mIgE+ phenotype is durably imprinted into PC differentia-

tion afterward.

Altogether, a reasonable picture of IgE responses in light of our

data and previous studies is that multiple mechanisms concur to

restrict IgE production to minute amounts. IgE CSR is less effi-

cient than IgG CSR; it yields mIgE+ cells only appearing tran-

siently in both humans and mice, poorly effecting migrations

associated with maturation within lymphoid organs and thus

quickly eliminated by spontaneous and activation-induced

apoptosis without survival as mIgE+ memory cells. Only few

IgE PCs might eventually survive this pathway, become long-

lived, and solely ensure true long-term IgE memory. Given the

short half-life of IgE, such rare long-lived IgE PCs are likely

responsible for immediate IgE allergy, while mIgM+ or mIgG+

memory cells can eventually generate new IgE cells after CSR.

Direct or sequential CSR was indeed documented as providing

new IgE+ cells from either Ag-experienced mIgM+ or mIgG1+

cells (Xiong et al., 2012).
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Figure 4. mεKI Mutant Mice

(A) (Top) Targeted IgH locus (not to scale) with floxed human Cm gene, neor cassette, and Cε gene. (Bottom) The mεKI locus normally undergoes V(D)J re-

arrangement, expressed with human Cm; after breeding with CreERT2 mice, Cε is expressed upon cre deletion of Cm.

(B) B cells from mεKI mice express human IgM BCR (n = 20, five experiments).

(C) mεKI x CreERT2 mice were sacrificed 1 day to 5 months after tamoxifen administration. IgE B cells among splenocytes were quantified by cell cytometry after

intracellular staining (mean ± SEM, n = 3 to 7 mice per group, four experiments); human IgE was evaluated in sera.

(D) BrdU was injected 10 days before sacrifice, 20 days after tamoxifen treatment, and incorporation was evaluated (mean ± SEM, n = 5, two experiments, paired

t test).

(E) Cell cytometry (left) of IgE expression among [CD19+] cells in mεKI3 CreERT2 mice 24 hr after cre induction, readily detects IgE after permeabilization but not

by surface labeling at 4�C. In contrast, 6-hr incubation at 37�C with fluorescent anti-IgE antibodies stains cells specifically from mice expressing cre (n = 9, four

experiments, paired t test). Confocal imaging of internalized fluorescent antibodies (right ; scale bar represents �10 mm).

(legend continued on next page)
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This multifaceted restriction of IgE responses most likely at-

tests to the beneficial accumulation throughout evolution of mul-

tiple means to both keep on producing the most powerful magic

bullet of adaptive immunity while maintaining its hazardous pro-

duction under tight control. Each of these specific constraints on

the IgE B cell compartment will clearly deserve in-depth molec-

ular analysis in the future.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Mice

RAG2�/�
gC�/� (Colucci et al., 1999), AID�/� (Muramatsu et al., 2000), and

LATY136F (Aguado et al., 2002; Genton et al., 2006) mice were used. εKI mice

carried an inserted humanCε gene replacing Sm, mεKImice carried a floxed hu-

man Cm followed by Cε (expressed upon cre deletion of Cm). Detailed methods

are described in Supplemental Experimental Procedures.

B Cell Transfectants

Expression of rearranged Ig chains was in A20, BL2, and BL41 cell lines.

Detailed methods are described in the Supplemental Experimental

Procedures.

Transcription Analysis

RNA was analyzed by qPCR for expression of m, g, and ε Ig HC secreted and

membrane forms. Microarray analyses were with Agilent chips. Detailed

methods are described in the Supplemental Experimental Procedures.

Cell Cultures

Sorted B cells were stimulated for IgE CSR in the presence of IL-4. In

transfer experiments, cells were injected intravenously into RAG2�/�
gC�/��

mice. Detailed methods are described in Supplemental Experimental

Procedures.

Cytometry, Confocal Microscopy, and Flow Imaging

Proliferation was monitored by BrdU incorporation. Apoptosis was monitored

by Annexin V and DiOC6 staining. Detailed methods are described in Supple-

mental Experimental Procedures.

Cell Mobility

Evaluation was done using transwells and recombinant or natural chemo-

kines. The detailed method is described in Supplemental Experimental

Procedures.

Statistical Analyses

Student’s t test or Mann-Whitney tests were used (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <

0.001, ****p < 0.0001).
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