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PYT : « Poly-Pyrimidine Tract » ou Région Riche en Pyrimidine 

RA : « Rheumatoid Arthritis » ou polyarthrite Rhumatoïde  

RE : Reticulum Endoplasmique 

RNA : « RiboNucleic Acid » ou Acide RiboNucléique 

RNAi : « RiboNucleic Acid interference » ou interférence à l’Acide RiboNucléique 

RNP : RiboNucléoProtéine 

rRNA : « ribosomal RiboNucleic Acid » ou Acide RiboNucléique ribosomal 

RSS : « Recombinaison Signal Sequence » ou Séquence Signal de Recombinaison 

SEC : « Super Elongation Complex » ou Complexe de Super Elongation 

SEP : Sclérose en plaques 

SHM : « Somatic HyperMutation » ou HyperMutation Somatique 

shRNA : « small hairpin RiboNucleic Acid » ou petit Acide RiboNucléique en épingle 

SLC : « Surrogate Light Chain » ou Substitut de Chaine Légère 

SLE : « Systemic Lupus Erythematosus » ou Lupus Erythémateux Systémique 

SLPC : « Short-Lived Plasma Cell » ou Plasmocyte à Courte Durée de vie 

SMA : « Spinal Muscular Atrophy » ou Amyotrophie Spinale 

SNA : « Spherical nucleic acid » ou Acide Nucléique Sphérique 

snRNA : « small nuclear RiboNucleic Acid » ou petit Acide RiboNucléique nucléaire 

snRNP : « small nuclear RiboNucleoProtein » ou petite RiboNucléoProtéine nucléaire 

snoRNA : « small nucleolar RiboNucleic Acid » ou petit Acide RiboNucléique nucléolaire 

SRP : « Signal Recognition Protein » ou Particule Signal de Reconnaissance 

SSO : « Splice-Switching Oligonucleotide » ou Oligonucléotide Modulant l’Epissage 

TAF : « TATA-box Associated Factor » ou Facteur Associé à la TATA-box 

TBP : « TATA-box Binding Protein » ou Protéine de Liaison à la TATA-box 

Tfh : Lymphocyte T folliculaire « helper »  

TNF : « Tumor Necrosis Factor » ou Facteur de Nécrose Tumorale 

Treg : Lymphocyte T régulateur 

tRNA : « transfert RiboNucleic Acid » ou Acide RiboNucléique de transfert 

TSLP : « Thymic Stromal LymphoPoietin » ou LymphoPoïétine Stromale Thymique 

TSS : « Transcription Start Site » ou Site de Départ de la Transcription 
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TTG : « Tissue TransGlutaminase » ou TransGlutaminase Tissulaire 

UNG : « Uracile-DNA glycosylase » ou Glycosylase d’Uracile-ADN   

USE : « Upstream Sequence Element » ou Elément de Séquence en Amont 

UTR : « Untranslated Region » ou Région non Traduite 

WM : « Waldenström Macroglobulinemia » ou Macroglobulinémie de Waldenström 

3’SS : « 3’ Splice Site » ou Site d’Epissage en 3’ ou Site Accepteur d’Epissage 

5’SS : « 5’ Splice Site » ou Site d’Epissage en 5’ ou Site Donneur d’Epissage 
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Partie I. Introduction 

Le matériel génétique contenu dans les cellules, l’acide désoxyribonucléique (ADN) et son 

messager, l’acide ribonucléique (ARNm) dirige le devenir même de nos cellules et le 

développement de notre corps. La régulation de leur expression détermine ainsi la fonction de 

chaque type cellulaire au plus tôt de notre existence puis au cours de la vie fournit l’adaptation 

cellulaire nécessaire à tout organisme vivant. Les cellules de notre système immunitaire 

n’échappent pas à cette règle et sont constamment en évolution pour s’adapter aux agressions 

extérieures (virus, bactéries, champignons, corps étranger) comme intérieures (cancers). 

Ainsi, le fonctionnement des lymphocytes B et des plasmocytes, clés de notre système 

immunitaire adaptatif, est finement régulé et en perpétuelle transformation afin de produire des 

anticorps efficaces et sûrs pour protéger l’organisme. 

Toutefois, la régulation de ce matériel génétique n’est pas sans failles et des mutations 

peuvent survenir lors d’erreurs de réplication pendant la division cellulaire, plus ou moins 

fréquemment sous l’influence de facteurs environnementaux (radiations, substances 

cancérigènes, …). Ces mutations surviennent en permanence et sont la plupart du temps 

contenues grâce à des systèmes d’autorégulation cellulaire tels que l’apoptose programmée. 

Certaines cellules peuvent pourtant échapper à ces systèmes en accumulant les mutations et 

deviennent des cellules cancéreuses capables de se diviser à l’infini et perdant peu à peu leurs 

spécificités tissulaires. Les cellules de la lignée des lymphocytes B peuvent ainsi donner 

naissance à de nombreux syndromes lymphoprolifératifs tels que le lymphome diffus à 

grandes cellules B (DLBCL). 

D’autres fois, c’est une mauvaise interprétation du système immunitaire vis-à-vis d’une 

substance sans danger pour l’organisme ou interne à l’organisme qui va provoquer une 

réaction immunitaire disproportionnée. C’est le cas des allergies et aussi de certaines 

maladies auto-immunes comme le lupus. La cause de ces différentes réactions en chaine est 

pour l’heure mal connue mais la plupart ont pour résultat la production excessive d’anticorps 

contre ces substances par les plasmocytes et les lymphocytes B.  

Dans cette thèse, nous allons explorer un mécanisme fondamental à l’origine de la production 

d’anticorps, la commutation de classe, ainsi que différentes pistes de traitements pour les 

syndromes lymphoprolifératifs et maladies liées à la cellule B. Toutes ces explorations sont 

réalisées à l’aide d’une technologie de régulation des ARNm : les oligonucléotides antisens, 

dont nous utilisons plusieurs modes d’action que nous détaillerons plus loin. 
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I.1. De l’ADN à la protéine 

I.1.1. La transcription 

La transcription permet de transformer les informations contenues dans l’ADN, situé dans le 

noyau, en ARNm. Cette transcription est réalisée par une enzyme : l’ARN polymérase II (Pol 

II), mais il existe également d’autres transcriptions réalisées par d’autres ARN polymérases : 

l’ARN polymérase I qui synthétise les ARN ribosomaux (rRNA) et l’ARN polymérase III qui 

synthétise les ARN de transfert (tRNA) et les petits ARN nucléolaires (snoRNA) (1). La 

première étape de la transcription est la reconnaissance et l’attachement de l’ARN polymérase 

II (Pol II) à la région promotrice d’un gène sur l’ADN. Selon le type cellulaire et le gène en 

question, cette région n’est pas forcément disponible si l’ADN est condensé via les 

nucléosomes sous forme de chromatine dense ou hétérochromatine. Les nucléosomes sont 

donc des éléments essentiels de régulation de la transcription en contrôlant l’accès des 

promoteurs à la Pol II. Les nucléosomes sont formés via un complexe de protéines, les 

histones, autour duquel l’ADN s’entoure, acquérant ainsi sa forme condensée. Il existe 4 types 

d’histones formant le nucléosome : l’histone H2a, H2b, H3 et H4 qui s’assemblent en un 

complexe octamérique (H3-H4)2(H2A-H2B)2 et une histone de liaison H1 qui se lie à l’ADN en 

dehors des nucléosome et stabilise les structures chromatiniennes complexes (2,3). Chaque 

histone possède plusieurs variants, partageant une homologie de séquence avec leur histone 

canonique, par exemple H2a.Z (4). Ces histones peuvent également subir des modifications 

post-traductionnelles comme des méthylations ou acétylation, faisant ainsi varier finement 

l’accessibilité de la chromatine (2) (Figure 1). Les marques chromatiniennes entourant la 

région promotrice, comme la triméthylation de H3K4 (H3K4me3) sont des marqueurs de 

promoteurs actifs tandis que d’autres marques comme H3K27me3 sont des marqueurs de 

répression d’expression génique (5). 

 

Figure 1 Illustration de la structure d’un nucléosome et de ces mécanismes de régulation. 

Le nucléosome est constitué d’un octamère d’histones (H3-H4)2(H2A-H2B)2 entouré d’ADN et peut être 

régulé via l’acétylation (Ac), la méthylation (Me), la diméthylation (Me2) et la triméthylation (Me3) des 

histones dictant l’activation ou la répression de l’expression d’un gène. Adapté de Stillman et al Cell 

2018 (2). 
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Il existe deux types de promoteurs chez l’homme. 

Le premier type de promoteur possèdent une 

séquence appelée « TATA box » riche en thymine 

et adénosine de consensus TATAWAWR (avec 

W=A ou T et R=A ou G). La Pol II reconnait ce 

motif et initie la transcription. Ce type de promoteur 

est souvent retrouvé pour les gènes 

spécifiquement régulés au cours de la 

différentiation cellulaire (6). Le deuxième type de 

promoteur concerne surtout les gènes dit « de 

ménage » constitutivement actifs où les régions 

promotrices contiennent des ilots CpG qui 

empêchent la fixation des nucléosomes et 

permettent l’initiation de la transcription. Ces 

régions promotrices peuvent toutefois être 

régulées via la méthylation des cytosines de 

l’ADN. Ainsi, si l’ADN est suffisamment méthylé 

l’expression du gène sera réduite car la Pol II 

reconnaitra moins facilement la séquence 

promotrice (7). 

La première étape de la transcription consiste en 

la fixation de différents facteurs de transcription 

TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH et de la Pol II 

au niveau du promoteur pour former le complexe 

de pré-initiation ou PIC. Le TFIID possède 

notamment des protéines de liaison à la TATA box 

(ou TATA-like) les TBP ainsi que des facteurs 

associés à ces protéines appelés TAF qui sont 

dépendants de chaque promoteur. Le TFIID va 

être le premier à se fixer sur le promoteur, suivi par 

les autres facteurs et la Pol II. Le promoteur étant 

situé environ 30pb en amont du site de départ de 

la transcription ou TSS, le PIC va ouvrir l’ADN à ce 

niveau pour commencer la transcription grâce à 

l’hélicase TFIIH en utilisant de l’adénosine 

triphosphate (ATP). La boucle de transcription 

étant formée, la Pol II peut ainsi accéder au brin 

non codant de l’ADN et commercer la 

polymérisation de l’ARN pré-messager en 

présence de nucléosides triphosphates (NTP). 

(Figure 2) (8) 

 

Figure 2. Mécanisme d’initiation de la transcription par l’ARN polymérase II. 

La Pol II vient fixer le promoteur du gène avec les facteurs de transcription pour former le PIC. Ce PIC 

provoque l’ouverture de la boucle de transcription grâce à l’hélicase TFIIH et initie la transcription. Adapté 

de Sainsbury et al, Nature Reviews Molecular Cell Biology 2015 (7). 
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Le début de la phase d’élongation est initié par la phosphorylation de Ser5 et Ser7 au niveau 

du domaine C-terminal (CTD) de la Pol II par la kinase Cdk7 du TFIIH ce qui provoque la 

propulsion de la Pol lI hors du promoteur (9). Une fois la Pol II propulsée en direction 3’ du 

gène, les facteurs du PIC vont se dissocier et être rapidement remplacés par des facteurs 

d’élongation de la transcription : Spt4/Spt5, Elf1 (« E74-like factor 1 ») et TFIIS, formant le 

complexe d’élongation (EC). L’EC va ainsi former un tunnel autour de l’ADN constitué de Elf1 

à l’entrée et de Spt4/Spt5 pour la sortie, encadrant la Pol II (10). 

Au bout d’une trentaine de nucléotides transcrits la Pol II va s’arrêter, c’est l’étape de pause 

de la Pol II qui permet le remplacement les facteurs d’initiation de la transcription par les 

facteurs d’élongation de la transcription. Cette pause est initiée par DSIF (domaine de Spt5) 

et surtout le facteur d’élongation négatif (NELF) qui va bloquer le site catalytique de la Pol II 

ainsi qu’empêcher la fixation de TFIIS. La Pol II est ensuite libérée par l’action de la kinase 

Cdk9 du facteur d’élongation positif de la transcription b (P-TEFb). P-TEFb est recruté par les 

facteurs de transcriptions généraux, les co-activateurs et Mediator, dont le rôle est expliqué ci-

dessous, et va phosphoryler de nombreux élément dont NELF, DSIF et le CTD de la Pol II au 

niveau de Ser2. C’est la phosphorylation de DSIF qui a le rôle le plus important dans la 

libération de la Pol II via la dissociation de NELF du site catalytique de cette dernière. Par la 

suite, afin de faciliter l’élongation, de nombreux facteurs d’élongation sont recrutés afin de 

surmonter les obstacles que sont les nucléosomes et d’éviter de nouvelles pauses de la Pol II 

: le facteur 1 associé à la polymérase (PAF1), le complexe facilitant la transcription de la 

chromatine (FACT) et Spt6. Ce mécanisme de pause de la Pol II fait partie des mécanismes 

de régulation de l’expression génique durant la transcription. (Figure 3) (11,12)  

 

Figure 3. Mécanisme de la pause de la Pol II et sa libération durant la transcription 

A. La pause de la Pol II est initiée par DSIF (un domaine de Spt4/Spt5) et par NELF qui vient bloquer 

le site catalytique de la Pol II après incorporation d’environ 30nt durant la phase précoce d’élongation. 

B. L’élongation va reprendre grâce à l’intervention de P-TEFb (qui fait partie du complexe de super-

élongation ou SEC) qui libère NELF de la Pol II. C. Des facteurs d’élongation supplémentaires sont alors 

recrutés afin de faciliter la modulation de la chromatine durant l’élongation. Adapté de Core et Adelman 

Genes & Development 2019 (11).  
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Il existe également d’autres éléments éloignés du gène lui-même qui influent sur la 

transcription, ce sont les régions dites activatrices ou « enhancers ». Ces régions sont 

capables de se fixer à des facteurs de transcription en même temps que le promoteur et 

participer à la régulation de la transcription. Les « enhancers » sont situés parfois très loin du 

gène ciblé sur le génome de 1 000kb ou plus mais vont spatialement se rapprocher au niveau 

chromatinien. Par exemple, le super-enhancer 3’RR (région régulatrice en 3’) du locus IGH est 

séparé de 200kb du gène constant IgM (13). En effet, les activateurs de la transcription liés 

aux « enhancers » vont activer indirectement le PIC lié au promoteur d’un gène grâce au 

médiateur de la transcription de la Pol II ou « Mediator ». Le Mediator est un complexe 

multiprotéique constitué de 30 sous-unités chez l’homme qui va être recruté par les activateurs 

de la transcription liés aux régions « enhancers » et va créer un pont entre ces activateurs et 

la PIC afin d’initier la transcription. Le Mediator a ainsi plusieurs rôles durant la transcription 

puisqu’il aide à l’assemblage du PIC mais aussi promeut la phase d’élongation en facilitant la 

phosphorylation de la CTD de la Pol II (Figure 4) (12,14).  

 

Figure 4. Activation de la transcription de la Pol II par une région enhancer via Mediator. 

Les facteurs activateurs de la transcription se lient sur la région enhancer et suite à un remaniement 

chromatinien, vont recruter le complexe Mediator. Mediator va ainsi pouvoir faciliter l’assemblage du 

PIC au niveau du promoteur et puis aider à la phosphorylation du CTD de la Pol II afin d’aider à l’initiation 

de la transcription. Adapté de Soutourina et al Nat Rev Mol Cell Biol. 2018 (14). 

La transcription s’achève lorsque la Pol II atteint la fin du gène marqué par le site de clivage 

et polyadénylation ou PAS, c’est l’étape de terminaison. En effet, le complexe de clivage et de 

polyadénylation (CPA) va se former rapidement sous l’influence de la perte d’activité de CDK9 

au niveau du PAS et la Pol II va se mettre en pause. Cette pause est provoquée par un 

changement de conformation ainsi qu’une augmentation de la phosphorylation de la Ser2 sur 

son CTD. Ces changements vont permettre le clivage du transcrit puis la terminaison par les 

exoribonucléases Xrn2/Rat1 « torpedo » de 5’ vers 3’ recrutées par le CPA. Lorsque les 

exoribonucléases atteignent la Pol II, elles provoquent son détachement de l’ADN. (15,16) 

En supplément de l’ARNm codant, la transcription permet également la synthèse d’ARN non 

codants ou ncRNA qui représentent environ 60% des ARNs transcrits chez l’homme. Parmi 

ces ncRNA, on retrouve les tRNA et les rRNA qui ont un rôle dans la traduction, les snRNA 

impliqués dans l’épissage et les snoRNA qui aident à la modification des rRNA dont le rôle est 

connu depuis longtemps. Cependant, le rôle d’autres ncRNA n’a été découvert que récemment 

dont les ARN introniques, les longs ARN non codants (lncRNA), les micro-ARN (miRNA), les 
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ARN circulaire (circRNA) ou encore les ARN extracellulaires qui peuvent être transcrits à 

l’envers de 3’ vers 5’ ou au sein même des introns d’un gène codant. Ces ncRNA ont un rôle 

important dans la régulation de l’expression des ARN codants en remodelant la chromatine, 

agissant sur la transcription ou les modifications post-transcriptionnelles d’un ARNm ou en 

étant acteur de la transduction d’un signal. Les miRNA sont des ncRNA très conservés dans 

l’évolution et peuvent se lier à plusieurs ARNm dont la fonction est associée, permettant ainsi 

la formation d’un réseau de régulation. Les miRNA ont aussi une fonction régulatrice des 

lncRNA et des circRNA en influençant leur stabilité et, en retour, ces derniers ont un rôle dans 

la régulation des miRNA en les rendant plus ou moins disponible selon leur degré de 

séquestration. Au vu de leur impact sur l’expression génique, la dérégulation de certains 

ncRNA est retrouvée dans de nombreux cancers. (17) 

I.1.2. L’épissage 

Au cours de la transcription, la Pol II génère un ARN pré-messager, copie conforme de l’ADN 

contenant des exons et des introns. Afin de former un ARNm mature, les introns de la 

séquence du pré-messager ont besoin d’être supprimées durant l’étape d’épissage. 

L’épissage se déroule pendant la transcription, dit co-transcriptionnel (18). Les introns devant 

être distingués des exons avant cette étape, il existe un marquage contenu dans le génome 

qui permet de les distinguer. Ainsi, un intron est précédé d’un site donneur d’épissage en 5’ 

ou 5’SS, puis on trouve en son sein une séquence d’attachement ou BPS suivie d’une région 

riche en pyrimidines ou PYT et enfin l’intron est terminé par un site accepteur d’épissage en 

3’ ou 3’SS. Ces séquences possèdent des nucléotides consensus, notamment GT pour le 

5’SS, A pour le BPS et AG pour le 3’SS (Figure 5). (19) 

 

Figure 5. Séquences consensus du 5’SS, BPS et 3’SS qui permettent la définition d’un intron 

Les séquences consensus sont illustrées avec des nucléotides plus ou moins grands selon leur 

pourcentage de répartition et selon leur position. a. Séquence consensus du 5’SS b. Séquence 

consensus du BPS c. Séquence consensus du 3’SS. Adapté de Lee et Rio Annu Rev Biochem. 2015 

(19) 
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Figure 6. Le mécanisme d’épissage du pré-ARNm en ARNm mature par le spliceosome. 

Les snRNPs U1, U2, U4, U5 et U6 vont successivement s’accrocher sur le pré-ARNm nouvellement 

synthétisé afin de former un complexe dynamique appelé spliceosome. A l’aide de nombreuses 

hélicases et deux réactions successives de transestérification, les deux exons vont être reliés et séparés 

de leur intron qui prendra alors une forme de lasso (ou lariat). Adapté de Zhang et al WIRE RNAs 2019 

(20). 

L’épissage est réalisé à l’aide d’un complexe ARN-protéique dynamique appelé spliceosome, 

formé de 5 sous unités de petits ARN nucléaires (snRNA) : U1, U2, U4, U5 et U6. Chacun de 

ces snRNAs forment un complexe avec leur protéine associée ou snRNPs (20). La première 

étape de ce long mécanisme est la formation du complexe d’exon définition (EDC ou complexe 

E), où U1 et SF1 viennent se fixer respectivement sur le 5’SS et le BPS puis des protéines SR 

viennent former un réseau entre les deux snRNPs (21). Suivant l’exon définition, U2 va venir 

remplacer SF1 guidé par les hélicases Prp5 et Sub1, formant le complexe A. Le spliceosome 

va alors évoluer avec l’apport de la tri-snRNP U4/U6.U5 pour former le complexe pré-B, qui 

va rapidement évoluer en Complexe B avec le détachement de U1 par l’hélicase Prp28. Une 

autre hélicase, Brr2 vient décomplexer la snRNP U4 de U6.U5, ce qui va provoquer l’action 

du « NineTeen Complex » ou NTC et son complexe associé le NTR pour stabiliser le 

spliceosome, au stade B activé. Mais c’est l’hélicase Prp2 qui va rendre le site catalytique du 

spliceosome véritablement actif, on dit alors le complexe B*. La première réaction catalytique 

de transestérification du spliceosome a alors lieu permettant de libérer le 5’SS et de former un 

lasso avec l’intron dont l’extrémité vient alors se brancher sur le BPS, formant le complexe C. 

Sous l’action de l’hélicase Prp16, le spliceosome va de nouveau se réarranger pour former le 
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complexe C*, provoquant une deuxième réaction de transestérification qui va relier les deux 

exons. Le nouveau complexe P, contenant le lasso d’intron, va ensuite être séparé des exons 

sous l’action de l’hélicase Prp2, achevant l’épissage. Les snRNPs liées au lasso d’intron seront 

décomplexées par l’hélicase Prp43 afin de pouvoir former un nouveau spliceosome. (Figure 

6) (20) 

La réaction d’épissage par le spliceosome passe par une première étape de définition des 

éléments clés de l’épissage (3’SS, 5’SS et BPS) en formant un réseau de protéines entre ces 

derniers. Chez les vertébrés la majorité des gènes sont constitués de petits exons et de grands 

introns donc l’exon-définition est plus fréquente au contraire des autres organismes qui 

utilisent plutôt l’intron-définition car leurs introns sont plus petits que les exons. Lors d’une 

exon définition, un passage vers l’intron-définition lors de la phase du complexe pré-B par 

basculement de la tri-snRNP est nécessaire pour effectuer un épissage canonique mais dans 

certains cas ce passage peut être déficient donnant naissance à un épissage non canonique. 

En effet, il existe un deuxième mécanisme d’épissage non canonique appelé retour d’épissage 

ou « back-splicing » qui génère des ARN circulaires (circRNA). Son mécanisme reste 

identique à l’épissage canonique puisqu’il passe par les deux réactions de transestérifications 

qui vont successivement brancher l’intron puis lier les 2 exons. La différence réside ici dans 

l’utilisation du BPS sur l’intron en amont du 5’SS et non en aval qui a lieu lors du non 

basculement de la tri-snRNP durant l’épissage, ce qui empêche le passage d’une exon 

définition à une intron définition et change de ce fait le 5’SS utilisé. Dans le cas d’un back-

splicing on va donc obtenir d’un côté un ARN en « T » en formé des 2 introns entourant l’exon 

et de l’autre un circRNA formé de l’exon (Figure 7). Ce mécanisme semble survenir plus 

fréquemment lorsque l’exon est grand et que la distance entre le BPS et le 5’SS lors de l’exon-

définition permet à la tri-snRNP de former un complexe pré-B stable, ce qui n’est pas le cas 

lors de l’épissage canonique où ce complexe pré-B est instable provoquant la bascule de la 

tri-snRNP et le passage à l’intron-définition. Dans ce contexte, le spliceosome entame sa 

réaction sans jamais passer par une intron définition et réalise un back-splicing. (22) 

 

Figure 7. Mécanisme de l’épissage non canonique : le back-splicing. 

Le mécanisme du back-splicing est en tout point identique à celui de l’épissage canonique cependant il 

va utiliser, dans le cas des longs exons, le BPS en amont du 5’SS et non en aval. Les deux produits 

résultants des deux réactions de transestérification seront un ARN en T formé des deux introns qui 

encadraient l’exon et un circRNA formé de l’exon épissé. Adapté de Li et al Nature 2019 (22). 

La longueur moyenne d’un exon pouvant former un circRNA via le back-splicing a été calculée 

de 620pb contre 120pb en moyenne dans les cellules humaines, ce qui explique la faible 

production des circRNA (23,24). De même, certains motifs sur le pré-ARNm comme des 

séquences introniques complémentaires ou des protéines liées à l’ARN pourraient influencer 

la production de circRNA déjà caractérisés contenant plusieurs exons via le mécanisme de 

back-splicing. Le rôle de ces circRNA est encore mal connu mais des études ont montré qu’ils 

pourraient jouer un rôle dans la séquestration de miRNAs ou de protéines, dans la régulation 

de l’épissage ou encore dans la production de peptide par leur traduction (25,26). 
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L’épissage est une étape très importante pour la cellule car elle permet de produire bien plus 

d’ARN codants que ne le permet le génome grâce à un mécanisme d’épissage alternatif. Ainsi 

à partir d’un même ARN pré-messager, plusieurs ARNm matures peuvent être générés selon 

la lecture qu’en fera le spliceosome (27). L’épissage alternatif permet au génome humain qui 

ne possède qu’environ 20 000 gènes de produire jusqu’à dix fois ce nombre en protéines 

différentes (28,29) et concerne 95% des gènes humains possédant plus d’un exon (30).  

L’épissage alternatif a lieu lorsque le spliceosome utilise un 5’SS ou 3’SS non canonique 

appelés sites cryptiques d’épissage à la place des sites d’épissage canoniques, générant un 

transcrit d’ARNm alternatif. Il existe différents types d’épissages alternatifs de base : le saut 

d’exon, le 5’SS et le 3’SS alternatif, les exons mutuellement exclusifs, l’intron rétention et 

l’utilisation alternative du premier ou dernier exon. Mais certains épissages alternatifs sont plus 

complexes et font intervenir plusieurs mécanismes en même temps dont quelques exemples 

sont illustrés ci-dessous. (Figure 8) (31) 

 

Figure 8. Les épissages alternatifs de base et complexes. 

A. Illustration des épissages alternatifs de base : le saut d’exon, le 5’SS  et le 3’SS alternatif, les exons 

mutuellement exclusifs et le dernier (ou premier) exon alternatif. B. Illustration d’exemples d’épissages 

alternatifs complexes, dont un double saut d’exon, un double 5’SS et 3’SS alternatif, 3 exons 

mutuellement exclusifs et l’utilisation d’un pseudo-exon dans un intron. Le mécanisme d’épissage 

canonique est illustré au-dessus du gène tandis que le mécanisme alternatif est en dessous. Les parties 

en rouge, bleu clair et vert sont différentiellement épissées. Adapté de Park et al Am J Hum Genet. 2018 

(31). 

L’épissage alternatif est régulé de manière différente selon le type cellulaire et son stade de 

développement par des séquences intrinsèques à l’ARN appelés les régulateurs « cis » et des 

protéines venant se fixer à ces éléments appelés régulateurs « trans » (27). Parmi ces 

régulateurs « cis » on retrouve les séquences 3’SS, 5’SS et le BPS sur lesquelles viennent se 

fixer les différents acteurs du spliceosome mais on trouve également d’autres types de 
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régulateurs, les séquences activatrices et inhibitrices d’épissage dans les exons : ESE et ESS 

et dans les introns : ISE et ISS. Ces derniers types de régulateurs en « cis » agissent en 

recrutant des facteurs régulateurs « trans » telles que les protéines de liaison à l’ARN, les 

RBP.   Par exemple, les RBP se liant aux ESE sont principalement des protéines SR et celles 

se liant aux ESS sont principalement des protéines hnRNPs qui vont agir respectivement en 

activant et en inhibant l’épissage le plus souvent. (Figure 9) (31) 

Au vu de l’extrême diversité du transcriptome et ses nombreux éléments régulateurs, il est 

aisé d’imaginer qu’une simple mutation puisse avoir de grands retentissements sur le 

fonctionnement de l’épissage et puisse causer à terme des maladies. Ainsi une perturbation 

de l’épissage est fréquemment retrouvée dans de nombreux cancers, certaines maladies 

neurodégénératives et des maladies génétiques comme les dystrophies musculaires (32,33). 

Ces anomalies de l’épissage sont, dans le cas du cancer, une aubaine pour le développement 

de nouvelles stratégies thérapeutiques car elles peuvent être à l’origine de protéines inédites 

pouvant être reconnues par le système immunitaire : les néoantigènes (34), et offrent aussi 

l’opportunité de corriger les anomalies d’épissages à l’origine de transcrits oncogéniques en 

développant de nouveaux traitements (35). 

 

Figure 9. Régulation de l’épissage par les éléments régulateurs en « cis » et en « trans ». 

Les séquences régulatrices en « cis » que sont le 5’SS et le BPS recrutent les sous-unités U1 et U2 du 

spliceosome. Cependant la fixation de ses éléments est aussi régulée par des protéines régulatrices en 

« trans » comme les RBPs qui sont recrutées par d’autres séquences régulatrices en « cis », les ESE 

et ESS dans l’exon et les ISE et ISS dans l’intron. Les séquences ESE et ISE sont dites activatrices 

d’épissage (en orange) et les ESS et ISS sont dites inhibitrices d’épissage (en bleu clair). Adapté de 

Park et al Am J Hum Genet. 2018 (31) 

I.1.3. Polyadénylation 

A la fin de la transcription, l’ARNm est clivé en 3’ et une série d’adénosines sont ajoutées à la 

fin du transcrit formant la queue poly(A) afin de stabiliser le transcrit et d’empêcher sa 

dégradation. Ce mécanisme appelé polyadénylation est effectué grâce à des éléments en cis, 

le PAS (Signal de clivage et polyadénylation) de séquence consensus AAUAAA ou des 

variants proches comme AAGAAA ou AUUAAA, et des régions l’entourant comme une région 

riche en U (UGUA) en amont ou USE et une région riche en U puis en GU en aval ou DSE qui 

aident à la reconnaissance du PAS. Le clivage et la polyadénylation est réalisé par le CPA, 

lui-même composé de 4 complexes protéiques : le facteur de spécificité de clivage et 
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polyadénylation (CPSF), le facteur de stimulation du clivage (CSTF), le facteur de clivage I 

(CFI) et II (CFII) mais également de protéines comme la Pol II, la poly(A) Polymérase (PAP), 

le Simplekin et la protéine RBBP6. Le complexe de clivage et de polyadénylation (CPA) va 

s’associer aux éléments cis via le facteur de spécificité de clivage et polyadénylation (CPSF) 

qui reconnait le signal de polyadénylation (PAS), le facteur de clivage I (CFI) qui reconnait la 

région USE et le facteur de stimulation du clivage (CSTF) qui reconnait la région DSE. Le 

clivage de l’ARNm est réalisé pendant la transcription environ 20 nucléotides en aval du PAS 

puis la Poly(A) Polymérase synthétise la queue poly(A), rapidement complexée avec les 

protéines liées à la poly(A) (PAB). (Figure 10) (36,37)  

L’expression de l’IgE membranaire par les cellules, très peu fréquente in vivo, est 

entravée par un signal PAS non canonique de séquence AGUAAA. Cette 

régulation naturelle a sans doute pour rôle de limiter la production de B mémoire 

IgE afin d’empêcher la production d’IgE pathologiques sur le long terme (38). Une 

étude de Laffleur et collègues a en effet montré que l’expression de l’IgE 

membranaire chez la cellule B provoquait soit son apoptose soit sa différenciation 

en plasmocyte de courte durée de vie (39). 

 

Figure 10. Les acteurs du clivage et de la polyadénylation de l’ARNm. 

Pendant la transcription, des éléments régulateurs en cis comme le PAS, DSE et USE sont reconnus 

respectivement par les facteurs régulateurs en trans : le facteur de spécificité de clivage et 

polyadénylation (CPSF), le facteur de clivage I (CFI) et le facteur de stimulation du clivage (CSTF). 

Ensemble, ils aident à définir le site de clivage de l’ARNm, généralement de 10 à 30 nucléotides en aval 

du PAS. Dès que l’ARNm est clivé, la PAP synthétise la queue poly(A) qui va rapidement se complexer 

avec les protéines liées à la poly(A) (PAB) pour stabiliser le transcrit et le protéger de la dégradation. 

D’après Elkon et al Nat Rev Genet. 2013 (37). 

Les queues poly(A) ont une taille variable d’en moyenne de 50 à 100 nucléotides et sont 

étroitement régulées, notamment par les PAB. Ainsi, les queues poly(A) courtes sont souvent 

rattachées à des gènes fortement exprimés et traduits, et les queues poly(A) longues à des 

gènes faiblement transcrits et traduits. Cette observation contrintuitive s’explique par le fait 

qu’une queue poly(A) courte sera mieux stabilisée par les PAB dans le cytoplasme, les 

protégeant de la dégradation. Ces dernières ont également un rôle dans la traduction 

puisqu’elles favorisent une traduction rapide. (40) 
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La polyadénylation n’a pas forcément lieu en un endroit unique sur un gène. En effet, de 

nombreux gènes possèdent plusieurs sites de polyadénylation et peuvent générer des 

transcrits différents, c’est ce qu’on appelle la polyadénylation alternative ou APA. Il existe 

plusieurs types d’APA, comprenant des APAs faisant apparaitre un ou plusieurs exons dans 

le transcrit (dernier exon alternatif) ou au contraire en raccourcissant la séquence codante 

(APA interne à un exon), en ajoutant une partie de séquence codante (APA intronique) ou en 

faisant varier uniquement la longueur de la séquence 3’-UTR (APA en tandem de la 3’UTR). 

(Figure 11) (37) 

L’APA a un rôle important dans la spécificité tissulaire, la différentiation et la prolifération 

cellulaire tout comme l’épissage alternatif. Les PAS alternatifs sont le plus souvent trouvés en 

3’ d’un PAS canonique AAUAAA et ont une séquence PAS variante, moins efficace pour diriger 

le CPA. En règle générale, ce sont les cellules en prolifération qui utilisent les PAS proximaux 

tandis qu’une cellule qui ne prolifère pas va privilégier les PAS distaux. L’APA est régulée par 

divers éléments en cis dont la séquence du PAS et la définition de ses régions associées USE 

et DSE, mais aussi en trans via les RBPs ou les miRNAs et les lncRNAs qui peuvent venir 

masquer les séquences cis nécessaires à la reconnaissance par le CPA ou au contraire aider 

à son recrutement. Les réactions de clivage et de polyadénylation étant parfois en compétition 

avec les réactions d’épissage, ces dernières peuvent aussi indirectement contrôler l’APA. Le 

promoteur du gène ou encore la densité des nucléosomes autour des PAS pourraient eux 

aussi jouer un rôle. Ainsi, des mutations sur ces éléments peuvent conduire à de nombreuses 

maladies comme le cancer et certaines maladies hématologiques, immunologiques et 

neurologiques (41,42). 

 

Figure 11. Les différents types de polyadénylation alternative (APA). 

Selon la composition du gène et la position des PAS il peut exister divers types d’APA dont l’APA 3’-

UTR en tandem qui permet de générer des transcrits avec des longueurs de 3’-UTR variables, l’exon 

terminal alternatif qui génère deux transcrits possédant des exons terminaux différents, l’APA intronique 

qui génère un transcrit plus courts ajoutant une séquence intronique dans la partie codante, et l’APA 

interne à l’exon qui raccourcit la séquence codante d’un transcrit. D’après Elkon et al Nat Rev Genet. 

2013 (37). 
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A noter que dans le cas du gène d’immunoglobuline IGH, la cellule B utilise le PAS 

distal lors de l’activation B où la prolifération cellulaire est intense pour produire un 

anticorps membranaire puis utilise un PAS intronique pour la production 

d’anticorps sécrétés chez le plasmocyte où la prolifération est faible au contraire 

de la majorité des gènes. Une étude de Takagaki et collègues a montré que la 

surexpression de la sous-unité CstF-64 permettait un changement d’expression de 

l’immunoglobuline M (IgM) passant de sa forme membranaire à sa forme sécrétée 

tandis que l’expression de CstF-64 est constitutivement réprimée chez la cellule B 

primaire où l’expression d’IgM membranaire est prépondérante. Ces résultats 

montrent le rôle clé de CstF-64 dans la régulation du clivage et de la 

polyadénylation des transcrits d’immunoglobulines (43). De plus, une autre étude 

plus récente a révélé que l’usage des PAS intronique est un mécanisme répandu 

au sein des cellules immunitaires et participe à la diversification de leur 

transcriptome (44).  

 

I.1.4. Transport du noyau vers le cytoplasme et traduction 

L’ARNm doit être protégé de toute dégradation dans le noyau avant d’être clivé. Parmi ces 

mécanismes de protection, on retrouve le blocage côté 5’ par un complexe de protéines 

chaperonnes ou CBC au niveau du premier nucléotide 7-méthylguanosine (m7G) mais aussi 

la queue poly(A) et ses PAB coté 3’ ou encore le long du transcrits, la complexation avec des 

protéines de l’épissage : les protéines SR et le complexe de jonction des exons (EJC). Un 

autre complexe important pour le signal d’export du mRNA vers le cytoplasme va venir se fixer 

également sur le transcrit : le complexe TREX et/ou TREX2. L’ARNm et toutes ses protéines 

associées vont ainsi former un complexe riboprotéique messager ou mRNP. TREX va 

permettre à la mRNP de s’accrocher au complexe de pore nucléaire (NPC) le plus proche en 

la transférant à la protéine NFX1-p15 puis elle va transiter à travers le NPC grâce à la protéine 

DBP5 et ses protéines associées GLE1 et InsP6. Pendant son transit, la mRNP va être 

détachée de toutes ses protéines associées par l’activité hélicase de DBP5. Une fois dans le 

cytoplasme, l’ARNm dépourvu de marque aux extrémités est alors protégé en 5’ par la protéine 

elF4E, qui est le facteur d’initiation de la traduction chez les eucaryotes 4E et en 3’ par les 

PAB cytoplasmiques qui se fixent sur la queue poly(A) (Figure 12). (45) 
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Figure 12. Transport de l’ARNm à travers le complexe de pore nucléaire (NPC). 

L’ARNm mature forme un complexe stable avec ses protéines associées, les SR, EJC, PAB et le 

complexe CBC et forme alors une mRNP. C’est le complexe TREX qui permet le transfert de la mRNP 

au NPC via son échange avec la protéine NXF1-p15. L’hélicase DBP5 et ses protéines associées, GLE1 

et InsP6 vont ensuite se charger du transit de la mRNP à travers le NPC puis du décrochage de ses 

protéines associées. L’ARNm, une fois dans le cytoplasme est alors pris en charge en 5’ par le facteur 

eIF4E qui permettra l’initiation de la traduction. D’après Wickramasinghe et Laskey Nat Rev Mol Cell 

Biol. 2015 (45). 

La traduction est réalisée par un complexe ribonucléoprotéique dynamique : le ribosome, qui 

permet la traduction de la séquence codante de l’ARNm en une chaine d’acides aminés. 

Chaque séquence de 3 nucléotides, appelée codon, est ainsi traduite en en un acide aminé. 

Dans la phase de pré-initiation de la traduction, le ribosome est constitué de l’ARNm auquel 

vient se fixer le complexe 40S et l’ARN de transfert initiateur methionyl ou Met-tRNAi guidés 

par les facteurs d’initiation de la traduction eIFs. Le Met-tRNAi est un ARN complémentaire au 

codon d’initiation AUG (ou un variant proche) au début du cadre de lecture ouvert ou ORF et 

va donc déterminer la reconnaissance au codon d’initiation. Le ribosome ainsi formé va 

scanner l’ARNm du coté 5’ vers 3’ jusqu’à trouver le codon d’initiation. Une autre sous-unité 

ribosomale 60S vient alors se joindre au ribosome pour former l’unité 80S, qui est alors 

complexée au codon-anticodon au niveau de son site P et la phase d’élongation de la 

traduction peut commencer. (46) 
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Durant la phase d’élongation, le site A vacant recrute un aminoacyl-tRNA élongateur 

complémentaire au prochain codon de l’ARNm complexé au facteur d’élongation EF1A puis 

transloque vers le prochain codon à l’aide du facteur EF2 et ainsi de suite grâce à des réactions 

GTP-dépendantes. A chaque déplacement, l’acide aminé correspondant est ajouté à la chaine 

d’acide aminé via une liaison peptidique catalysée par le peptidyl-tRNA du site P puis le tRNA 

déacétylé est éjecté du complexe (Figure 13). La traduction s’achève lorsqu’un codon stop, 

UAA, UAG ou UGA, atteint le site A du ribosome. Les facteurs de terminaison de la traduction 

eRF1 ou eRF3 vont alors catalyser la libération de la chaine peptidique du peptidyl-tRNA au 

niveau du site P du ribosome. Le complexe restant est recyclé par le membre 1 de la sous-

famille E de la cassette de liaison à l'ATP (ABCE1) qui sépare les deux sous-unités du 

ribosome puis par les facteurs eIFs, la ligatine (ou eIF2D) et le transporteur monocarboxylate 

1 (MCT1) qui séparent l’ARNm du tRNA déacétylé et de la sous-unité 40S. Ainsi, un ARNm 

peut être traduit plusieurs fois. (47,48) 

 

Figure 13. Mécanisme d’élongation de la traduction. 

Le ribosome 80S (en gris) réalise l’élongation de la traduction à l’aide d’aminoacyl-tRNAs (en violet) et 

de facteurs d’élongations EF1 et EF2. Pour se faire, le ribosome possède un site A dans lequel 

l’interaction ARNm-aminoacyl-tRNA est réalisé et un site P dans lequel le peptidyl-tRNA (en turquoise) 

vient se loger afin de synthétiser la liaison peptidique entre les différents acides aminés (et un site E qui 

est un site transitoire). D’après Dever et Green Cold Spring Harb Perspect Biol. 2012 (48). 
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La traduction des protéines est réalisée principalement à la surface du réticulum 

endoplasmique (RE) notamment pour les protéines sécrétée et membranaires via la fixation 

de la particule signal de reconnaissance (SRP) dès l’initiation de la traduction qui permet 

l’adressage du ribosome vers le RE. Cependant, les protéines cytoplasmiques traduites par 

des ARNm dépourvus de SRP peuvent aussi être synthétisées par des ribosomes libres dans 

le cytoplasme. (49) 

I.1.5. Régulation des transcrits anormaux 

Lors de la transcription, des erreurs peuvent survenir soit lors de la transcription via des erreurs 

de la Pol II soit lors d’un épissage non conventionnel soit lors d’une maturation incorrecte 

donnant naissance à un transcrit non traduisible en la protéine complète. Ces transcrits 

peuvent en effet être dépourvus de codon stop ou au contraire posséder un codon stop 

prématuré (PTC) suite à une mutation ou un décalage du cadre de lecture. Ces erreurs 

fréquentes sont corrigées par divers mécanismes au niveau du noyau comme du cytoplasme 

afin d’éviter la traduction de transcrits non productifs qui produirait des protéines tronquées ou 

des peptides toxiques pour la cellule. Ainsi, la plupart des transcrits anormaux ne sont pas 

bien pris en charge par les protéines de 5’-cap ni polyadénylés et/ou sont dégradés. (50) 

Parmi les mécanismes de dégradation, on trouve le RNA exosome qui permet la dégradation 

des transcrits anormaux dans le noyau comme dans le cytoplasme. Le RNA exosome est 

composé de plusieurs sous-unités protéiques dont les exonucléases de 3’ vers 5’ 

EXOSC10/RRP6 et DIS3 (pour le noyau) ou DIS3L (pour le cytoplasme), formant un tube par 

lequel l’ARN va passer pour être dégradé. Dans le noyau, le RNA exosome va d’abord 

reconnaitre les transcrits qui ont étés incorrectement formés grâce à sa coopération avec deux 

complexes co-facteurs, tous deux constitués de l’hélicase MTR4 : le complexe de ciblage de 

l’exosome nucléaire (NEXT) et le complexe de ciblage de la queue poly(A) (PAXT) via leur 

interaction avec le CBC. Le complexe NEXT reconnait les transcrits introniques comme les 

lncRNA, snoRNA, les transcrits à promoteur en amont (PROMPTs) qui sont des ARN transcrits 

de 3’ vers 5’ à partir d’un promoteur en amont du transcrit canonique ou encore les erreurs 

d’épissage menant à l’intron rétention. Le complexe PAXT quant à lui reconnait les transcrits 

à queue poly(A) longue comme certains ncRNA. Dans le cytoplasme, le RNA exosome 

dégrade les ARNs anormaux seulement dans un second temps, une fois recruté par une des 

voies de surveillance des ARNs anormaux par les ribosomes regroupées sous le nom de 

« mRNA decay ». (50,51) 

Parmi les mécanismes de mRNA decay, on trouve le « Nonsense-Mediated mRNA decay » 

ou NMD qui est provoqué lorsque les ARNm présentent un codon stop prématuré (PTC) sur 

leur séquence et est également actif sur les ARN normaux dans une moindre mesure. En effet, 

dans le cas des transcrits normaux, les PAB cytoplasmiques inhibent le NMD lorsqu’elles sont 

suffisamment proches du codon stop, mais cette inhibition est moins efficace lorsque la 3’UTR 

est longue. Les transcrits à 3’UTR longues peuvent également subir un épissage dans la 

3’UTR ce qui donne naissance à un EJC en aval du codon stop, stimulant le NMD et favorisant 

leur dégradation. Un PTC est distingué d’un codon stop naturel par la présence d’un EJC 50 

à 55 nucléotides après le codon stop qui recrute de façon active le NMD. Le NMD est formé 

d’un complexe dynamique de plusieurs protéines, dont l’acteur principal est l’hélicase UPF1 

qui subit des étapes de phosphorylation/ déphosphorylation par la protéine kinase SMG1 et la 

phosphatase PP2A pour permettre le déroulement du NMD. UPF1 est recrutée par le ribosome 

lors de la terminaison de la traduction à l’aide du facteur eRF1/3, alors appelé complexe de 

surveillance ou complexe SURF. Ensuite, le complexe SURF va interagir successivement 
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avec les protéines UPF2 et UPF3b et les protéines du complexe EJC pour former le complexe 

d’induction du mRNA decay ou DECID. La formation de ce complexe provoque la 

phosphorylation de UPF1 et la libération des facteurs eRF1/3 et du ribosome. UPF1 une fois 

phosphorylé change de conformation ce qui active sa fonction hélicase et permet son 

interaction avec UPF2 qui bloque son domaine inhibiteur. L’activité hélicase de UPF1 va le 

propulser tout au long de la mRNP et déloge toutes les protéines associées à l’ARNm. Ensuite, 

les protéines SMG5, SMG6 et SMG7 viennent s’associer à UPF1 phophorylée, clivant l’ARNm 

juste avant le PTC et initiant le décaping en 5’ et la déadénylation en 3’. L’ARNm formé est 

alors dégradé en 3’ par les exonucléases « torpedo » XRN1 et en 5’ par le RNA exosome. 

(Figure 14) (52,53) 

 

Figure 14. Mécanisme du « Nonsense-Mediated mRNA Decay ». 

Le complexe du NMD SURF se forme lors de la terminaison de la traduction par le ribosome.  Lorsqu’un 

EJC est détecté 50 à 55nt en aval du PTC, cela permet la transformation du complexe SURF en 

complexe DECID, qui va initier le mRNA decay. UPF1 est phosphorylée et va promouvoir, avec l’aide 

d’autre acteurs, le clivage, le décaping en 5’ et la déadénylation en 3’ du transcrit, ce qui va permettre 

sa dégradation par les exonucléases « torpedo » XRN1 en 5’ et par l’exosome en 3’. Adapté de Durand 

et Lykke-Andersen Cell 2011 (52). 
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D’autres mécanismes de surveillance de l’ARNm par le ribosome existent, parmi eux le No-

Go mRNA Decay (NGD) et le Non-Stop mRNA Decay (NSD). Le NGD est réalisé lors d’une 

pause de la traduction par le ribosome, ce qui arrive quand l’ARNm possède une structure 

secondaire qui gêne la progression du ribosome ou que certains nucléotides sont dégradés. 

Deux facteurs entrent alors en jeu : Dom34 et Hbs1, qui sont des homologues des facteurs 

eRF1 et eRF3 respectivement. A la différence que Dom34 et Hbs1 sont incapables de 

reconnaitre le codon stop et d’initier la terminaison de la traduction mais vont provoquer la 

séparation des sous-unité 40S et 50S du ribosome, le décrochant de l’ARNm. L’action de 

Dom34 et Hbs1 provoque également, par un mécanisme non élucidé, le clivage de l’ARNm 

par une activité endonucléase, ce qui rend le transcrit dégradable par les exonucléases 

« torpedo » XRN1 et l’exosome. (Figure 15) (54,55) 

 

Figure 15. Illustration des mécanismes de Non-stop Decay (NSD) et No-Go decay (NGD). 

 (A) Le NGD est permis par l’association des protéines Dom34 et Hbs1 qui prennent la place 

respectivement des facteurs eRF1 et eRF3 lorsque le ribosome est bloqué pendant la traduction, par 

exemple lorsqu’il rencontre une structure secondaire de l’ARNm comme la structure en épingle ou un 

nucléotide dégradé (étoile). (B) Le NSD est initié par les protéines Dom34 et Hbs1 (ou Ski7 chez la 

levure) lorsque le ribosome arrive à la fin du transcrit ou au niveau de la queue poly(A) sans avoir 

rencontré de codon stop. Adapté de Karamyshev et Karamisheva Front Genet. 2018 (56). 

Le NSD est provoqué lorsque l’ARNm est maturé de façon incorrecte en étant le plus souvent 

clivé et polyadénylé avant la fin de la transcription de la séquence codante par des 

endonucléases qui ont ôté la partie possédant le codon stop ou encore ne possédant pas de 

queue poly(A). Ce transcrit n’ayant pas de codon stop, le ribosome va arriver au niveau de la 

A) 

B) 
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queue poly(A) ou à la fin du transcrit sans avoir rencontré de codon stop pour initier la 

terminaison de la traduction. Ces deux mécanismes provoquent une pause du ribosome et 

Dom34 et Hbs1 vont être recrutées pour dissocier le ribosome et cliver le transcrit, initiant la 

dégradation de l’ARNm de la même façon que pour le NGD. La protéine Ski7, qui est connue 

pour recruter l’exosome dans le NSD, est associée au ribosome chez la levure mais ne semble 

pas présente chez les eucaryotes supérieurs comme l’homme. (Figure 15) (54) 

I.2. La cellule B et le plasmocyte 

I.2.1. Les immunoglobulines 

Durant le développement B, la cellule produit des immunoglobulines (Ig) capables de se lier à 

un antigène. Cette Ig est soit exprimée sous forme membranaire, on parle alors récepteur de 

la cellule B ou BCR, soit excrétée par le plasmocyte, on parle alors d’anticorps (Ac) ou d’Ig 

secrétée.  

Les Ig sont des protéines constituées de quatre sous-unités : deux chaines lourdes ou IgH 

(« Heavy ») et deux chaines légères ou IgL (« Light »), ces dernières étant de type lambda 

(Igλ) ou kappa (Igκ). Deux chaines lourdes identiques s’assemblent entre elles par plusieurs 

ponts dissulfures, tandis que deux chaines légères, elles aussi identiques, vont s’assembler 

sur chacune des chaines lourdes via un seul pont dissulfure, formant une structure en « Y ». 

La chaine IgH est constituée de plusieurs domaines : 3 à 4 domaines constants CH et un 

domaine variable VL qui porte le site de reconnaissance à l’antigène, différent selon chaque 

anticorps. La chaine IgL est constituée d’un seul domaine constant CL et d’un domaine variable 

VL. Chaque domaine d’Ig possède une taille équivalente, d’environ 110 acides aminés (Figure 

16). 

 

Figure 16. Structure d’une immunoglobuline. 

Une immunoglobuline est constituée de deux chaines lourdes avec une partie constante CH (bleu) et 

une partie variable VH (vert) ; et deux de chaines légères avec une partie constante CL (rose) et une 

partie variable VL (orange). Toutes ces chaines sont reliées entre elles par des ponts dissulfures en 

rouge. Chaque domaine d’Ig est représenté par un ovale. 
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I.2.1.1. Les gènes d’Ig et leurs régions régulatrices 

Les immunoglobulines sont codées à partir de 3 loci distincts : le locus IGH pour la chaine 

lourde et les loci IGL et IGK pour les chaines légères. Les loci IGH, IGL et IGK sont présents 

respectivement sur le chromosome 14, 22 et 2 chez l’homme et le chromosome 12, 16 et 6 

chez la souris et sont organisés de manière équivalente entre les deux espèces. A noter que 

chez la souris, la chaine Igλ n’est présente que sur 5% des Ig (57). La partie constante des 

chaines légères est codée par un seul exon : Cκ au locus IGK et Cλ (Cλ1 à Cλ7 chez l’homme) 

au locus IGL. Le locus IGH possède plusieurs régions constantes Cµ, Cδ, Cγ, Cα et Cε qui 

déterminent l’isotype de l’Ig et permettent d’exprimer respectivement des IgM, IgD, IgG, IgA et 

IgE dont les fonctions diffèrent. Chaque région CH coder pour plusieurs domaines constants, 

un seul pour IGL et IGK et 3 à 4 pour IGH de CH1 à CH4. Les régions Cγ, Cδ et Cα possèdent 

également un domaine charnière « H » (pour « Hinge ») entre le CH1 et le CH2. Dans le locus 

IGH, les régions C possèdent aussi un ou deux domaines différentiellement épissés et 

polyadénylés appelés régions membrane ou « M » qui ne sont exprimés que sur les Ig 

membranaires et donnent naissance aux domaines transmembranaires et cytoplasmiques des 

chaines lourdes d’Ig. Au contraire, ces domaines M sont absents sur les Ig sécrétées qui elles 

possèdent une petite extension du dernier domaine CH3 ou CH4 appelé CHS (S pour sécrété). 

La région variable quant à elle est organisée en de nombreux segments de type V, (D) et J 

(pour « variable », « diversity » et « joining ») qui devront être réarrangés durant le 

développement B. Chaque segment V est précédée d’un segment L (pour « Leader ») qui est 

séparé en deux parties par un intron et dont la partie 2 est directement devant le segment V. 

Ce segment L, une fois épissé, code le peptide signal indispensable pour l’adressage de l’Ig 

au réticulum endoplasmique (ER) où les chaines lourdes et légères seront assemblées. 

(Figure 17) (58–63) 
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Figure 17. Les gènes d’immunoglobulines IGH, IGK et IGL chez l’homme et la souris et leur 

régions régulatrices. 

Dans l’ordre, les 3 locus IGH, IGK et IGL de l’homme (Homo sapiens) puis de la souris (Mus musculus) 

sont représentés avec les segments L (rouge pale), V (orange), D (Jaune), J (Vert) et C (Bleu). Les 

promoteurs sont indiqués sous forme de flèche coudée en rose et les « enhancer » en cercles et ellipses 

rouge foncé. D’après les représentations des locus IGH, IGK et IGL murins et humains sur le site IMGT 

(58–63). 

Chaque gène possède des régions promotrices, ainsi on retrouve un promoteur en 5’ de 

chaque segment V, en amont de l’exon leader. Dans le locus IGH, on retrouve également 

d’autres régions promotrices appelées promoteur I, en 5’ de chaque région constante excepté 

Cδ, et qui permettent la transcription de ncRNA contenant un exon I et la région constante C. 

Des régions « enhancer » sont également retrouvées dans le grand intron qui sépare le dernier 

segment J des régions constantes Cµ et Cκ, appelés Eµ et Eiκ, et en 3’ des régions Cκ et Cλ, 

appelé 3’Eκ et Eλ (chez la souris Eλ2-4 et Eλ3-1). Des régions constituées de plusieurs 

« enhancer » HS3a, HS1,2, HS3b et HS4 sont également retrouvées en 3’ des régions C du 

locus IGH, ce sont des « super-enhancer » appelées régions régulatrices en 3’ ou 3’RR. Il 

existe deux 3’RR chez l’homme dont une est retrouvée entre les régions C mais une seule 

chez la souris. (Figure 17) (64–67)  
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I.2.1.2. Le réarrangement V(D)J 

 

Figure 18. Les réarrangements des régions variables des gènes d’immunoglobulines IGH, IGK 

et IGL chez l’homme. 

Les gènes de chaines lourdes (IGH) et légères (IGK et IGL) d’Ig subissent des réarrangements au 

niveau de leur parties variables V (D) J durant le développement B. Ainsi, le gène IGH subit deux 

réarrangements successifs de DH vers JH puis de VH vers le segment réarrangé DJH tandis que les 

gènes IGK et IGL, dépourvus de segments D, ne vont subir qu’une seule étape de réarrangement de 

VL vers JL. Ces réarrangements sont guidés par les séquences signal de recombinaison 12RSS 

(triangle gris) et 23RSS (triangle noir). 

Pendant le développement B (détaillé dans la partie I.2.2), la cellule B va réaliser plusieurs 

réarrangements successifs des régions V, (D) et J sur le gène IGH puis sur un des deux gènes 

IGL ou IGK. En effet, la cellule pro-B réalise d’abord un réarrangement de DH vers JH puis de 

VH vers DJH au stade pré-B précoce afin de produire une région VDJ codant pour le domaine 

variable de la chaine IgH ; et pour finir, un dernier réarrangement de VL vers JL dans la petite 

cellule pré-B permet la formation du domaine variable d’IgL kappa ou lambda (Figure 18) (68). 

Grâce à ce mécanisme, les Ig peuvent posséder une grande diversité de régions variables. A 

titre d’exemple, il existe chez l’homme un grand nombre de segments fonctionnels différents : 

54 segments VH (regroupés dans 6 sous-groupes de IGHV1 à V6), 23 segments DH 

(regroupés dans 7 sous-groupes IGHD1 à D7) et 6 segments JH (IGHJ1 à J7) (61). 
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Au sein de la région variable recombinée on distingue plusieurs régions dont quatre régions 

charpentes peu variables FR1, FR2, FR3 et FR4 (pour « Framework Region ») intercalées par 

trois régions déterminant la complémentarité à l’antigène hautement variables CDR1, CDR2 

et CDR3. CDR3 est la plus variable des CDR car elle est encodée par la région où on retrouve 

la jonction des différents segments V(D)J au sein desquels des additions de nucléotides sont 

fréquemment retrouvées dues au mécanisme de recombinaison. Les variations des autres 

CDR1 et CDR2 sont surtout dictées par le type de segment V utilisé. Toutes les régions CDR 

sont également ciblées préférentiellement par le phénomène d’hypermutation somatique 

(SHM), augmentant encore leur variabilité (détaillé dans la partie I.2.1.4). Une fois traduites en 

protéines, les régions CDR de la chaine lourde et de la chaine légère seront positionnées en 

surface de l’immunoglobuline sous forme de boucle, toutes rapprochées les unes des autres 

afin de constituer le site de reconnaissance à l’antigène. (Figure 19) (68) 

 

Figure 19. Les régions FR et CDR et la structure tridimensionnelle du domaine variable. 

Le réarrangement V(D)J donne naissance à quatre régions charnières FR1 à FR4 et trois régions 

déterminant la complémentarité à l’antigène CDR1 à CDR3. Une fois la chaine lourde et légère 

assemblées, les CDR forment des boucles rapprochées en surface de l’Ig constituant le site de 

reconnaissance de l’antigène. Adapté de Dunn-Walters et al Immunol Rev. 2018 (68). 

Les réarrangements V(D)J sont réalisés à l’aide des endonucléases RAG1 et RAG2 qui 

s’assemblent deux à deux pour former un tétramère RAG. Le complexe RAG aidé par la 

protéine HMGB1 se lie aux séquences RSS positionnées en bordure des segments V(D)J, 

composées d’un heptamère de séquence CACAGTG et d’un nonamère de séquence 

consensus ACAAAAACC séparés par 12 (12RSS) ou par 23 (23RSS) nucléotides. Les 

séquences 12RSS et 23RSS vont être rapprochées par le complexe RAG qui initiera le clivage 

de l’ADN pour permettre de génrer des cassures doubles brins (ou DSB). Le complexe RAG 

va uniquement relier un 12RSS avec un 23RSS, on parle de la règle du 12/23, ce qui empêche 

les recombinaisons illégitimes entre des segments de même type et assure une jonction 

séquentielle des segments D vers J puis V vers DJ au locus IGH et V vers J aux loci IGK et 

IGL. Cette réaction forme également un ADN circulaire avec la partie excisée appelé joint 

signal (SJ) qui sera dégradé. Le mécanisme de réparation de l’ADN de type jonction 

d’extrémités non homologues ou NHEJ impliqué dans la jonction des DSB générés provoque 
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l’ajout de quelques nucléotides au niveau de chaque jonction (Figure 20) (69–71). De plus, la 

forte expression de la terminal deoxynucleotidyl transferase (ou TdT) durant les 

recombinaisons au locus IGH permet d’accentuer la diversification des jonctions D vers J et V 

vers DJ.  

 

Figure 20. Mécanisme de recombinaison V(D)J par le complexe RAG. 

Le complexe RAG1/2 (bleu et vert) se lie à un 12RSS (rouge) et à un 23RSS (orange) et rapproche les 

deux séquences par formation d’une synapse, tout en introduisant une cassure simple brin de l’ADN qui 

aboutira ensuite à une cassure double brin au niveau des séquences RSS. Les segments V(D)J 

impliqués dans le processus de recombinaisons sont ensuite reliés entre eux par NHEJ et l’ADN excisé 

forme un ADN circulaire appelé joint signal. Adapté de Ru et al Curr Opin Struct Biol 2018 (70). 

I.2.1.3. Régulation des réarrangements V(D)J et exclusion allélique 

Durant la recombinaison V(D)J, seul un allèle de chaque gène IGH, IGK et IGL s’exprime afin 

de garantir la production d’une Ig unique par cellule. Ce phénomène est appelé exclusion 

allélique. Ainsi, pour un gène, une cellule B peut posséder un allèle correctement réarrangé 

d’un côté et un allèle soit non réarrangé, incorrectement réarrangé ou réarrangé mais non 

fonctionnel de l’autre. On note alors respectivement les allèles V(D)J+ et V(D)J-. L’exclusion 

allélique n’a lieu qu’à partir du stade pré-B précoce donc le gène IGH possède deux allèles 

réarrangés de DH vers JH mais seulement un de VH vers DHJH. C’est uniquement si le 

réarrangement du premier allèle donne naissance à un VDJ- que le deuxième allèle est 

réarrangé. Pour les gènes de chaines légères IGL et IGK, seul un allèle des deux gènes va 

être réarrangé sauf si le premier réarrangement donne naissance à un VJ-. A cause de la 

nature aléatoire des réarrangements V(D)J, seule une petite partie des réarrangements 

donnera naissance à des régions V(D)J fonctionnelles. En effet, la plupart des réarrangements 

induisent des décalages de cadre de lecture provoquant l’apparition de codons stop 

prématurés (PTC). D’autres réarrangements peuvent également coder des chaines d’Ig 

incapables de s’assembler avec leur homologue, ne permettant donc pas l’expression du BCR 

ou du pré-BCR. (72,73) 

L’exclusion allélique est médiée par la répression épigénétique via un remaniement 

chromatinien, la modification des histones, la méthylation de l’ADN ou encore par la réplication, 

rendant une partie du gène ou l’allèle entier indisponible pour le réarrangement V(D)J. La 

répression chromatinienne de l’expression des gènes IGH, IGK et IGL prédomine dans la 

plupart des cellules et un changement de l’accessibilité de la chromatine permet les 

réarrangements successifs V(D)J au sein de la lignée lymphoïde B. Ainsi les gènes passent 

de la région non accessible de la chromatine, condensée en périphérie du noyau ou 

hétérochromatine à la région accessible décondensée ou euchromatine. Les histones sont 
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également modifiées, étant plutôt méthylées et hypo-acétylées sur les gènes réprimés tandis 

qu’elles sont acétylées sur les gènes d’Ig exprimés. De même durant la réplication asynchrone 

des gènes d’Ig au stade embryonnaire, il est admis que c’est toujours l’allèle répliqué en 

premier qui va être réarrangé, l’autre étant réprimé (74). Cependant, un récent article de Alves-

Pereira et collègues montre que les deux allèles agiraient plutôt indépendamment l’un de 

l’autre jusqu’à ce qu’un des allèles soit correctement réarrangé et inhibe le réarrangement de 

l’autre allèle par « feedback » (75). La méthylation de l’ADN joue également un rôle dans 

l’accessibilité des régions RSS, ce qui permet de réguler directement les réarrangements 

V(D)J en rendant ces régions indisponibles (méthylées) à disponibles (déméthylées) 

uniquement sur un allèle à la fois (Figure 21). De nombreuses études montrent que ces 

mécanismes pourraient être dirigés par l’action d’éléments en « cis » des gènes comme les 

promoteurs VH et les enhancers Eµ, Eiκ et Eλ médiées par des éléments en « trans » comme 

la cohésine. (76,77) 

 

Figure 21. Remaniement chromatinien durant les réarrangements V(D)J. 

Durant le développement B, la chromatine doit être successivement réarrangée et rendue accessible 

pour permettre le réarrangement VH vers DHJH menant au stade pré-B précoce (Bleu clair) puis le 

réarrangement de VL vers JL au stade pré-B tardif (Marron). La chromatine non accessible par est 

représentée par un rectangle gris. D’après Bergman et Cedar Nat Rev Immunol 2004 (76). 

Une fois les réarrangements V(D)J réalisés, la cellule peut parcourir différents chemins avant 

d’exprimer un BCR fonctionnel et non autoréactif à sa surface. Ainsi l’exclusion allélique est 

parfois levée de manière séquentielle sur les gènes IGK et IGL pour permettre plusieurs 

réarrangements VJ successifs, c’est ce qu’on appelle l’édition du BCR. En effet, tant que 

l’expression de RAG n’est pas inhibée par un signal BCR tonique, les réarrangements VJ 

peuvent avoir lieu, c’est ce qu’on appelle le « feedback ». Par exemple dans le cas d’IgK, si le 

premier réarrangement donne naissance à un BCR autoréactif, il peut être réarrangé une 
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seconde fois car RAG continuera d’être exprimé sans un signal BCR nécessaire pour l’inhiber. 

Ce deuxième réarrangement est possible car les segments JK en amont sont 

préférentiellement réarrangés en premier, laissant la possibilité d’utiliser les JK en aval lors de 

l’édition du BCR. Si ce deuxième réarrangement est non fonctionnel et que l’allèle ne peut plus 

être de nouveau réarrangé, un troisième réarrangement pourra avoir lieu sur le deuxième allèle 

IGK après remaniement chromatinien. Le deuxième allèle pourra alors lui aussi subir plusieurs 

réarrangements jusqu’à donner naissance à un BCR fonctionnel et non autoréactif (Figure 22). 

(76) 

 

 

Figure 22. Exemple d’édition du BCR avec le gène IGK et sa régulation par « feedback ». 

Durant le développement B, la cellule Pro-B (vert) subit un premier réarrangement de DH vers JH puisla 

pré-B précoce (bleu) un réarrangement de VH vers DHJH formant le pré-BCR. C’est uniquement au 

stade de pré-B tardif (marron) que la cellule réarrange sa chaine légère de VL vers JL. La cellule B 

immature (violet) peut alors subir plusieurs réarrangements VJ, c’est l’édition du BCR, jusqu’à obtenir 

un BCR fonctionnel et non autoréactif. Ce mécanisme est contrôlé par un « feedback » d’inhibition de 

RAG lorsqu’un BCR fonctionnel et non autoréactif est exprimé à la surface cellulaire. D’après Bergman 

et Cedar Nat Rev Immunol 2004 (76). 

I.2.1.4. L’hypermutation somatique 

Lors de la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative suite au contact avec un 

antigène, la cellule B va interagir étroitement avec une cellule T ce qui va stimuler l’expression 

d’une enzyme capable de désaminer les cytosines ou AID (pour « Activated-Induced cytidine 

Deaminase »). Grâce à cette enzyme, de nombreuses mutations ponctuelles ciblant les 4 

bases sont réalisées sur les CDR du domaine V d’IGH. Les CDR constituant le site de 

reconnaissance à l’antigène, cela permet de générer des anticorps plus affins et d’enrichir le 

répertoire d’anticorps. Ce phénomène est appelé hypermutation somatique. 
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L’hypermutation somatique se déroule en deux étapes. Premièrement, l’enzyme AID va cibler 

les branches simple brin de l’ADN se formant au niveau de la boucle de transcription des 

régions V. En effet, AID est recrutée directement au niveau de la machinerie transcriptionnelle 

de la Pol II via sa phosphorylation par la protéine kinase A (PKA) et sa liaison avec la protéine 

de réplication A (RPA). Elle va agir particulièrement sur les 3 CDR du locus IGH où elle produit 

des mésappariements de bases en transformant les cytosines en uracile. AID cible 

préférentiellement certains motifs appelés « hotspot » de séquence consensus WRCY. Durant 

la deuxième étape, les mésappariements G:U formés sont pris en charge par différentes voies 

de réparation mutagènes de l’ADN qui dicteront le type de mutation. Ainsi, la réplication du 

mésappariement G:U donne naissance à une transition en appariement A:T. La 

reconnaissance de G:U par le complexe MSH2/MSH6 (MutSα) provoque le recrutement de 

l’exonucléase ExoI qui va dégrader le brin d’ADN puis la polymérase eta (Pol η) va réparer 

l’ADN de manière imprécise, donnant lieu à des mutations sur les paires A:T entourant le 

mésappariement G:U. Enfin, l’uracile du mésappariement peut également être excisé par 

l’enzyme UNG, générant un site abasique qui bloque la réplication par les polymérases ADN 

conventionnelles. Seules certaines polymérases dites « permissives » comme Rev1 sont 

capables de synthétiser l’ADN en traversant de telles lésions. La polymérase Rev1 va ainsi 

pouvoir synthétiser un nouveau brin d’ADN en remplaçant la lésion abasique par une 

déoxycytidine, donnant alors une mutation de type transversion G:C ou C:G. D’autres 

polymérases permissives comme la Pol θ pourraient donner lieu à des transitions et des 

transversions de type T:A et A:T. (Figure 23) (78,79)  

 

Figure 23. Les différentes résolutions possibles d’un mésappariement G:U produit par AID. 

L’enzyme AID produit des mésappariement G:U au niveau des paires G:C de l’ADN. Ce 

mésappariement peut être pris en charge par plusieurs mécanismes ou enzymes donnant lieu à des 

mutations ponctuelles : des transitions et/ou des transversions. TLS = Trans-lésion (permissives). 

Adapté de Di Noia et Neuberger Annu Rev Biochem. 2007 (78). 
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En temps normal, la cellule va réparer correctement les mésappariements G:U par la voie de 

réparation des mésappariement de l’ADN ou MMR et les bases excisées par la voie de 

réparation des bases excisées ou BER mais d’une manière inexpliquée, ce sont les voies de 

réparations mutagènes décrites précédemment, elles-mêmes dérivées du MMR et du BER, 

qui sont préférentiellement utilisées lors de la SHM chez la cellule B. En effet les voies de 

réparation du MMR et du BER recrutent respectivement les Pol β et Pol δ afin de réparer l’ADN 

de manière fidèle dans d’autres contextes. (78,79) 

I.2.1.5. La commutation de classe 

Lors de la réponse immune humorale, le changement de l’isotype d’Ig est primordial car 

certaines Ig sont plus à même de répondre à certains types d’antigènes. Ainsi, l’IgM/IgD va 

être transformée ou « switchée » en IgA, IgE ou IgG durant le mécanisme de commutation de 

classe par recombinaison ou CSR. Ce mécanisme permet la délétion d’une partie des régions 

C du locus IGH et est, tout comme l’hypermutation somatique, assisté par l’enzyme AID. (80) 

La CSR est un mécanisme dépendant de la transcription qui repose sur l’induction de cassures 

double brin (DSB) au niveau d’une région S (switch) donneuse (Sµ le plus souvent) et d’une 

région acceptrice en 3’ (Sγ, Sα ou Sε). Les régions S sont situées en amont de chaque gène 

constant, elles présentent des tailles variables (~1 à 10 Kb chez la souris) mais contiennent 

toutes de nombreuses répétitions de motifs riches en G ou GC leur permettant d’être ciblées 

efficacement par AID (81). La CSR se déroule en 3 étapes (Figure 25) :  

En premier, une transcription germinale se produit au niveau des régions S donneuse et 

acceptrice impliquées dans la CSR. Ces transcrits germinaux (GLT) non codants sont initiés à 

partir des promoteurs I situés en amont des régions S de chaque gène constant (excepté Cδ). 

La transcription des GLT au niveau de la région Sµ donneuse est constitutive dans les 

lymphocytes B activés, alors qu’au niveau des régions acceptrices, elle est coordonnée 

étroitement par certains stimuli comme l’interleukine 4 (IL-4) pour γ1 par exemple (82). Cette 

activité transcriptionnelle des régions S permet le recrutement d’AID au niveau de la boucle 

de transcription, ce qui lui permet d’agir sur les deux brins de l’ADN en particulier lors de la 

pause de la Pol II (79). En plus de ce mécanisme, les transcrits GLT formés d’un premier exon 

appelé exon I, de la région S et des exons C correspondants, vont s’hybrider à un des brins 

de l’ADN au niveau des motifs riches en GC de ces régions répétitives. Cette structure 

ADN:ARN appelée « R-loop » est favorisée par les clusters de G et permettrait de maintenir 

l’ADN sous sa conformation ouverte.  La formation de structure G-quadruplexes (G4) constitue 

également un site de haute affinité pour la fixation d’AID au sein des R-loop. Ainsi, bien que 

ces mécanismes impliquant des R-loop et des structures G4 ne soient pas totalement élucidés, 

ils semblent faciliter l’action d’AID dans la CSR (80). Une autre étude de Zheng et collègues 

semble également aller dans ce sens en démontrant que le lasso généré lors de l’épissage 

des transcrits GLT est  débranché par l’enzyme DBR1 puis sert de guide pour AID vers les 

régions S en formant des structures G4 (83). Plus récemment, il a été montré que ces G4 

pourraient être convertis en R-loop via l’action de l’hélicase DDX1 (84). La résolution des R-

loop est également importante pour la CSR et le RNA exosome tout comme la ribonucléase H 

(RNAse H) semblent être des acteurs essentiels dans la dégradation des transcrits GLT (80), 

le RNA exosome pouvant même recruter directement AID (85). Par un mécanisme encore 

méconnu, l’épissage des transcrits GLT semble également avoir un rôle dans la CSR 

puisqu’une altération du 5’SS des exons I l’abroge (86) et des facteurs d’épissage favorisent 

le recrutement d’AID comme PTBP2 (87) ou CTNNBL1 (88). Une fois au cœur des régions S 

hautement répétées, AID est particulièrement guidée vers les motifs AGCT présents en grande 
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quantité et sur lesquels sont fixés les adaptateurs 14-3-3 capables de recruter AID via sa partie 

C-terminale. Les adaptateurs 14-3-3 recrutent également d’autres co-facteurs indispensables 

à son activité désaminase comme la PKA et la RPA (82). (Figure 24) 

 

Figure 24. Le recrutement d’AID au niveau de la région switch. 

AID est guidée au sein de la région switch (S) par divers mécanismes dont la formation de R-loop au 

niveau de la région S et son recrutement par la Pol II lors de la transcription. L’épissage de l’ARNm du 

GLT fait intervenir des facteurs d’épissages qui semblent aider également au recrutement d’AID. La 

réaction d’épissage génère également un lasso qui une fois débranché par DBR1, se lie directement à 

AID via ses structures en G4. Les ncRNA générés et liés à AID sont ensuite pris en charge par DDX1 

qui linéarise le transcrit, leur permettant de s’hybrider à l’ADN. L’exosome qui dégrade activement les 

transcrits GLT, permet également le recrutement de AID.  Pour finir, AID est également attirée vers un 

de ses hotspots AGCT sur lesquels sont fixés les adaptateurs 14-3-3, indispensables aux recrutement 

des cofacteurs nécessaires pour son activité désaminase. (79,80,82–88) 

Durant la deuxième étape, AID provoque des mutations de C vers U sur les deux brins d’ADN 

au niveau des régions S impliquées dans la CSR. La plus grande partie de ces mutations sont 

prises en charge par l’enzyme UNG, créant des sites abasiques, eux-mêmes pris en charge 

par la protéine APE1 qui crée des cassures simple brin (SSB). Dans le cas où les SSB sont 

suffisamment proches, elles peuvent être converties cassures en double brin (DSB) franches. 

Au contraire si les SSB sont éloignées elles sont prises en charge par MutSα qui mène, en 

coopération avec ExoI, à la dégradation d’une partie de l’ADN créant des DSB décalées. A ce 

moment, les deux régions switch donneuse et acceptrice sont rapprochées spatialement entre 

elles et avec la région 3’RR par la protéine 53BP1, la cohésine et le complexe Mediator. La 

3’RR est en effet essentielle pour effectuer une CSR efficace en favorisant la transcription des 

GLT. (79) 
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Figure 25. Les 3 étapes de la commutation de classe (CSR) vers IgA. 

La CSR se déroule en 3 étapes. Tout d’abord, les GLT sont transcrits au niveau de la région donneuse 

Cµ puis sous l’influence de stimuli au niveau de la région acceptrice, ici Cα1. Cette transcription 

provoque le recrutement d’AID, ce qui a pour conséquence de générer des DSB et permet également 

la création d’une synapse qui rapproche entre elles les deux régions switch. Pour finir, les DSB sont 

réparées, laissant d’un côté une liaison entre les deux régions switch sur l’ADN et de l’autre formant un 

cercle avec l’ADN excisé.  D’après Xu et al Nat. Rev. Immunol 2012 (82). 

Enfin, la troisième étape consiste à la résolution des DSB, reliant les régions S donneuse et 

acceptrice entre elles d’un côté et excisant un cercle d’ADN de l’autre. Les extrémités des 

régions S sont ainsi rapprochées entre elles par différents complexes dont 53BP1. 

Les DSB sont réparées par des mécanismes de réponse aux dommages à l’ADN ou DDR soit 

par la jonction d’extrémités non homologues conventionnelle (C-NHEJ) soit moins 

fréquemment par la jonction d’extrémités alternative (A-EJ), dont nous ne détaillerons pas le 

mécanisme ici. En effet, suite à la génération de DSB, le complexe Ku70/Ku86 se lie 

rapidement aux extrémités de l’ADN, suivi du recrutement des sous-unités de protéine kinase 

dépendante de l’ADN ou DNA-PKcs et de ATM. Les DNA-PKcs vont permettre le 

rapprochement des deux DSB et le recrutement des facteurs de résolution comme Artemis ou 

des ADN polymérases qui vont préparer les extrémités et ainsi favoriser leur ligation par le 

complexe XRCC4-XRF-LIG4. Le complexe Mre11-Rad50-Nbs1 ou MRN est également 

rapidement recruté sur les extrémités de l’ADN dans les régions S et semble être important 

pour la CSR mais bien qu’il pourrait interagir avec Ku70/Ku86, son mécanisme n’est pas 

encore élucidé. ATM provoque également des modifications chromatiniennes en 

phosphorylant l’histone H2AX qui va ensuite activer les protéines MBC1 et 53BP1. La protéine 
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53BP1 permet le recrutement de nombreux éléments de la DDR et participe à la formation de 

la synapse entre les deux régions S, ce faisant elle est acteur clé dans la résolution des DSB 

durant la CSR. Pour finir, la transcription à partir du promoteur Iµ sur l’ADN recombiné donne 

naissance à des transcrits post-switch dits PST qui permettront d’effectuer des étapes 

séquentielles de CSR, impliquant des régions constantes en 3’. La transcription de l’ADN 

recombiné au niveau des promoteurs VH assure quant à elle l’expression du nouvel isotype 

de chaine lourde par la cellule B. (Figure 26) (82,89–91) 

 

Figure 26. La résolution des DSB dans le CSR par le C-NHEJ et l’A-EJ. 

Les DSB sont détectés par acteurs dont la protéine ATM qui phosphoryle à le complexe MRN et active 

la voie H2AX/MDC1/53BP1, ce qui permet un remaniement chromatinien et le recrutement des acteurs 

des voies DDR. Les DSB sont ensuite réparées grâce aux mécanismes de C-NHEJ ou de A-EJ. Le C-

NHEJ fait intervenir Ku70/Ku86 et les DNA-PKcs pour rapprocher les deux extrémités puis l’ADN est lié 

par le complexe XRC4-XRF-LIG4. D’après Xu et al Nat Rev Immunol 2012 (82). 
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I.2.2. Ontogenèse B 

Au cours de la vie, des acteurs essentiels à l’immunité adaptative : les cellules B, vont suivre 

une évolution dans le but de produire un anticorps dirigé contre un antigène présent sur un 

élément dangereux pour l’organisme (tel qu’une bactérie ou un virus par exemple).  

Ce long processus démarre avant même la naissance au niveau du foie fœtal puis tout au long 

de la vie au niveau de la moelle osseuse à partir de cellules souches hématopoïétiques 

pluripotentes ou pHSC. Lors du développement fœtal, les pHSC originaires du sac vitellin puis 

de l’aorte-gonades-mésonéphros (AGM) vont trouver une niche au niveau du foie fœtal, qui 

leur procurera les cytokines, chimiokines et les contacts cellulaires nécessaires pour leur 

évolution jusqu’au stade B1, c’est l’hématopoïèse primaire et secondaire. Après la naissance 

cependant, les pHSC s’installent définitivement dans la moelle osseuse où elles trouveront 

une niche stable, démarrant la troisième vague continue d’hématopoïèse. Durant leur 

développement, ces cellules vont évoluer et passer successivement 5 points de contrôle afin 

d’éviter la différenciation en cellules B non productrices d’anticorps ou produisant des 

anticorps autoréactifs reconnaissant des antigènes du soi, ou des anticorps non fonctionnels. 

(Figure 27) (92) 

La première phase du développement B, permet à la pHSC d’évoluer en progéniteur 

lymphoïde/myéloïde multipotent (MMP) puis en progéniteur lymphoïde commun (CLP) qui 

expriment respectivement des récepteurs de cytokines : le récepteur du facteur 

macrophagique de stimulation des colonies (M-CSF), le récepteur du facteur 1 stimulant les 

colonies (c-FMS) pour le développement myéloïde et le récepteur à l’IL7, IL7Rα pour le 

développement lymphoïde (à noter que l’IL7 a ce rôle chez la souris mais n’est pas essentielle 

chez l’homme). Ces progéniteurs établissent un contact étroit avec les cellules de leur niche 

constituée de cellules épithéliales et stromales mésenchymateuses qui vont produire entre 

autres les chimiokines CXCL10 et CXCL12 pour les attirer à elles, notamment grâce à 

l’interaction CXCR4/CXCL12. Les cellules de la niche vont également produire des cytokines 

nécessaires à la différentiation et la prolifération : l’IL7, le M-CSF et le ligand FLT3 (FLT3-L). 

A ce stade, l’engagement dans l’ontogenèse B commence avec l’expression du facteur de 

transcription E2A et des acteurs du réarrangement V(D)J des chaines d’immunoglobulines : 

les protéines RAG1 et RAG2. Suite à ces événements, le réarrangement DH vers JH 

commence dans la cellule pro-pré-B et est achevé dans la cellule pro-B sur les deux allèles 

DH-JH/DH-JH. Il s’en suit l’expression des gènes codant pour le facteur de transcription EBF 

ainsi que les composants du substitut de la chaine légère ou SLC, VpreB et λ5. Les cellules 

pro-pré-B et pro-B expriment le facteur de transcription PAX5, marqueur de l’engagement dans 

la lignée B et prolifèrent activement. (Figure 27) (92) 
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Figure 27. Illustration du développement B et leurs marqueurs cellulaires et transcriptionnels. 

La cellule B se différencie à partir d’une cellule pHSC dans la moelle osseuse (ou dans le sac vitellin 

puis l’AGM chez l’embyon) où elle réarrange ses gènes d’immunoglobulines. La cellule B immature ainsi 

formée migre ensuite vers la rate où elle devient principalement une cellule B2. Après activation par 

l’antigène et prolifération intense au sein de structures appelées centres germinatifs, la cellule B2 peut 

se différencier en cellule B mémoire ou en plasmocyte sécrétant activement des immunoglobulines. 

Pré-BI = Pro-B et Pré-BII = Pré-B. D’après Melchers J Clin Invest. 2015 (92). 
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A ce moment, la cellule réarrange les segments de son locus IGH de VH vers DHJH devenant 

une cellule pré-B précoce sur laquelle le récepteur pré-B va se former uniquement si la chaine 

lourde IgH réarrangée peut s’assembler avec le substitut de chaine légère SLC, c’est le 

premier point de contrôle. Seules 30 à 50% des chaines IgH nouvellement formées pourront 

effectivement s’assembler avec le SLC pour former le pré-BCR. Ce récepteur va ensuite être 

exprimé sur la surface de la cellule pré-B précoce et un deuxième point de contrôle a alors 

lieu, permettant de vérifier si ce pré-BCR possède une chaine lourde IgH non-autoréactive 

lorsqu’il est exprimé à la surface cellulaire. Afin d’éviter qu’une cellule ne produise plusieurs 

pré-BCR, la cellule va inactiver l’expression de RAG1/2 permettant ainsi le maintien d’une 

expression monoallélique en évitant les réarrangements sur son second allèle. Au-delà de son 

rôle clé dans le phénomène d’exclusion allélique, le signal pré-BCR permet une prolifération 

transitoire dont ne pourront pas bénéficier les cellules qui n’ont pas passé les deux premiers 

points de contrôles, ce qui les mène automatiquement vers l’apoptose. Au contraire, si la 

cellule a passé ces deux points de contrôle elle quitte son contact avec sa niche dans la moelle 

osseuse et ce faisant va perdre sa capacité proliférative, devenant une petite cellule pré-B qui 

n’exprime plus l’IL7R. (Figure 28) (92,93) 

 

Figure 28. Mécanismes de sélection des cellules pré-B et B durant les stades précoces du 

développement. 

L’expression du pré-BCR sur la grande pré-B permet une prolifération transitoire et la sélection d’un 

pré-BCR fonctionnel et non autoréactif. La cellule passe alors au stade de petite pré-B et subit une 

sélection négative qui élimine le BCR autoréactif. Chez la cellule B immature résultante, une deuxième 

sélection, positive cette fois a lieu qui permet de choisir définitivement le BCR avant son évolution en 

cellule B transitionnelle puis mature. D’après Nemazee Nat Rev Immunol. 2017 (94). 

La cellule pré-B tardive internalise alors son pré-BCR et réalise le réarrangement de la chaine 

légère VL vers JL grâce à la réexpression de RAG1/2 afin de pouvoir produire un BCR 

productif qu’elle exprime ensuite à sa surface. A ce stade un nouveau point de contrôle de 

l’autoréactivité du BCR a lieu, on l’appelle aussi sélection négative car toutes les cellules qui 

auront un BCR autoréactif vont finir par mourir par apoptose puisqu’elles ne prolifèrent plus. 

Lors de cette étape, les chaines légères peuvent être échangées jusqu’à trouver un BCR 

fonctionnel et non autoréactif donnant naissance à la cellule B immature. Si le BCR est 
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fonctionnel, il va envoyer un signal tonique à la cellule qui passera le quatrième point de 

contrôle, c’est la sélection positive. La cellule B immature quitte alors la moelle osseuse via la 

circulation sanguine vers la région folliculaire de la rate, attirée par la chimiokine S1P et évolue 

en cellule B transitionnelle puis mature, au sein desquelles l’expression de RAG1/2 est de 

nouveau inactivée, rendant impossible la modification du BCR. (Figure 28) (92,93) 

La cellule B mature résultante est dite naïve car elle n’a pas rencontré son antigène, exprimant 

principalement un BCR de type IgM et IgD. Une partie des cellules B matures formées dans 

le foie fœtal vont  migrer vers les cavités pleurales et intestinales formant les cellules B1. Ces 

cellules B1 formées en grande partie lors de l’embryogenèse, se renouvellent constamment 

et peuvent évoluer en plasmablastes puis en plasmocytes à courte durée de vie (SLPC) de 

manière T-indépendante. Ainsi, les cellules B1 assurent la production des anticorps dit 

« naturels », principalement des IgM (Figure 29). (92,94–96) 

 

Figure 29. Différentiation tardive des cellules B en cellules B mémoires et plasmocytes et leurs 

marqueurs transcriptionnels. 

Les cellules B1 et les cellules B2 de la zone marginale MZB donnent naissance directement à des 

plasmocytes à courte durée de vie (vert clair) suite à la reconnaissance de l’antigène par le BCR. Les 

autres cellules B2 ou cellules folliculaires quant à elles vont migrer vers le centre germinatif et devenir 

des cellules GC B (bleu foncé) où elles subissent la commutation de classe et l’hypermutation 

somatique. Les cellules GC B sont ensuite sélectionnées selon l’affinité de leur BCR envers l’antigène 

puis se différencient soit en cellules B mémoire (violet) soit en plasmocytes à longue durée de vie (vert 

foncé). Les marqueurs transcriptionnels de chaque type de cellule sont indiqués dans les cadres en 

jaune. D’après Nutt et al Nat Rev Immunol. 2015 (95). 

L’autre partie des cellules B matures va quant à elle rester dans la rate ou migrer vers d’autres 

organes lymphoïdes secondaires comme les ganglions lymphatiques ou les tissus lymphoïdes 

associés aux muqueuses (MALT), formant les cellules B2. Puis, elles vont se localiser soit 

dans la région marginale formant les cellules B de la zone marginale (MZB) ; soit au sein des 
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follicules B afin de former les cellules B2 ou cellules B folliculaires. Ces cellules B2 sont 

activées via la présentation de leur antigène par les FDC et vont migrer vers la zone T du 

follicule où elles interagissent avec les lymphocytes T folliculaires « helper » (Tfh). Cette 

interaction va provoquer la prolifération des cellules B2 pour former un centre germinatif qui 

deviennent alors des cellules GC B. A ce moment, les cellules GC B expriment AID qui va 

permettre l’hypermutation somatique (SHM) des parties variables des Ig dans la zone sombre 

(DZ) du GC puis la commutation de classe dans la zone claire (LZ) du GC. Les cellules GC B 

de la LZ vont alors être sélectionnées selon leur affinité avec l’antigène et leur capacité à 

proliférer durant un cinquième et dernier point de contrôle. Les cellules B sélectionnées 

prolifèrent activement et génèrent ensuite soit un plasmocyte à longue durée de vie (LLPC) si 

l’affinité BCR-antigène est forte ; soit des cellules B mémoires (Bmem) si leur BCR a une 

affinité un peu plus faible avec l’antigène. (Figure 30) (92,95,97)  

 

 

 

Figure 30. Illustration d’un centre germinatif. 

Suite au contact avec l’antigène et son intéraction avec la cellule T « helper » (Tfh), la cellule B2 va 

proliférer pour former un centre germinatif et devenir une cellule B du GC. Le centre germinatif possède 

deux zones : claire (LZ) et sombre (DZ). La cellule subit plusieurs sélection suivant la CSR dans la LZ 

(Bien que de récents articles suggèrerait qu’elle se déroulerait plutôt avant la formation du GC (98,99)) 

puis la SHM dans la DZ afin de sélectionner les cellules exprimant un BCR fonctionnel et afin pour 

l’antigène. Les cellules ayant un BCR de haute affinité se différencieront plutôt en plasmocyte (PC) alors 

que les BCR de plus faible affinité se différencieront plutôt en Bmem. L’expression génique est indiquée 

en vert, l’expression des marqueurs cellulaires en bleu et la modulation de l’expression de CXCR4 en 

rouge. D’après Mesin et al Immunity 2016 (97). 
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Figure 31. Déroulement de la CSR puis de la SHM lors de la formation du GC selon Roco et al. 

Le récent article de Roco et al (98) remet en question le dogme selon lequel la CSR se produirait la LZ 

du GC et propose plutôt un déroulement successif où la CSR aurait lieu juste avant la formation du GC, 

avant la SHM. D’après Roco et al, Immunity 2019 (98). 

De manière intéressante, on peut noter que les cellules GC B qui possèdent BCR IgE sont 

dirigées vers l’apoptose de la même manière que les celles qui ont un BCR non fonctionnel 

lors de leur passage dans la DZ et de celles qui expriment un BCR de faible affinité durant la 

sélection dans la LZ. Les cellules Bmem ont la capacité de se différentier en plasmocyte dès 

leur réexposition à l’antigène ce qui permet une réponse immunitaire rapide tandis que les 

LLPC assureront la sécrétion d’anticorps spécifiques de l’antigène durant une longue durée. 

Certaines cellules B activées directement par leur antigène ne rentrent toutefois pas dans le 

centre germinatif et donnent naissance directement à des SLPC tout comme les cellules MZB. 

Ce sont des réponses immunes dites extrafolliculaires qui sont plus rapides mais moins 

efficaces contre l’antigène (Figure 29). (92,95,97) 

Le consensus scientifique établissait jusqu’à maintenant que la CSR avait lieu 

après la SHM au sein du GC cependant une récente étude de Roco et al a 

montré que la CSR aurait plutôt lieu dès son contact avec le Tfh juste avant la 

formation du GC et donc avant la SHM. En effet les GLT ainsi que APE1, 

l’enzyme nécessaire pour la CSR, sont exprimés un jour avant puis décroissent 

drastiquement suivant la formation du GC. Les auteurs suggèrent que ce 

mécanisme pourrait être régulé par BCL6 qui est capable de se fixer 

spécifiquement aux promoteurs des GLT et de APE1 pour bloquer leur 

expression et qui est surexprimé dans le GC. Leur analyse phylogénétique des 

cellules au sein de plusieurs GC ainsi que leur comparaison à des modèles in 

silico a également montré qu’il est plus favorable pour la cellule de réaliser la 

CSR avant la SHM afin de conserver une quantité suffisante de Bmem IgM. 

(Figure 31) (91,92) 
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I.3. Les maladies liées à la cellule B et les syndromes lymphoprolifératifs  

I.3.1. Les allergies IgE-dépendantes 

Les allergies sont des maladies déclenchées lorsque le système immunitaire réagit de manière 

excessive contre un antigène appelé allergène, présent dans l’air, un aliment, un médicament 

ou un matériau. Ainsi les allergies sont également appelées syndromes d’hypersensibilité, 

séparées communément en 4 types selon les acteurs dirigeant la réaction : le type I dit 

immédiat pour l’IgE ; les types II et III dits semi-retardés pour l’IgM/IgG responsables 

respectivement des cytopénies médicamenteuses et des vascularites ; et le type IV dit retardé 

pour les hypersensibilités cellulaires comme la dermatite de contact. A noter qu’à ce jour ces 

4 types d’hypersensibilités décrits en 1968 par Gell et Coombs ne regroupent pas tous les 

types d’allergies connus (100,101). On peut également distinguer les allergies de type 

atopique qui présentent un caractère héréditaire des allergies non atopiques. Dans cette 

partie, nous nous intéresserons uniquement aux allergies IgE-dépendantes qui représentent 

la majorité des allergies regroupant notamment la dermatite atopique, l’asthme allergique, les 

rhinites et les conjonctivites allergiques ou encore certaines allergies alimentaires. 

La réponse immunitaire allergique peut être séparée en deux phases : la sensibilisation et la 

phase de déclenchement.  

La phase de sensibilisation consiste au premier contact de l’allergène avec le système 

immunitaire. Les cellules épithéliales en contact direct avec l’allergène sont les premières à 

répondre soit de par une prédisposition génétique, soit de par la présence de substance 

adjuvantes ou de lésions. En effet les prédispositions génétiques telles que les mutations sur 

des gènes importants pour la barrière épithéliale (par exemple la filaggrine, SPINK5 ou la 

cornéodesmosine), les substances adjuvantes et les lésions favorisent l’inflammation 

nécessaire à la réaction d’hypersensibilité. En conséquence, les cellules épithéliales vont 

produire de l’IL-33, de l’IL-25 et de la lymphopoïétine stromale thymique (TSLP) (102) qui vont 

stimuler les cellules lymphoïdes innées de type 2 ou ILC2 (103) et les cellules dendritiques 

(DC). Ces dernières vont alors exprimer le ligand OX40L, tout en présentant l’allergène capté 

aux lymphocytes T CD4+ dans les organes lymphoïdes secondaires. Le lymphocyte T se 

différencie alors en lymphocyte T helper de type 2 (Th2) sous l’influence de la liaison de son 

récepteur OX40 avec son ligand (104). Le lymphocyte Th2 va produire ses cytokines 

effectrices IL-5, IL-4 et IL-13 ainsi que de l’IL-3 et son récepteur l’IL-3R, ce qui aura pour effet 

de renforcer sa sécrétion de cytokines (105). Localement, de nombreuses cellules de 

l’immunité innée dont les mastocytes et les basophiles produisent également de l’IL-4, ce qui 

favorise la différentiation en Th2 et dirige la CSR des cellules B vers IgE (106,107). Les ILC2 

une fois stimulées par les cytokines des cellules épithéliales produisent également de l’IL-5 

qui permet le recrutement des éosinophiles, ainsi que de l’IL-13 (108). Après leur interaction 

avec les Th2, les cellules B activées prolifèrent puis se différencient en cellules B mémoire 

exprimant des IgG1 ou en plasmocytes produisant des IgE ou IgG1, sous l’influence de l’IL-4 

et de l’IL-13 (109). Les IgE circulantes produites par les plasmocytes vont ensuite venir se fixer 

à leurs récepteurs de haute affinité FcεRI présents sur les mastocytes et les basophiles (110) 

et sur leur récepteur de faible affinité FcεRII/CD23 présents sur les mastocytes, les basophiles, 

les éosinophiles, les DC et les cellules B (111). A noter que durant ce mécanisme, les 

lymphocytes T régulateurs (Treg) sont inhibés par la production massive d’IL4. Le rôle des 

Treg étant d’inhiber la réponse Th2 via la production d’IL-10 et de TGF-β, cela aggrave la 

réponse allergique (112). Récemment, un autre type de lymphocyte T helper Th9 dérivés des 

Th2 a montré avoir un rôle important dans l’allergie en produisant de l’IL-3 et de l’IL-9. Ces 
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cytokines permettent notamment l’activation des mastocytes ainsi que l’augmentation de la 

production d’IgE par les cellules B (113). (Figure 32) 

 

Figure 32. Mécanisme général d’une allergie IgE-dépendante 

Une réponse allergique commence avec la captation de l’allergène (étoile rouge) par la cellule 

dendritique qui va diriger la différentiation des cellules T en Th2 sous l’influence des cytokines sécrétées 

par les cellules épithéliales. Les Th2 jouent un rôle central en stimulant la différenciation des 

plasmocytes producteurs d’IgE et le recrutement des éosinophiles avec les ILC2. La fixation d’IgE sur 

son récepteur FcεRI provoque la dégranulation des basophiles et des mastocytes. Les effecteurs 

produits par les basophiles, mastocytes et éosinophiles (points violets, bleus et roses) sont 

responsables des symptômes de l’allergie. 

La seconde phase se déclenche lors d’un deuxième contact avec l’allergène où celui-ci se fixe 

à l’IgE ancrées sur les cellules et provoque l’activation d’un signal d’inflammation. La fixation 

de l’allergène va notamment provoquer la dégranulation des mastocytes et des basophiles, 

libérant des histamines et de nombreuses enzymes protéolytiques ainsi que la production de 

facteurs d’inflammation comme les prostaglandines (PG) ou les leucotriènes (LT). Tous ces 

acteurs vont installer une inflammation cellulaire localisée dans le tissu, provoquant des 

dysfonctionnements et/ou des lésions qui seront responsables des symptômes de l’allergie. 

Dans certains cas, la réaction allergique peut même devenir généralisée, on parle alors de 

réaction anaphylactique. Certains médiateurs comme le facteur d’activation des plaquettes 

(PAF) produit par les basophiles et les mastocytes mais aussi par les neutrophiles et les 

macrophages, sont associés à la réaction anaphylactique chez l’homme. (114) (Figure 33) 
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Figure 33. Mécanisme d’une allergie alimentaire dépendante de l’IgE. 

L’allergie alimentaire fait intervenir les mêmes cellules effectrices que lors d’autres allergies. La 

muqueuse digestive cependant, possède des structures lymphoïdes secondaires appelées plaques de 

Peyer favorisant le contact de la cellule B avec l’allergène. D’après Yu et al Nat Rev  Immunol 2016 

(115). 

De manière intéressante, la dermatite atopique précède souvent l’apparition d’autres allergies 

atopiques comme la rhinite allergique, l’asthme allergique ou encore des allergies 

alimentaires. Ce phénomène, appelé « marche atopique », pourrait s’expliquer par une 

altération de la barrière de la peau et la sensibilisation dès l’enfance à de nombreux allergènes 

(102). Parmi toutes ces allergies, l’allergie alimentaire est une des plus dangereuses et sa 

prévalence est en augmentation depuis quelques années. A titre d’exemple, le mécanisme 

d’une allergie alimentaire dépendante des IgE est illustré Figure 33 (115). La prévention des 

allergies réside dans l’évitement du contact avec l’allergène quand cela est possible mais si le 

contact a lieu, on applique un traitement symptomatique tel que l’adrénaline pour les allergies 

alimentaires provoquant un choc anaphylactique (116), les antihistaminiques pour la rhinite 

allergique et les corticoïdes topiques ou inhalés pour la dermatite atopique (117), la rhinite 

allergique (118) et l’asthme (119) qui présentent souvent un caractère chronique. Ces 

traitements, bien qu’efficaces, provoquent des effets secondaires et ont besoin d’être 

administrés fréquemment ce qui laisse le champ au développement de nouveaux traitements 

mieux tolérés sur le long terme. Ainsi, de nombreux médicaments visant notamment l’IgE 

(Omalizumab), IL-13, l’IL-5, l’IL-4 ou leurs récepteurs ont été ou sont actuellement en 

développement dans le traitement d’allergies (120,121). A ce jour, seul la désensibilisation à 

un allergène via l’administration de doses progressives sur plusieurs mois voire années permet 

de guérir définitivement d’une allergie mais ce traitement n’est pas efficace chez tous les 

individus (115). 
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I.3.2. Les maladies auto-immunes 

Les maladies auto-immunes peuvent être regroupées dans les syndromes d’hypersensibilité 

non allergiques où la réponse immunitaire sera cette fois dirigée contre un antigène du soi. 

Ainsi une partie des patients atteints d’allergies comme la dermatites atopique, la rhinite 

allergique ou l’urticaire chronique possèdent des IgE dirigés contre le soi et ont en 

conséquence des allergies spontanées (122). Cette réponse immunitaire inadaptée peut être 

provoquée par des mutations sur des gènes importants dans la sélection ou la survie des 

cellules immunitaires et/ou par la présence d’un déclencheur dans l’environnement comme 

une infection par exemple. C’est la nature de l’auto-antigène qui déterminera la spécificité 

tissulaire et donc la nature de la maladie auto-immune, affectant les intestins pour la maladie 

cœliaque, le cerveau et la moelle épinière pour la sclérose en plaque (SEP) ou encore la 

thyroïde pour la thyroïdite auto-immune par exemple. Certaines maladies auto-immunes 

touchent même plusieurs organes comme dans la polyarthrite rhumatoïde (RA) ou le lupus 

érythémateux systémique (SLE). Nous ne nous intéresserons ici qu’à quelques exemples de 

maladies auto-immunes dont le mécanisme est connu et fait intervenir l’immunité humorale. 

(123) 

Au sein des maladies auto-immunes tissu-spécifiques, on retrouve la maladie cœliaque qui se 

caractérise par des symptômes digestifs notamment lors de l’ingestion de gluten. Dans 

l’intestin, le gluten est digéré de manière incomplète, fractionné en petits peptides qui sont 

absorbés et entrent dans la lamina propria. Ces peptides sont pris en charge par l’enzyme 

transglutaminase (TTG) qui, chez les individus prédisposés possédant des HLA-DQ2 et HLA-

DQ8, provoque une réaction immunitaire adaptative avec notamment la production d’IgA anti-

TTG et une réaction immunitaire innée par un procédé qui est encore inconnu à ce jour (124). 

De la même manière, il y a présence de cellules T autoréactives et d’autoanticorps dirigés 

contre le récepteur des thyréostimulines qui provoquent une hyperthyroïdie dans la maladie 

de Graves (125). Des autoanticorps sont aussi dirigés contre les mélanocytes dans le vitiligo 

(126) ou contre les desmogléines dans le pemphigus (127). L’origine de la production des 

auto-anticorps pourrait s’expliquer par des variants génétiques mais également par une cross-

réactivité avec le soi de certains anticorps dirigés contre des pathogènes (123,128).  

Dans le SLE, on retrouve des Ig dirigées contre les phospholipides et contre des antigènes 

nucléaires comme l’ADN ou les histones. Ces anticorps pouvant être d’isotype IgE forment 

également des complexes immuns se déposant dans de nombreux organes, causant une 

inflammation locale médiée par les cellules T qui explique le caractère généralisé de la maladie 

(122,129,130). Dans la RA au contraire c’est un dysfonctionnement durant le développement 

B, notamment un défaut de SHM, qui pourrait être à l’origine de la plupart des symptômes. 

Certaines cellules B produisent en effet des IgG/A/M autoréactives et hypo-glycosylées 

dirigées contre les protéines citrullinées (ACPA). Les ACPA forment des complexes immuns 

avec leur antigène sur lesquels se lient les facteurs rhumatoïdes menant à l’activation du 

complément et peuvent activer directement les macrophages et les ostéoclastes au niveau 

des articulations (131,132).  Une autre maladie liée à l’IgG4 ou IgG4-RD qui est probablement 

une maladie auto-immune est provoquée par l’infiltration de plasmocytes à IgG4 au sein des 

organes ce qui crée des fibroses et de l’inflammation. La présence d’autoanticorps dirigés 

contre les glandes exocrines a été montrée mais l’implication directe des IgG4 dans la 

pathologie reste encore à prouver (133).  

Pour certaines maladies non auto-immunes on trouve également des réactions inflammatoires 

associées à la production d’Ig. Dans le cas de la maladie de Crohn, qui est une maladie 
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inflammatoire non auto-immune, ce ne sont pas des autoanticorps qui sont produits mais des 

anticorps dirigés contre la levure du microbiote Saccharomyces cerevisiae. Il est aussi observé 

une infiltration de plasmocytes dans la lamina propria et une dérégulation de la production d’Ig 

passant d’une production d’IgA dimérique à des IgG et des IgA monomériques (134). Dans la 

maladie de Berger ou néphropathie à IgA, il est admis que c’est une production anormale 

d’IgA1 hypoglycosylées qui va causer la pathologie. Cette IgA1 hypoglycosylée peut être 

reconnue par des anticorps IgA ou IgG avec lesquels elle forme des complexes immuns qui 

vont se déposer au niveau des glomérules rénaux, causant une néphropathie (135). 

Cependant le caractère auto-immun de cette maladie est discuté, en effet certains patients 

atteints de la maladie de Berger ne présentent pas d’IgA1 hypoglycosylée ce qui implique 

l’existence d’un autre mécanisme menant à la pathologie. De récentes publications suggèrent 

notamment qu’un défaut de maturation des IgA produites dans les muqueuses pourrait 

participer à la mise en place de la néphropathie (136,137). 

A l’heure actuelle, les maladies auto-immunes sont traitées par des traitements 

symptomatiques visant à diminuer l’inflammation comme les corticoïdes ou des traitements 

immunomodulateurs comme l’hydroxychloroquine, le méthotrexate ou le mycophénolate 

mofétil. D’une manière intéressante, le traitement par immunothérapie anti-CD20 (rituximab) 

qui induit une déplétion des cellules B a montré des résultats intéressants dans la SLE, la RA 

ou encore le pemphigus mais présente également de lourds effets secondaires 

(126,127,129,138). Les inhibiteurs du TNFα sont également utilisés dans le traitement de la 

RA et la maladie de Crohn (134,138). Des thérapies ciblées plus efficaces et mieux tolérées 

sont donc fortement attendues dans le traitement des maladies auto-immunes. 

I.3.3. Les syndromes lymphoprolifératifs B  

Les syndromes lymphoprolifératifs sont des maladies associées à la prolifération maligne ou 

non d’un lymphocyte B, T ou NK ou d’un plasmocyte. Ces maladies regroupent tous les stades 

cellulaires du développement B, menant à des caractéristiques différentes selon le type 

cellulaire touché et leur localisation. Ainsi, la prolifération maligne de cellules B dans la moelle 

osseuse et le sang donne lieu à des leucémies, celles de cellules B dans les organes 

lymphoïdes donne lieu à des lymphomes tandis que la prolifération des plasmocytes dans la 

moelle osseuse est à l’origine du myélome multiple ou d’autres gammapathies monoclonales 

bénignes. (139) 

Les leucémies lymphoïdes les plus fréquentes sont la leucémie lymphoblastique aiguë (ALL) 

qui est le cancer le plus courant chez l’enfant (140) et la leucémie lymphoïde chronique (CLL) 

qui touche surtout les personnes âgées. La CLL a une origine incertaine, probablement une 

cellule B aillant rencontré son antigène indépendamment du GC, pré ou post-GC car elle 

exprime le marqueur CD5 mais assez peu son BCR.  Ces cellules expriment AID et sont donc 

susceptibles aux mutations et aux délétions chromosomiques. Dans la CLL, on retrouve en 

effet de nombreuses délétions chromosomiques touchant les miRNAs suppresseurs de 

tumeurs miR-16-1 et miR-15a (Del[13q]) et les gènes ATM (Del[11q]) et TP53 (Del[17p]) 

impliqués respectivement dans la réparation de l’ADN et dans l’apoptose. De plus les gènes 

TP53, SF3B1 ou MYD88 sont fréquemment mutés, ce qui favorise la survie de la cellule 

cancéreuse. (141,142) 

Il existe deux types de lymphomes, dits Hodgkiniens lorsque les cellules cancéreuses 

présentent une forme caractéristique de Reed-Sternberg, très grandes et atypiques, tous les 

autres étant dits non Hodgkiniens (NHL) dont le lymphome folliculaire (FL) et le lymphome 
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diffus à grandes cellules B (DLBCL) sont les plus fréquents. Le lymphome hodgkinien 

représente 15 à 25% de tous les lymphomes et est le plus fréquent chez l’enfant et le jeune 

adulte. Il a pour origine une cellule B mature post-GC qui a cependant perdu certaines 

caractéristiques B comme l’expression des marqueurs CD20 ou CD79a. Dans le lymphome 

Hodgkinien, on observe une activation constitutive des voies NF-κB et des kinases JAK-STAT 

normalement activées respectivement par un signal BCR tonique lors de la reconnaissance 

de l’antigène et par la fixation des IL comme l’IL-2 et l’IL-6 sur leurs récepteurs. Ces deux voies 

deviennent actives lorsque des mutations et/ou amplification des gènes clés tels que REL et 

NFKBAI pour la voie NF-κB ou JAK2 et STAT6 pour la voie JAK/STAT. Ces deux voies étant 

anti-apoptotiques, l’accumulation de mutations permet la transformation en cellules 

cancéreuses (143).  

Parmi les NHL, le DLBCL est le plus commun et représente environ 35% des NHL. La plupart 

du temps, le DLBCL survient lors de la transformation d’une cellule B mature activée, on parle 

alors du type ABC, d’une cellule B du GC de type GCB ou encore d’une cellule B post-thymique 

du médiastin de type PMBL. Chaque sous-type de DLBCL possède des caractéristiques 

propres à l’origine de la transformation cancéreuse. Ainsi, des translocations de BCL2 t(14 ;18) 

menant à l’activation de BCL6, le régulateur principal de la prolifération cellulaire des GCB, 

sont retrouvées dans 34% des GCB-DLBCL tandis que c’est plutôt une activation constitutive 

de la voie NF-κB par des mutations et des mutations du gène MYD88 qui sont retrouvés dans 

37% des cas d’ABC-DLBCL (144). Le FL est également un NHL fréquent impliquant des 

cellules B du GC ayant effectué la CSR et la SHM. Plusieurs phénomènes sont à l’origine de 

la transformation cancéreuse des cellules du FL dont, en premier, une translocation du chr.14 

vers le chr.18 (t[14;18]) dans 85% des cas, puis l’accumulation de mutations ponctuelles 

inactivant notamment le gène suppresseur de tumeur MLL2 dans plus de 80% des cas. La 

t(14;18) survient lors d’une recombinaison VDJ anormale durant le développement précoce B 

et mène au placement du gène BCL2 sous l’influence des régulateurs transcriptionnels de IGH 

mais n’est pas suffisante en elle-même pour induire une transformation cancéreuse. La cellule 

B devient donc mature et migre vers les GC où elle peut accumuler des mutations ponctuelles 

lors de la SHM tout en étant moins sensible à l’apoptose grâce à la surexpression de BCL2, 

ce qui mène à sa transformation cancéreuse. La plupart des mutations retrouvées dans le FL 

inactivent des gènes importants dans le remaniement chromatinien, comme les gènes MLL2 

et EZH2 (27%) qui sont respectivement responsables de la méthylation de H3K4 et H3K27, 

ou CREBBP (33%) ou encore des gènes suppresseurs de tumeurs comme TNFAIP3 (Figure 

34) (145). L’inhibition du signal BCR dans le traitement du DLBCL et des FL avec l’ibrutinib, 

un inhibiteur de la tyrosine kinase de Bruton (BTK), se révèle efficace en particulier sur les 

tumeurs dépourvues de mutations de la voie NF-κB (146,147). Cela ouvre la voie au 

développement d’autres traitements ciblant le signal BCR qui pourraient venir compléter 

l’arsenal thérapeutique. 
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Figure 34. Exemple de processus de tumorigénèse dans le lymphome folliculaire (FL). 

Le lymphome folliculaire résulte d’un développement B anormal durant lequel une translocation t(14 ;18) 

survient lors du réarrangement VDJ puis l’accumulation de mutations durant la SHM et le CSR dans le 

GC. D’après Kahl et Yang Blood 2016 (145).  

Pour finir, les plasmocytes correspondant au stade ultime du développement B peuvent 

également être à l’origine de pathologies cancéreuses comme la macrobulinémie de 

Waldenström (WM) et le myélome multiple (MM), et de gammathies monoclonales bénignes. 

La WM est une maladie rare qui se caractérise par la prolifération dans la moelle osseuse de 

cellules lymphoplasmocytaires pas totalement différenciées en plasmocytes et produisant des 

IgM monoclonales. La mutation génétique L265P de MYD88 et d’autres mutations de MYD88 

sont retrouvées dans 80 à 95% des cas de WM ainsi que des mutations activatrices du gène 

CXCR4 chez 20 à 40% des patients qui sont probablement à l’origine de la pathologie (148).Le 

MM au contraire résulte d’une prolifération dans la moelle osseuse d’un clone plasmocytaire 

totalement différencié menant à diverses cytopénies et touchant principalement les personnes 

âgées. Des translocations sur le chr.14 dans le gène IGH, plaçant des oncogènes sous 

l’influence des enhancers du locus mais également des hyperdiploïdies sont fréquemment 

retrouvées dans 50% des tumeurs de myélome. Les translocations t(4;14) (10 à 15%), t(6;14) 

, t(11;14), t(14;16) et t(14;20) (2 à 4%) augmentent fortement la transcription des oncogènes 

MMSET/FGFR3, CCND1, CCND3, MAF et MAFB respectivement. L’expression de ces 

oncogènes a pour effet d’augmenter la quantité de cycline D, soit directement via les gènes 

CCND1 et CCND3 soit indirectement par les facteurs de transcription MAF et MAFB qui ciblent 

CCND2 ou encore MMSET/FGFR3 qui augmentent également l’expression de CCND2 par un 

mécanisme inconnu (149,150). L’augmentation de la quantité de cycline D mène à une 

dérégulation du point de contrôle des phases G1/S du cycle cellulaire et à la prolifération des 

plasmocytes. D’autres altérations chromosomiques telles que la del(17p) porteur de TP53 (8 

à 10%), le gain(1q) (30 à 35%), la translocation ou l’augmentation du nombre de copies du 

gène MYC (15 à 20%) et des mutations ciblant les gènes TP53 ou ATM semblent également 

participer à la transformation cancéreuse (151). 

La MW et le MM sont très souvent précédés par une gammapathie monoclonale de 

signification indéterminée (MGUS) qui se caractérise par l’apparition d’un pic d’Ig monoclonale 
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sérique, le plus fréquemment de type IgG (70%), sans infiltration de la moelle osseuse. Ce 

phénomène ne provoque presque pas de symptômes et n’est donc pas traité mais peut évoluer 

à terme vers un lymphome, une MW ou un MM et/ou peut provoquer des atteintes rénales due 

à la gammapathie monoclonale (MGRS) comme la maladie de dépôt d’Ig ou une amylose de 

chaine d’Ig détaillées dans la partie suivante. (152) 

I.3.4. Les atteintes rénales due aux gammapathies monoclonales (MGRS) 

Au cours d’un syndrome lymphoprolifératif comme le MM, la WM ou le MGUS, les Ig 

monoclonales produites en excès peuvent en elles-mêmes causer des maladies d’atteintes 

rénales ou MGRS telles que les maladies de dépôts d’immunoglobulines (MIDD), des 

amyloses de chaines d’Ig, des glomérulonéphrites prolifératives avec dépôt d’Ig monoclonale 

ou encore des tubulopathies comme le syndrome de Fanconi. Les Ig monoclonales 

complexées, entières ou simple chaine peuvent en effet se déposer dans les organes causant 

des lésions et des dysfonctionnements tissulaires. L’organe le plus touché est le rein puisque 

sa fonction est d’éliminer les Ig, ce qui mène à des néphropathies diverses voire à 

l’insuffisance rénale. (153) 

Les MIDD sont séparées en trois catégories selon le type de dépôt : la LCDD pour les chaines 

légères (la plus fréquente), la HCDD pour les chaines lourdes et la LHCDD pour les deux types 

de chaines en même temps. Lors d’une MIDD, une chaine d’Ig mal repliée est produite ce qui 

la rend capable de se lier aux protéines de la matrice extracellulaire créant des dépôts, en 

particulier au niveau des glomérules rénaux (153). Parmi les amyloses liées aux Ig on retrouve 

l’amylose des chaines légères amyloïdes ou amylose AL et plus rarement l’amylose des 

chaines lourdes amyloïdes. Dans l’amylose AL, les chaines légères libres κ ou λ mal repliées 

s’agrègent de manière anormale et forment des fibrilles amyloïdes au niveau des tissus 

cardiaques et rénaux notamment. A noter que l’amylose AL n’est pas forcément secondaire à 

un syndrome lymphoprolifératif mais y est fréquemment associée (154). 

I.4. Les oligonucléotides antisens 

I.4.1. Principe et structures chimiques 

Les ASO sont un des premiers outils de modulation de l’expression génique utilisés dans 

l’histoire. Leur principe a été décrit par les auteurs Zamecnik et Stephenson en 1978 (155) et 

a précédé la découverte d’autres technologies de modulation de l’expression génique telles 

que l’interférence à l’ARN (RNAi) en 1999 à l’aide de siRNA ou de shRNA (156) ou encore 

plus récemment en 2012 de la technologie CRISPR-Cas9 (157). Les oligonucléotides antisens 

(ASO) sont de courtes séquences simple chaine d’ADN modifié d’environ 20 nucléotides et 

complémentaire à un ARN cible. Un ASO permet, selon sa structure chimique, soit de moduler 

la maturation de l’ARN lors de l’épissage, la polyadénylation ou la traduction soit de provoquer 

la dégradation de l’ARN via le recrutement de la RNAse H. Ces mécanismes seront détaillés 

dans la prochaine partie.  

Tous les ASO sont constitués d’ADN modifié chimiquement au niveau du squelette 

phosphodiester, du ribose et/ou des bases. En effet, bien qu’une chaine d’ADN non modifiée 

puisse agir comme un ASO, elle est trop rapidement dégradée par les nucléases pour être 

efficace et des modifications chimiques sont donc indispensables pour augmenter la 

résistance à cette dégradation (158). Il existe plusieurs modifications chimiques pouvant être 

associées au sein d’un même ASO : les modifications du squelette phosphodiester, du ribose 

ou encore des bases les plus utilisées sont illustrées Figure 35 (pour revue (159)).  
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Figure 35. Les différentes structures chimiques des ASO. 

Les modifications du squelette telles que l’ASO-PS (phosphorotioate), permet une augmentation de la 

résistance aux nucléases et surtout une augmentation de la distribution in vivo mais diminue également 

l’affinité à l’ARN, ce qui nécessite l’ajout d’autres modifications. Les modifications en 2’ du ribose comme 

les 2’-O-Methyl (2’OMe), 2’-O-méthoxy-éthyl (2’MOE) ou 2’-Fluoro (2’Fluoro) permettent une 

augmentation de l’affinité à l’ARN et cette affinité est d’autant plus importante dans les modifications de 

contrainte du ribose comme les ASO verrouillés (LNA) ou les ASO contraints par un groupement éthyle 

(cEt BNA). Le ribose peut être également modifié pour former un tri-cycle (tc-DNA) ce qui favorise la 

biodistribution de l’ASO (160). Une autre modification chimique, l’oligomère morpholino 

phosphorodiamidate (PMO) combine une modification du squelette en phosphorodiamidate et une 

modification du ribose en morpholino, ce qui le rend idéal pour les mécanismes de blocage stériques 

mais le rend aussi incapable de recruter la RNAse H. Pour finir certaines bases comme la cytosine 

peuvent également être modifiées par l’ajout d’un groupement méthyle en 5’ afin de diminuer l’effet pro-

inflammatoire de certains ASO (161). 

La modification la plus commune est le squelette phosphorothioate ou PS-ASO qui permet 

une augmentation de la résistance aux nucléases tout en gardant la capacité de recruter la 

RNase H pour promouvoir la dégradation de l’ARN cible (162). Le squelette phosphorothioate 

favorise les liaisons non spécifiques aux protéines, ce qui augmente la distribution tissulaire 

de ce type d’ASO via la fixation aux protéines plasmatiques comme l’albumine (163) mais 

également leur distribution cellulaire via la fixation aux protéines de la surface cellulaire et du 

trafic intracellulaire (164,165). Cependant, cette fixation est à double tranchant puisqu’elle 
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participe à la toxicité de l’ASO, pro-inflammatoire par l’activation du complément et 

thrombotique par l’activation plaquettaire nécessitant une limitation des doses (166). Cette 

modification a aussi pour effet adverse de baisser l’affinité de liaison à l’ARN et elle est donc 

fréquemment utilisée en associations avec d’autres modifications augmentant l’affinité à l’ARN 

telles que les modifications du ribose (159). Récemment, une étude a montré que le contrôle 

de la stéréochimie des liaisons PS permettait d’augmenter l’efficacité de clivage de la RNAse 

H par l’insertion de liaisons SpSpRp ainsi que la stabilité par l’enrichissement en liaisons Sp. Rp 

et Sp étant respectivement les stéréoisomères R (pour Rectus) et S (pour Sinister) de la liaison 

P-S (167). 

Une partie des modifications du ribose consistent en l’ajout d’une fonction en 2’ du ribose : O-

méthyl (2’OMe), O-méthoxy-éthyl (2’MOE) ou Fluoro (2’Fluoro), ce qui accroit respectivement 

de manière croissante l’affinité à l’ARN ainsi que la résistance aux nucléases (168). Les 

modifications 2’Fluoro sont cependant peu utilisées dans les thérapies à base d’ASO car elles 

provoquent une toxicité hépatique (169,170) mais elles sont toujours utilisées dans les 

technologies RNAi où cette toxicité semble moins présente de par leur nature double brin 

(171). D’autres modifications du ribose par formation d’un cycle supplémentaire furanose 

reliant les carbones 2’ et 4’ du ribose permettent une résistance totale à la dégradation par les 

nucléases ainsi qu’une augmentation significative de l’affinité pour l’ARN (172). La formation 

de ce cycle furanose va en effet bloquer le ribose en conformation de type A plus proche de 

l’ARN que de l’ADN (type B) dans les ASO verrouillés ou LNA et leurs analogues avec 

groupement éthyle ou cEt-BNA (173). Une autre modification du ribose constituée d’un triple 

cycle ou tc-DNA permet une augmentation de l’affinité à l’ARN, quoique moindre que les LNA. 

Les tc-DNA ont l’avantage de favoriser la distribution dans des organes difficilement 

atteignables comme le cerveau ou le cœur par la formation spontanée de nanoparticules de 

40 à 100nm qui imitent la structure des agents de transfection (160,174). Toutes ces 

modifications du ribose abrogent le recrutement de la RNAse H et par conséquent la possibilité 

de dégradation de l’ARN mais peuvent être utilisées pour des mécanismes de blocage stérique 

ou de manière partielle sur un ASO comme stabilisateur (159). 

Afin de garder la possibilité de recruter la RNase H, certains oligonucléotides associent en 

effet plusieurs modifications chimiques pour former ce qu’on appelle des gapmers. Un gapmer 

est formé d’environ 6 à 10 bases centrales (le « gap ») avec un squelette phosphodiester ou 

phosphorothioate pour permettre un clivage avec la RNAse H et d’extrémités 3’ et 5’ avec des 

modifications en 2’ du ribose, incapables de recruter la RNAse H mais qui permettent 

d’augmenter l’affinité de l’ASO pour son ARN (175,176). Cette association de modifications 

chimiques permet la formation d’un ASO capable de dégrader un ARN avec une meilleure 

efficacité et une meilleure précision (177).  

Certains ASO combinent deux types de modifications comme les oligomères morpholino 

phosphorodiamidates ou PMO qui sont constitués d’un squelette phosphorodiamidate (PN) et 

d’un morpholino à la place du ribose. Le squelette phosphorodiamidate est neutralement 

chargé contrairement au squelette PS et phosphodiester (PO) de l’ADN ce qui rend l’ASO plus 

hydrophile. Cette hydrophilie évite les liaisons non spécifiques aux protéines mais diminue 

également sa biodistribution car son excrétion est plus rapide (178). Les PMO ont l’avantage 

d’être totalement résistants aux nucléases et d’avoir une affinité importante pour l’ARN mais 

ne peuvent pas recruter la RNAse H, ce qui en fait des ASO très utilisés dans les mécanismes 

de blocage stérique (179,180). C’est ce type d’ASO que j’ai majoritairement utilisé au cours 

de ma thèse. 
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Pour finir, les bases nucléiques A, U, T, G et C peuvent également être modifiées notamment 

en position 5’ pour les pyrimidines. La modification la plus fréquente étant la 5-méthylcytosine 

qui fournit une diminution des effets pro-inflammatoires dus à l’activation des cellules B (161). 

ainsi qu’une légère augmentation de l’affinité pour l’ARN d’un ASO (181). En effet, un ASO à 

cytosines non méthylées ou CpG ODN est capable de se lier au TLR9 de la même manière 

qu’un ADN bactérien et est même actuellement utilisé en tant qu’adjuvant dans certains 

vaccins (182,183). 

I.4.2. Mécanismes 

I.4.2.1. Généralités 

Les oligonucléotides permettent de réguler l’ARN de deux manières soit en provoquant sa 

dégradation par la RNAse H soit en perturbant une étape de sa maturation comme l’épissage, 

la polyadénylation ou la traduction par blocage stérique, pour revue (184). (Figure 36) 

Le mécanisme de dégradation des ARN par ASO repose sur la reconnaissance du duplexe 

ARN/ADN par la ribonucléase H1 ou RNAse H1 (185). Cette nucléase ubiquitaire est retrouvée 

chez tous les êtres vivants où elle a notamment pour rôle de résoudre les structures en R-loop 

ainsi que de maintenir la réplication et la transcription de l’ADN mitochondrial (186,187). Ce 

mécanisme se distingue d’autres technologies comme les RNAi qui utilisent une autre voie de 

dégradation des ARN à l’aide du complexe RISC/Ago2 (188) ou encore les DNAzyme et les 

ribozymes qui ont une activité catalytique spécifique pour dégrader un ARN (189,190).  

L’autre mécanisme fait intervenir un blocage stérique consécutif à l’hybridation d’un ASO 

arborant des modifications chimiques incapables d’être reconnues par la RNAse H1. Ce 

blocage stérique empêche la fixation de protéines ou la reconnaissance de séquences 

importantes dans la maturation de l’ARN. Un ASO peut en effet cibler des sites d’initiation de 

la traduction, ce qui empêche le ribosome de se fixer et donc de traduire l’ARN en protéine 

(191). Ce mécanisme restait relativement peu utilisé mais semble regagner de l’intérêt en 

virologie (192). Un autre mécanisme découvert récemment permet à l’inverse l’augmentation 

de la traduction par l’hybridation d’un ASO sur des éléments inhibiteurs de la traduction dans 

la 5’UTR comme les ORF en amont (uORF) (193). Les ASO peuvent également être utilisés 

en antagonistes de certains miRNA naturels dans le but d’empêcher la dégradation de leurs 

ARNs cibles, on les appelle alors antimiR ou antagomiR (194). Ce dernier mécanisme semble 

très prometteur pour le développement de nouvelles thérapies notamment dans le cancer et 

pourrait aussi être utilisé dans la régulation d’autres ncRNA comme les lncRNA. 

Des ASO permettant un blocage stérique ont été utilisés durant ma thèse afin de moduler 

l’épissage et la polyadénylation des ARN cibles (détaillés dans les parties I.4.2.2 et I.4.2.3). 
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Figure 36. Les différents modes d’action des ASO en comparaison avec d’autres technologies 

de modulation de l’expression génique. 

Selon sa structure chimique, un ASO peut modifier l’expression génique par deux modes d’action 

distincts. (a) Le mécanisme de blocage stérique par ASO permet de moduler l’épissage, d’inhiber la 

polyadénylation, d’inhiber ou augmenter la transcription d’un ARNm ou encore de bloquer des miRNA 

(b) Le mécanisme de dégradation de l’ARN par la RNAse H1 (en bleu) est différent des mécanismes 

de dégradation induits par les technologies RNAi ou par les ribozymes/DNAzyme (en rouge). D’après 

Bennet Annu Rev Med. 2019 (184). 
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I.4.2.2. La modulation de l’épissage 

Les ASO peuvent moduler l’épissage en empêchant la fixation soit d’un élément du 

spliceosome comme U1 et U2 en se fixant sur les 5’SS ou 3’SS, soit des facteurs d’épissage 

en se fixant sur les séquences cis-régulatrices ESE, ESS, ISE ou ISS. L’hybridation d’un ASO 

sur ces éléments provoque un épissage alternatif tel que le saut d’exon ou l’intron rétention, il 

est alors appelé oligonucléotide de modulation de l’épissage ou SSO (195) (Figure 37). 

 

Figure 37. Exemple de modulation de l’épissage par un SSO ciblant des séquences cis-

régulatrices. 

L’épissage peut être modulé par un SSO ciblant des séquences cis-régulatrices en déséquilibrant la 

régulation par les facteurs d’épissage. Par exemple, lorsque qu’un SSO cible des séquences 

activatrices (ESE ou ISE en vert), cela provoque une inhibition de l’épissage et un saut d’exon alors que 

si ces séquences sont inhibitrices (ESS ou ISS en rouge), cela provoque une inclusion d’exon. D’après 

Havens et Hastings Nucleic Acids Res 2016 (195). 

Récemment des thérapies à base de SSO ont été autorisées par la Food & Drug 

Administration (FDA) américaine en 2016 : l’eteplirsen dans le traitement de la dystrophie 

musculaire de Duchenne (DMD) et le nusinersen dans le traitement de l’amyotrophie spinale 

(SMA) (196). L’eteplirsen est un SSO de chimie PMO qui induit un saut de l’exon 51 du gène 

de la dystrophine DMD. En effet, environ 13% des patients atteints de DMD arborent un 

décalage du cadre de lecture dû à une délétion d’un ou plusieurs exons de 47 à 63 qui rend la 

dystrophine non fonctionnelle car son transcrit est dégradé par NMD (197). Le nusinersen est 

un SSO de chimie PS-2’MOE qui induit l’inclusion de l’exon 7 du gène SMN2, rétablissant la 

survie des motoneurones des patients atteints de SMA. En effet, dans la SMA des mutations 

dans le gène SMN1 causent la dégradation de son transcrit par NMD ou rendent la protéine 

inactive alors que le gène SMN2, une duplication du gène SMN1, est constitutivement inactif 

chez l’homme à cause d’un saut de l’exon 7 (198). Des SSO pourraient traiter d’autres 
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maladies génétiques qui causent des anomalies de l’épissage comme la dysautonomie 

familiale, la dystrophie myotonique ou l’hypercholestérolémie familiale par exemple (199).  

On retrouve aussi des anomalies de l’épissage dans de nombreux cancers où des variants 

d’épissage favorisant la cancérogénèse ou la maintenance du cancer sont produits. Cette 

production anormale est promue soit par la surexpression ou sous expression de facteurs 

d’épissage soit par des mutations directes dans les séquences cis-régulatrices de gènes 

oncogéniques ou suppresseurs de tumeurs qui induisent un changement d’épissage (200). 

Ainsi par exemple, le facteur d’épissage SF3B1 est muté dans la CLL ce qui favorise un 

épissage alternatif en 3’SS de nombreux gènes dont DVL2 qui dérégule la voie Notch et 

favorise ainsi la maintenance de la CLL (201). SF3B1 est également muté dans 28% et 19% 

des cas de syndrome myélodysplasique et de néoplasme myélodysplasique/myéloprolifératif 

respectivement (202). On retrouve aussi des mutations dans les éléments cis-régulateurs de 

gènes suppresseurs de tumeur qui induisent le plus souvent une intron rétention avec 

l’apparition de PTC (203). C’est le cas notamment du gène TP53 dont les fréquentes mutations 

au niveau de ses 5’SS produisent des variants d’épissage dégradés par NMD ou la traduction 

de protéines TP53 tronquées, conduisant à son inactivation (203). L’épissage alternatif dans 

le cancer peut également cibler des oncogènes dans lesquels on retrouve le plus souvent des 

sauts d’exon comme le saut de l’exon 14 du gène MET dans le cancer du poumon (204) ou 

encore le saut de l’exon 9 de REL dans le DLBCL (205). Tous ces variants d’épissage 

pourraient ainsi être ciblés par des SSO dans le but de rétablir un épissage conventionnel et 

réduire la survie des cellules cancéreuses (200). Les ASO peuvent également être utilisés en 

tant que leurre afin de bloquer spécifiquement un facteur d’épissage en étant composés d’une 

répétition de leurs séquences cis comme cela a été montré avec les facteurs SRSF1, 

RBFOX1/2 et PTBP1 (206).  

La modulation de l’épissage n’a pas forcément vocation à réparer une expression génique 

défectueuse et à l’inverse peut aussi être utilisée pour produire un ARN dégradé par NMD par 

un mécanisme alors appelé NMD forcé par épissage ou FSD-NMD. Le FSD-NMD consiste à 

forcer un épissage qui induit un décalage du cadre de lecture et fait apparaitre un PTC dans 

le transcrit, par exemple avec un saut d’exon (207). Ce mécanisme a été montré pour la 

première fois en 2011 avec l’inhibition de l’expression de STAT3 dans le traitement du cancer 

(208). Le FSD-NMD constitue une alternative intéressante au mécanisme dépendant de la 

RNAse H pour dégrader un ARNm cible et inhiber l’expression d’un gène à l’aide d’ASO. De 

la même manière, des ASO peuvent induire la dégradation d’un transcrit par NGD lorsqu’ils 

sont hybridés en 3’ de la région codante ce qui gêne probablement la progression du ribosome 

lors de la traduction (209). A l’inverse, ils peuvent aussi être utilisés pour éviter la dégradation 

d’un transcrit par NMD en s’hybridant aux jonctions exon-exon en aval d’un PTC ce qui 

empêche la formation de l’EJC (210). (Figure 38) 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  66 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

Figure 38. Modulation du mRNA decay par un ASO. 

Un ASO peut moduler le mRNA decay de trois façons. Il peut provoquer un saut d’exon qui induit un 

décalage de lecture, fait apparaitre un PTC et active la dégradation du transcrit par NMD : c’est le 

mécanisme de FSD-NMD. Un ASO hybridé au niveau de la séquence codante juste avant le codon stop 

va ralentir la progression du ribosome lors de la traduction et provoquer la dégradation du transcrit par 

NGD. Un ASO hybridé au niveau de la jonction d’exon empêche la fixation de l’EJC et inhibe le NMD 

lorsqu’un PTC est présent en amont. 

I.4.2.3. L’inhibition de la polyadénylation 

La polyadénylation (polyA) peut être modulée par un ASO ciblant les séquences cis-

régulatrices dont le PAS ou en ciblant le 5’SS précédant un PAS dans le cas d’un gène 

présentant des sites polyA alternatifs. Le blocage d’un PAS par un ASO permet en effet 

d’inhiber sélectivement le transcrit correspondant d’un gène tout en redirigeant la 

polyadénylation vers les PAS distaux (211).  

Ce mécanisme peut aussi être utilisé pour favoriser l’utilisation d’un PAS proximal en ciblant 

le 5’SS en amont. Par exemple, pour le gène VEGFR2 le ciblage du 5’SS de l’exon en amont 

du PAS proximal permet l’utilisation de ce dernier lors de la polyadénylation favorisant la 

production d’une protéine soluble plutôt que membranaire (212) (Figure 39). En effet il a été 

montré que la fixation de U1 sur le 5’SS inhibe l’utilisation du PAS intronique proximal (213).  
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Figure 39. Modulation de la polyadénylation du gène VEGFR2 par un ASO. 

Afin de favoriser l’utilisation du PAS proximal du gène VEGFR2, un ASO peut être hybridé sur le 5’SS 

en amont afin d’inhiber la fixation de U1 et donc l’épissage sur les exons suivants. Ce traitement permet 

d’augmenter la production de VEGFR2 soluble et de réduire la quantité de VEGFR2 membranaire. 

D’après Elkon et al Nat Rev Genet. 2013 (37). 

Les transcrits de chaines lourdes d’Ig étant générés par APA, le PAS proximal encodant la 

forme sécrétée et les PAS distaux la forme membranaire (214), une modulation de la 

polyadénylation par ASO pourrait rediriger efficacement la production vers de l’une ou l’autre 

forme d’Ig. De plus, une récente étude de Peng et collègues a montré le rôle de la hnRNPLL 

dans la redirection de la polyadénylation vers le PAS proximal dans les plasmocytes (215). Le 

ciblage de la séquence cis-régulatrice de la hnRNPLL par un ASO pourrait constituer une piste 

supplémentaire dans le cadre d’un traitement pour réduire la quantité d’Ig sécrétée. Réduire 

la quantité d’Ig sécrétée pourrait en effet avoir un intérêt dans le traitement de l’allergie (IgE), 

de maladies autoimmunes (IgA, IgG) ou encore dans les maladies liées aux gammapathies 

monoclonales (IgG, IgM) dans lesquelles une production délétère ou excessive de certaines 

Ig est observée. De même, réduire la quantité d’Ig membranaire pourrait avoir un intérêt dans 

le traitement de certains cancers lymphocytaires où une activation constitutive du BCR est 

observée. Une modulation de l’APA vers les PAS proximaux pourrait aussi être efficace sur 

certains gènes dérégulés dans le myélome multiple (MM) où il a été montré une baisse de 

l’utilisation des PAS introniques (44). 

I.4.3. Méthodes d’administration tissulaire et cellulaire 

Les ASO peuvent être internalisés naturellement par une cellule mais ne se distribuent pas de 

la même manière dans tous les organes suite à une administration systémique. En effet, en 

fonction des modifications chimiques d’un ASO, celui-ci va arborer une demi-vie plus ou moins 

grande selon sa stabilité face aux nucléases ainsi qu’une clairance rénale plus ou moins rapide 

selon sa proportion en liaisons PS, PO ou PN. Effectivement, la liaison PS est celle qui diminue 

le plus la clairance grâce à sa charge négative au contraire de la liaison PN qui n’est pas 

chargée. En conséquence, la biodistribution des oligonucléotides se concentre surtout dans 

les organes d’élimination que sont le foie et le rein, suivi par les adipocytes, la moelle osseuse 

et les ganglions lymphatiques (216). Malgré une biodistribution améliorée grâce aux progrès 
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réalisés sur les modifications chimiques, les ASO restent relativement peu absorbés par les 

cellules ciblées ce qui limite leur efficacité et potentialise leur toxicité. C’est pourquoi de 

nombreuses stratégies de ciblage cellulaire sont actuellement à l’étude dans l’espoir 

d’augmenter l’efficacité des ASO tout en réduisant leur toxicité (217,218). Ces stratégies de 

ciblages incluent la conjugaison d’ASO avec des peptides, lipides ou ligands et la vectorisation 

à l’aide de nanoparticules ou de vecteurs viraux, pour revue (217,218). (Figure 40) 

 

Figure 40. Technologies d’administration des ASO 

Un ASO peut être conjugué à divers ligands, peptides ou molécules, être transporté à l’aide de 

nanoparticules ou d’origami ADN ainsi qu’être vectorisé dans des AAV afin d’augmenter sa distribution 

cellulaire, spécifique d’un type cellulaire ou non. De même l’administration locale ou systémique permet 

de moduler la concentration d’ASO disponible dans un organe donné. 

La conjugaison de peptides favorisant la pénétration cellulaire ou CPP est une des solutions 

pour augmenter l’assimilation des ASO par les cellules de manière non spécifique. Parmi ces 

CPP, on trouve de nombreux peptides dérivés de protéines qui promeuvent l’internalisation 

lors de la liaison à leurs récepteurs comme le HIV-tat, la penetratin-1, le transportan ou encore 

Arg8. Ces CPP de 10 à 16 résidus sont cationiques donc exclusivement conjugués à des ASO 

neutralement chargé comme les PMO afin d’éviter des interactions électrostatiques (219), 

formant ce qu’on appelle un PPMO. Les conjugués CPP les plus utilisés sont le peptide B 

(220) et le peptide Pip6 (221) qui ont le point commun d’être riches en arginine. On trouve 

aussi parmi les conjugués de pénétration cellulaire, le conjugué « vivo » qui est un dendrimère 
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d’octaguanidine positivement chargé principalement utilisé avec les PMO appelé vivo-

morpholino. Les vivo-morpholinos permettent une meilleure biodistribution mais provoquent 

aussi une toxicité due à une augmentation de la coagulation qui doit être monitorée rendant 

problématique le transfert de cette technologie en clinique (222). Des CPP amphiphiles 

peuvent également être utilisés pour produire des nanoparticules avec des ASO négativement 

chargés comme les ASO PS grâce à des interactions hydrophobes et/ou électrostatiques 

parmi lesquels sont les peptides MPG-8 et CADY (219). 

Des conjugués spécifiques comme des ligands de récepteurs cellulaires peuvent également 

augmenter l’absorption des ASO au sein de la cellule. Le plus connu des conjugués ligands 

est le GalNac3 qui cible le récepteur de l’asialoglycoprotéine (ASGPR) présent en grande 

quantité sur les hépatocytes (223). Parmi ces conjugués spécifiques, on retrouve aussi les 

anticorps monoclonaux ou leurs dérivés (scFV, (Fab)2,...) pour qui peuvent cibler des 

récepteurs spécifiques promouvant leur internalisation mais cette technologie nécessite 

encore des améliorations afin d’améliorer l’efficacité des oligonucléotides délivrés (224). Cette 

technologie a l’avantage de réunir l’activité de d’un anticorps monoclonal et d’un ASO 

permettant ainsi une synergie de différents modes d’action comme l’on montré Satake et 

collègues avec un anticorps monoclonal anti-CD22 couplé à un ASO dirigé contre le gène 

MXD3 dans le traitement de la leucémie lymphoblastique aiguë (ALL) (225). 

Les ASO peuvent également être conjugués avec des lipides tels que le cholestérol, 

l’octadecyl-amine ou le squalène qui sont particulièrement absorbés par les cellules du foie et 

sont capables de s’associer aux LDL dans le sang (226). Les lipides cationiques peuvent 

également servir de transporteur pour des oligonucléotides anioniques comme les ASO PS en 

formant ce qu’on appelle des nanoparticules lipides ou LNP qui vont s’accumuler 

préférentiellement au niveau du foie et des tumeurs. Ces LNP sont composées de lipides 

cationiques comme le DLin-MC3-DMA et sont stabilisés par d’autres éléments comme le 

polyéthylène glycol (PEG) qui ralenti leur clairance rénale. Des ligands peuvent également 

être incorporés à la surface des LNP afin de cibler un récepteur cellulaire spécifique (227).  

Moins utilisés que les LNP, les nanoparticules solides telles que les nanoparticules d’or 

(formant des acides nucléiques sphériques ou SNA) (228) ou les nanoparticules polymériques 

(229) peuvent elles aussi délivrer des ASO hybridés à leur surface. 

Pour finir, l’administration des ASO peut aussi être faite via leur vectorisation au sein de virus 

adéno-associés (AAV) dans la séquence des U1 ou U7 snRNA. En effet, la séquence des U1 

et U7 snRNA qui ont pour rôle la régulation des extrémités 3’ des ARNm d’histones et la 

définition des 5’SS respectivement, peut être modifiée afin de contenir une séquence antisens   

(230,231). Un autre type de vecteur comprend les structures ADN jouant le rôle de transporteur 

dont les origami ADN ou nanorobots ADN qui ont l’avantage d’être adaptables à façon et 

capturés passivement par les cellules. Ces origami ADN peuvent prendre des formes et 

structures variées mais aussi  posséder des sites de liaisons spécifiques qui vont déclencher 

un changement structurel et la libération de leur cargo (232,233). Dans la nature, du matériel 

génétique comme les miRNA sont échangés entre les cellules par des exosomes et l’utilisation 

de cette technologie pourrait aussi être envisageable pour le transfert d’oligonucléotides 

synthétiques (234,235). 
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Une voie d’administration locale quand son utilisation est possible augmente également 

l’efficacité des ASO et peut être potentialisée par des formulations spécifiques : par voie orale 

pour les maladies digestives (236) ou par voie transdermique pour les maladies de la peau 

(237) par exemple. Actuellement, l’administration intrathécale du nusinersen est utilisée avec 

succès pour augmenter l’efficacité du traitement dans le cerveau (198). 
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Partie II. Résultats & Discussion 

II.1. Modulation des immunoglobulines sécrétées et membranaires par ASO 

Les gènes d’Ig peuvent donner naissance à deux ARNm alternativement polyadénylés : l’un 

utilisant un site de polyadénylation (PAS) situé entre le dernier exon constant CH et le ou les 

exons de membrane M et l’autre utilisant un PAS situé après le ou les exons de membrane M. 

L’ARNm issu de l’utilisation du premier PAS codera pour les Ig sécrétées tandis que celui issu 

de l’utilisation du dernier PAS codera pour les Ig membranaires. Par soucis de simplification 

ici, nous appelleront ces sites de polyadénylation PAS pour Poly(A) Sécrété et PAM pour 

Poly(A) Membranaire (Figure 41). Il peut y avoir plusieurs sites PAS et PAM pour un même 

mais un seul site polyA est majoritairement utilisé pour la polyadénylation. Il peut aussi y avoir 

coexistence de transcrits utilisant les sites PAS et PAM dans une même cellule mais un seul 

est majoritairement utilisé dans un type cellulaire donné, avec une polyadénylation au site 

PAM dans les cellules B et au site PAS dans les plasmocytes. 

 

Figure 41. Illustration de la polyadénylation alternative des transcrits d’Ig. 

Un gène IGH générique possède deux sites de polyadénylation sécrété (PAS) et membranaire (PAM) 

en orange qui peuvent être utilisés de façon alternative lors de la transcription. Dans les plasmocytes, 

l’utilisation préférentielle du PAS donne naissance à un ARNm d’Ig sécrétée possédant la séquence 

CHS (rouge) caractéristique des Ig solubles. En revanche, l’utilisation du PAM donne naissance à un 

ARNm d’Ig membranaire possédant un ou plusieurs exons membranaires M (vert) qui codent pour le 

domaine transmembranaire de l’Ig, permettant l’expression du BCR à la surface des cellules B.  

L’objectif de ces travaux est d’évaluer une stratégie de modulation de la polyadénylation à 

l’aide d’oligonucléotides antisens (ASO), en ciblant les séquences PAS ou PAM sur les 

transcrits d’Ig. Cette approche, selon l’isotype d’Ig visé, pourrait procurer de nouvelles pistes 

thérapeutiques dans l’allergie (IgE, IgA), les maladies auto-immunes (IgG, IgA), ou encore le 

cancer et les maladies de dépôt d’Ig (IgG, IgM, IgA). En effet, favoriser la synthèse d’Ig 

membranaires par rapport aux Ig secrétées permettrait de réduire le taux sérique d’Ig qui est 

souvent associé directement ou indirectement à la symptomatologie de ces maladies 

(maladies auto-immunes, allergie, maladies de dépôt d’Ig). A l’inverse, réduire la synthèse d’Ig 

membranaire pourrait diminuer le signal BCR qui contribue à la survie de nombreux cancers 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  72 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

comme les lymphomes B, et joue aussi un rôle essentiel lors de la sélection positive des 

lymphocytes B et en particulier des cellules Bmem. La modulation de la polyadénylation par 

ASO a le potentiel d’être spécifique à un seul type d’Ig ce qui permettrait de traiter une maladie 

liée aux Ig tout en conservant un potentiel immunitaire chez le patient. 

Ces travaux ont fait l’objet d’un brevet déposé le 4 juin 2019 n°EP19305716.3 avec une 

extension internationale déposée le 3 juin 2020 n°PCT/EP2020/065327 (Annexe 1). 

II.1.1. Résultats 

II.1.1.1. Modulation de l’IgE-sécrétée par ASO 

Lors de mes travaux, j’ai d’abord étudié la stratégie de modulation de la polyadénylation des 

Ig en ciblant l’IgE humaine à l’aide d’un ASO complémentaire au PAS afin de réduire la 

synthèse d’IgE sécrétée et de favoriser la synthèse d’IgE membranaire. En effet, l’IgE est un 

acteur bien décrit dans la physiopathologie des allergies IgE-dépendantes et diminuer le taux 

d’IgE circulantes réduit le nombre de manifestations chez les patients allergiques comme cela 

a déjà été observé avec l’Omalizumab, un anticorps monoclonal anti-IgE (121). De plus, de 

précédents travaux réalisés dans notre laboratoire ont montré que la production d’IgE 

membranaire par les cellules B provoque soit son apoptose soit sa différenciation en 

plasmocyte à courte durée de vie, ce qui explique la rareté des Bmem IgE chez l’homme 

(38,39). Cibler le PAS sur le pré-ARNm codant pour l’IgE aurait donc le potentiel de diminuer 

la sécrétion d’IgE tout en provoquant l’apoptose des cellules productrices d’IgE via la 

réexpression d’IgE membranaire (Figure 42). 

 

Figure 42. Modulation de la polyadénylation de l’ARNm codant pour l’IgE avec un ASO ciblant 

le PAS. 

Un ASO hybridé au PAS du pré-ARNm codant pour IgE va diminuer la production d’ARNm codant pour 

l’IgE secrétée tout en favorisant la production d’ARNm codant pour l’IgE membranaire via l’utilisation 

alternative du PAM. La production d’IgE membranaire provoque l’apoptose chez la cellule B comme 

montré par Laffleur et collègues (39). 

Ces travaux, illustrés dans le brief report rédigé ci-dessous qui a été soumis au « Journal of 

Allergy and Clinical Immunology », ont permis de valider cette stratégie en utilisant plusieurs 

modèles : un modèle de souris transgénique inductible appelé InEps™, où les parties 

constantes du gène de l’IgE humaine ont étés intégrées au locus Igh murin, des hybridomes 

obtenus à partir de cellules B InEps™, une lignée cellulaire de myélome sécrétant de l’IgE 

(U266) et enfin des cellules B humaines stimulées in vitro pour réaliser une CSR vers IgE. 

Dans tous ces modèles, la réduction d’IgE sécrétée et l’augmentation d’IgE membranaire a pu 
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être démontrée. En accord avec la réexpression d’IgE membranaire, une augmentation de la 

mortalité par apoptose a pu également être mise en évidence dans les cellules U266 traitées 

par ASO. De plus, les analyses réalisées après séquençage d’ARN à haut débit (RNAseq) ont 

révélé un changement de l’expression génique, montrant un profil plutôt B mémoire que 

plasmocytaire dans les cellules traitées par ASO. La spécificité de l’ASO pour IgE a également 

été vérifiée après stimulation de B humains, en montrant que l’ASO n’a pas d’impact sur la 

transcription des autres isotpyes d’Ig et qu’il ne provoque pas non plus de modulation de leur 

polyadénylation. 
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II.1.1.2. Modulation de l’IgA-membranaire par ASO 

En parallèle de mes travaux sur IgE, j’ai également évalué une autre stratégie avec un ASO 

ciblant le PAM de l’IgA humaine, la séquence ciblée étant identique chez l’IgA1 et l’IgA2. Cet 

ASO permettrait de réduire les transcrits codant pour l’IgA membranaire, diminuant de ce fait 

le signal de survie et de prolifération induit par un cross-linking du BCR sans affecter les 

transcrits d’IgA secrétées. Diminuer le signal BCR IgA pourrait en effet être intéressant dans 

le cadre de maladies auto-immunes liées à l’IgA comme la maladie de Crohn ou la maladie de 

Berger (134,135) en diminuant la viabilité des cellules B et plasmocytaires productrices d’IgA 

pathogènes (Figure 43). 

 

Figure 43. Modulation de la polyadénylation de l’ARNm codant pour l’IgA avec un ASO ciblant 

le PAM. 

Un ASO hybridé au PAM principal du pré-ARNm codant pour l’IgA va diminuer la synthèse d’IgA 

membranaire sans affecter la synthèse d’IgA sécrétée. Les cellules B de même que les nombreux 

plasmocytes produisant des IgA membranaires se verront donc privés du signal BCR qui participe à 

leur prolifération cellulaire et seront plus prompts à l’apoptose. 

En effet, l’IgA est une des seules Ig (avec l’IgM) à être retrouvée en abondance sous forme 

membranaire chez le plasmocyte comme l’a montré l’étude de Pinto et al (238). Les auteurs 

ont également montré que le cross-linking du BCR avec un anticorps anti-BCR permet 

d’induire un signal BCR fonctionnel qui favorise la survie des plasmocytes à IgA et suggèrent 

que cet effet pourrait favoriser la tolérance vis-à-vis du microbiote (238). En effet les IgA jouent 

un rôle primordial dans la régulation du microbiote intestinal en facilitant l’implantation des 

bactéries bénéfiques via leur fixation à la paroi bactérienne (239). Dans la maladie de Crohn, 

ce signal de tolérance est déficient et le système immunitaire peut réagir contre la levure 

commensale Saccharomyces cerevisiae, provoquant une infiltration de plasmocytes à IgA 

dans la lamina propria de l’intestin (134). Cibler le signal BCR IgA avec un ASO IgA-PAM 

pourrait dans ce contexte atténuer la réactivité face à Saccharomyces cerevisiae, en diminuant 

la prolifération et la différenciation plasmocytaire des cellules B à IgA ou en agissant 

directement sur la survie des plasmocytes IgA. 

Afin d’évaluer cette stratégie, des cellules productrices d’IgA humaines sont traitées avec un 

ASO ciblant le PAM principal de l’IgA et comparées à des cellules traitées avec un ASO 

irrelevant (CTRL). Trois modèles in vitro ont été utilisés : la lignée de myélome humain AMO-

1 exprimant une IgA, une lignée d’hybridome de souris IgA#6 obtenue par fusion de cellules 

SP2/0 avec une cellule B issue du modèle murin HAMIGA™ où les gènes constants humain 

de l’IgA ont été intégrés au locus Igh avant les gènes constants murins, et des cellules B 
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humaines stimulées. L’expression d’IgA membranaire dans les deux lignées cellulaires a 

préalablement été vérifiée par cytométrie en flux. 

 

Figure 44. Le traitement ASO ciblant l’IgA-PAM diminue la production de l’IgA membranaire et 

secrétée des lignées cellulaires AMO-1 et IgA#6. 

A,B Les cellules de myélome AMO-1 ont été traitées 48 heures avec 3µM d’ASO ciblant le PAM d’IgA 

(ASO) ou d’ASO irrelevant (CTRL) (n=3). D,E La lignée d’hybridome IgA#6 est traitée 48 heures avec 

6µM d’ASO ciblant le PAM de l’IgA (ASO) ou d’ASO irrelevant (CTRL) (n=2). A,D L’expression relative 

en ARNm IgA membranaire et IgA secrétée est mesuré par qRT-PCR. B,E Le dosage de l’IgA totale 

dans les surnageant est mesuré par ELISA.  

Les résultats préliminaires sur les lignées cellulaires AMO-1 et IgA#6 ont révélé que l’ASO 

diminue significativement la synthèse d’ARNm pour l’IgA membranaire, comparé aux cellules 

traitées avec l’ASO contrôle (Figure 44 A,D). En revanche, la synthèse d’ARNm codant pour 

l’IgA secrétée n’est que très légèrement (Figure 44A) voire pas (Figure 44D) affectée par ce 

traitement. De ce fait le dosage d’IgA dans les surnageants de culture ne montre pas d’effet 

sur la sécrétion d’IgA (Figure 44 B,E). Pour compléter cette preuve de concept d’un ciblage 

des Ig membranaires par ASO, des expériences similaires seront réalisées prochainement sur 

des cellules B humaines stimulées. 
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 MATERIEL ET METHODES 

DESIGN DES OLIGONUCLEOTIDES ANTISENS 

Les séquences des sites de polyadénylation encodant les immunoglobulins sécrétées et 

membranaires ont été recueillies sur le site NCBI, dans le génome GRCh38.p12, 20 paire de 

base avant et après le PAS des Ig sécrétées et membranaires sur le locus IGH. L’alignement 

des séquences entre les immunoglobulines a été réalisé par l’outil MView bioinformatics. Les 

vivo-morpholino IgA-PAM ASO (5′- GGGCCACTTTATTGCACCTGGAAGG- 3′) et le irrelevant 

VivoStandard Control ASO (5′- CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3′) ont été designés et 

commandés à Gene Tools, LLC. Les solutions mère d’ASO ont été reconsituées dans de l’eau 

sterile sans nuclease à la concentration de 0,5mM. 

RT-qPCRs 

L’ARN total a été preparé à l’aide du protocole Tri-reagent TRIzol (Invitrogen). Les RT-PCR 

ont été réalisées sur de l’ARN traité avec 1µg de DNAse I (Invitrogen) en utilisant le « High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit » (Applied Biosystem) et des amorces Oligo(dT)12-

18 (Invitrogen). Les PCR en temps réel ont été réalisées sur les ADN complémentaires 

équivalent à 5-10ng d’ARN par réaction en utilisant le SYBR® Premix Ex Taq ™(Tli RNaseH 

Plus), ROX plus ou le Premix Ex Taq ™ (Probe qPCR), ROX plus (Takara) sur 

l’appareil StepOnePlus Real-Time PCR system (Applied Biosystems). Les transcrits ont étés 

quantifiés en utilisant la méthode 2−ΔΔCt après normalisation avec la GAPDH (sonde Taqman 

Hs02758991_g1 ThermoFisher Scientific). Pour la quantification des transcrits IgA 

membranaire, une PCR quantitative SYBR a été réalisée avec les amorces forward 5’-

CCTTCGCTGTGACCAGCATA et reverse 5’-GTCCAGCACCACATAGGGAG. Pour la 

quantification des transcrits IgA sécrétée, une PCR quantitative SYBR a été réalisée avec les 

amorces forward 5’- CCTTCGCTGTGACCAGCATA et reverse 5’- 

CTCCGCCATGACAACAGACA. 

ELISA 

Les surnageants de culture ont été analyses pour la presence d’IgA humaine par ELISA. Les 

ELISA ont été réalisés sur des plaques 96 puits et coatées durant la nuit à 4°C avec une 

solution d’anticorps polyclonal de lapin anti-IgA humaine (Dako) à 660ng/mL dans du PBS. La 

phase de saturation a été réalisée avec une solution de PBS 3% albumine de sérum bovin 

(BSA) à 37°C pendant 30 minutes. Puis après lavage, les surnageants purs et le sérum étalon 

ont étés déposés et dilués en série dans du PBS 1% BSA. La révélation a été réalisée avec 

une solution d’anticorps polyclonal de mouton anti-IgA couplée à l’alcaline phosphatase (AP) 

(Southern Biotechnologies) à 500ng/mL dans du PBS 0.05% Tween®20 (Sigma Aldrich) 

pendant 1 heure 30 minutes à 37°C. L’activité AP a été mise en évidence par une incubation 

avec son substrat (SIGMAFAST™ p-Nitrophenyl phosphate Tablets, Sigma-Aldrich) et la 

réaction bloquée par une solution de NaOH à 3M (Sigma Aldrich). L’absorbance de chaque 

puits a ensuite été mesurée à 405nm sur le spectrophotomètre Multiskan FC (Thermo 

Scientific). 

ANALYSES STATISTIQUES 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). Les 

différences statistiques entre les variables ont été évaluée par test de Student (t test) en 

utilisant le logiciel Prism GraphPad (San Diego, CA). 
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II.1.2. Discussion 

Nos résultats montrent que cibler les PAS et PAM des Ig est une stratégie envisageable dans 

le traitement de nombreuses maladies impliquant les Ig comme l’allergie IgE-dépendante, les 

maladies auto-immunes liées à l’immunité humorale ou encore les cancers de la lignée 

lymphoïde B.  

Nous avons démontré l’efficacité d’un ASO ciblant le PAS de l’IgE pour réduire la sécrétion 

d’IgE ce qui, en regard de l’efficacité de l’anticorps monoclonal anti-IgE omalizumab (121), est 

prouvé bénéfique dans le soin des allergies IgE-dépendantes. Cet effet pourrait même être 

potentialisé car l’ASO provoque également l’apoptose des cellules productrices d’IgE en 

forçant la réexpression d’IgE membranaire tout en diminuant la sécrétion d’IgE. Cette stratégie 

a également favorisé la transformation d’une lignée plasmocytaire vers un profil plus 

ressemblant aux cellules Bmem et a induit de manière surprenante une hausse de l’expression 

d’IL-10. L’IL-10 est une interleukine connue pour son rôle suppresseur de la réponse allergique  

car elle promeut la CSR vers IgG4 plutôt que vers IgE lors d’une réponse immunitaire Th2 

(240,241). Il est en effet admis que la plupart des cellules productrices d’IgE à courte durée 

de vie sont générées soit par un CSR direct à partir de cellules B à IgM, soit par un CSR 

séquentiel à partir de cellules B à IgG1 (242). Les cellules B à IgG4 pourraient elles aussi être 

générées par un CSR séquentiel, les gènes constants IGHG4 étant situés après les gènes 

constants IGHG1 bien que cela n’ait jamais été montré. L’IgG4 est un acteur de l’inhibition de 

la réponse allergique car il concurrence l’IgE pour la fixation à l’allergène d’une part et inhibe 

la dégranulation des effecteurs des mastocytes et des basophiles via le cross-linking du 

récepteur FcεRI avec son récepteur inhibiteur FcγIIb d’autre part (243). L’ASO pourrait donc 

promouvoir une tolérance à l’allergène en favorisant la CSR vers IgG4 mais aussi en 

rééquilibrant le ratio IgE/IgG4 en faveur d’une réponse tolérante par son effet direct sur la 

diminution d’IgE circulante. 

Utiliser une technologie ASO avec une administration locale pourrait être intéressante dans le 

traitement des allergies IgE-dépendantes. En effet, dans le cas de l’asthme, une administration 

sous forme d’aérosol pourrait être envisagée, de même que pour une application topique dans 

la dermatite atopique ou encore par un traitement oral dans le cas des allergies alimentaires 

par exemple. L’utilisation de voies locales d’administration n’en est qu’à ses balbutiements 

dans le domaine des oligonucléotides antisens (236,237) mais pourrait constituer une 

alternative de choix dans le traitement des allergies. Les nombreuses avancées dans les 

technologies de conjugaison d’ASO et d’administration cellulaires comme le conjugué 

GalNac3 (223) ou encore les origamis ADN (232) laissent à penser que cette prouesse pourrait 

être atteignable dans quelques années. Une administration locale permettrait alors d’optimiser 

l’efficacité des ASO tout en évitant la survenue d’effets secondaires liée à la prise de 

médicaments par voie générale ce qui est particulièrement attendu dans le traitement des 

allergies. 

Un autre intérêt de la technologie ASO pour le traitement de l’allergie est sa longévité d’action. 

L’eteplirsen, qui est un ASO de type morpholino comme celui que nous avons utilisé pour nos 

expériences, peut en effet n’être injecté qu’une seule fois toutes les semaines (244). D’autres 

types d’ASO comme le nusinersen qui est un ASO-PS 2’MOE conserve même son efficacité 

lorsqu’il est injecté seulement une fois tous les 4 mois (245).  Cette particularité est d’un grand 

intérêt car elle permet de réduire le nombre de prises médicamenteuses favorisant de ce fait 

l’observance du traitement et améliorant le confort des patients. Un traitement à longue durée 

d’action serait bénéfique pour la prise en charge de nombreuses allergies qui reposent 
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actuellement sur la prise fréquente de médicaments comme les bronchodilatateurs inhalés 

dans l’asthme ou encore les corticoïdes topiques dans les allergies de la peau. 

L’ASO ciblant le PAM d’IgA a quant à lui également rempli son rôle en diminuant 

significativement la production d’IgA membranaire bien que ces données restent encore à 

vérifier au niveau protéique.  

Cibler à façon le site PAM d’un isotype donné présente un intérêt thérapeutique majeur. En 

effet, dans les cancers comme la CLL, le FL ou encore le DLBCL, diminuer l’expression du 

BCR permettrait de diminuer la survie et/ou la profiération de cellules tumorales ou de 

potentialiser les effets de l’ibrutinib (un inhibiteur de la kinase BTK intervenant en aval du 

BCR), afin de diminuer la dose utilisée et de réduire les effets secondaires responsables de 

l’interruption du traitement chez de nombreux patients (146,147,246,247). De même cibler le 

site PAS d’un isotype d’Ig particulier permettrait de diminuer la sécrétion des Ig auto-réactives 

dans les maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux systémique (SLE), la RA 

ou encore la maladie cœliaque ou le pemphigus (124,127,129,131) afin  d’atténuer les 

symptômes de ces maladies. Réduire la sécrétion d’Ig pourrait également être efficace pour 

réduire les effets rénaux observés dans les amyloses de chaines d’Ig ou les atteintes rénales 

dues aux gammapathies monoclonales (153,154).   
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II.2. Modulation de la commutation de classe des immunoglobulines par ASO 

La commutation de classe des Ig (CSR) permet à la cellule B de modifier les fonctions 

effectrices des anticorps qu’elle produit en changeant son IgM pour une IgG, une IgA ou une 

IgE. Le rôle de la transcription des transcrits germinaux (GLT) dans la commutation de classe 

d’anticorps pour rendre la région Switch accessible à AID est bien décrit (248) mais celui de 

l’épissage de ces transcrits reste flou. En effet, de récentes études ont montré que le lasso 

généré par l’épissage des transcrits GLT, une fois débranché par DBR1 (83), jouerait un rôle 

dans la CSR en guidant AID vers les régions switch avec l’aide de DDX1 (84) et que des 

facteurs d’épissage tels que PTBP2 (87) ou CTNNBL1 (88) sont importants pour le 

recrutement d’AID. Ces données soulignent l’importance de l’épissage des transcrits GLT 

dans la CSR, cependant le rôle du site donneur d’épissage des exons I dans ce mécanisme 

n’a pas été décrit. 

Dans ce projet, nous avons utilisé des oligonucléotides antisens ciblant le site donneur 

d’épissage des exons I afin d’étudier le rôle de l’épissage des transcrits GLT dans la CSR. En 

effet, de précédents travaux réalisés dans notre équipe ont déjà utilisé les ASO vivo-

morpholino afin de moduler l’épissage des transcrits d’Ig avec succès (249) (Annexe 2). 

L’utilisation de ces ASO en ciblant le site donneur d’épissage des exons I permettrait d’altérer 

l’épissage des transcrit GLT sans altérer sa transcription ni modifier la séquence ADN 

endogène qui code pour ce transcrit (Figure 45).  

 

Figure 45. Inhibition de l’épissage des exons I à l’aide d’un ASO. 

L’épissage des exons I au sein des transcrits GLT peut être inhibé à l’aide d’un ASO ciblant le site 

donneur d’épissage d’un exon I. Ce faisant, la génération du transcrit GLT et du lasso résultants de 

l’épissage est diminuée. 

Nos travaux publiés le 8 mai 2020 dans le journal « Frontiers in Immunology », ont montré 

qu’altérer l’épissage des transcrits GLT à l’aide d’oligonucléotides antisens a permis de 

découpler le rôle de la transcription et de l’épissage dans la CSR. Nous avons mis en évidence 

que la reconnaissance du site donneur d’épissage des exons I est essentielle pour réaliser la 

pause de la Pol II mais aussi pour promouvoir l’ouverture de la chromatine dans les régions 

Switch grâce à au modèle murin à promoteur métallothionéine IIA humaine (hMT) et son 

homologue délété du site donneur d’épissage de l’exon Iγ1 (s-hMT) (250). De plus, altérer 

l’épissage des transcrits GLT donneurs et accepteurs à l’aide d’ASO a diminué 

significativement la CSR vers IgG1 et IgG3, même en la présence de transcrits GLT alternatifs. 

La reconnaissance du site donneur d’épissage constitutif de l’exon I semble donc être une 

étape essentielle pour réaliser la CSR. 
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II.2.1. Résultats 
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II.2.2. Discussion 

Nos travaux ont permis de découpler les étapes de transcription et d’épissage des transcrits 

germinaux (GLT) au cours de la CSR et ont révélé le double rôle joué par le site donneur 

d’épissage de l’exon I dans ce mécanisme. 

Nous avons ainsi montré que la reconnaissance du site donneur de l’exon Iγ1 permet 

l’accessibilité de la chromatine ainsi que la pause de la Pol II au niveau du promoteur, ce qui 

est indispensable pour le ciblage d’AID au niveau de la région switch γ1 dans le mécanisme 

de la CSR. En effet, l’absence du site donneur de l’exon Iγ1 dans le modèle de souris hMT 

réduit la transcription des GLT et le chargement de la Pol II au niveau du promoteur, ce qui 

suggère que la région autour de ce site donneur est indispensable pour l’initiation de la 

transcription. La reconnaissance du site donneur d’épissage par le spliceosome pourrait donc 

favoriser la formation d’une boucle avec le promoteur comme cela a été observé chez la levure 

(251) ou directement promouvoir l’assemblage du complexe d’initiation de la transcription 

(252). Cette observation va dans le même sens que les résultats avec un autre modèle où une 

large région incluant le site donneur d’épissage de l’exon Iγ2b est également délétée (253). Ces 

modèles, s’ils permettent l’analyse de l’effet de la présence des sites donneur d’épissage des 

exons I sur la transcription, ne permettent cependant pas d’étudier le rôle de l’épissage seul 

dans la CSR. En effet, la présence de séquences introniques peuvent augmenter la 

transcriptions de certains gènes (254) et de ce fait, des modèles de délétions génique ne sont 

pas indiqués pour étudier l’influence de l’épissage dans d’autres mécanismes même autres 

que la CSR. 

Notre technique de blocage du site donneur d’exon I à l’aide d’oligonucléotide nous a permis 

de nous affranchir de l’impact d’une modification génique sur la transcription afin d’étudier le 

rôle post-transcriptionnel des transcrits GLT. Cette technique a déjà été utilisée pour perturber 

l’épissage dans les cellules B dans quelques études (249,255,256) mais peu y recourent en 

immunologie à ce jour. Nos résultats ont montré que cibler les 5’SS des exons I GLT des 

régions switch donneuse (µ) et acceptrice (γ1) avec un ASO ont permis une baisse de 

l’utilisation du 5’SS constitutif tout en promouvant l’utilisation de 5’SS alternatif. L’utilisation de 

ces 5’SS alternatifs n’a cependant pas été efficace pour restaurer la CSR puisque le nombre 

de cellules switchées vers IgG1 a significativement baissé en présence de l’ASO Iµ-dss et Iγ1-

dss. Une précédente étude a montré que la délétion du 5’SS de l’exon Iµ n’avait pas d’impact 

sur la CSR et suggérait que la transcription de transcrits GLT alternatifs appelés « Iµ-like » 

pourraient jouer un rôle dans la restauration de la CSR (257). Cependant nos résultats 

montrent que ces GLT alternatifs, identiques à l’étude de Kuzin et collègues, ne seraient pas 

en mesure de restaurer la CSR, ce qui suggère le rôle d’autres mécanismes comme une 

adaptation cellulaire consécutive à une délétion génomique dans le modèle murin. De plus, 

nos résultats sont en accord avec l’étude de Ruminy et al qui a montré que la présence de 

mutation dans le 5’SS de l’exon Iµ était responsable d’une baisse de la CSR dans certains 

lymphomes (258) ainsi qu’avec une autre étude montrant que malgré une augmentation de 

l’épissage alternatif des transcrits GLT, la lignée CH12 était incapable de réaliser la CSR vers 

IgA lorsque l’expression de Spt4 était inhibée par siRNA (259). 

L’hybridation des 5’SS des exons I avec un ASO pourrait avoir empêché la fixation d’une 

protéine importante pour la CSR et encore inconnue à ce jour, comme une protéine de liaison 

à l’ARN. En effet de nombreuses protéines de liaisons à l’ARN ont un rôle dans le recrutement 

d’AID au niveau des régions switch (87,260–262). De même, une diminution de l’épissage des 

transcrits GLT pourrait provoquer une baisse de la quantité de lariats générés au cours de 
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cette étape et avoir un effet direct sur la CSR, par l’inhibition de la formation des R-loop comme 

cela a été montré dans l’étude de Ribeiro de Almeida et collègues (84).  De plus, même si le 

traitement ASO induit un faible taux d’épissage alternatif, ces « lariats GLT alternatifs » 

pourraient ne pas être reconnus par l’enzyme de débranchement DBR1, empêchant  ainsi la 

génération de G-quadruplexes favorisant la CSR (83). Ces lariats alternatifs pourraient 

également être de moins bons substrats de l’hélicase DDX1, empêchant le recrutement d’AID 

au niveau des régions switch (84). Ces explications seraient en concordance avec l’hypothèse 

que chaque GLT épissé servirait de guide pour diriger AID vers sa région switch 

correspondante (83). 

En conclusion, ces travaux ont permis de montrer que les ASO sont de bons outils pour étudier 

des mécanismes fondamentaux relatifs à l’épissage dans les cellules B et constituent une 

alternative de choix par rapport aux modèles de délétion génique, en permettant notamment 

de découpler les étapes interconnectées de transcription et d’épissage. De plus, ils sont 

rapidement et facilement utilisables in vitro bien que leur utilisation in vivo ait ses limites. La 

technologie ASO serait donc une méthode de choix pour les études relatives à l’épissage en 

complément de nouvelles techniques telles que la CRISPR-AIDguidée qui permet d’insérer 

des mutations ponctuelles dans l’ADN, notamment sur les séquences des sites donneurs 

d’épissage (263). 
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II.3. Inhibition de l’expression génique par saut d’exon 

Les oligonucléotides antisens modulant l’épissage (SSO) ont été largement utilisés pour 

rétablir l’expression des transcrits contenant un PTC en induisant un saut d’exon restaurant le 

cadre de lecture (197,198). A l’inverse, ils peuvent aussi être utilisés pour induire un décalage 

du cadre de lecture et l’apparition d’un PTC, entrainant la dégradation du transcrit ciblé par 

NMD. Ce mécanisme appelé FSD-NMD, décrit en 2011 par Zammarchi et collègues sur le 

gène STAT3, a permis de générer des transcrits STAT3 sans exon 6 en ciblant les sites 

donneurs et accepteurs d’épissage de cet exon par un SSO. Le saut de l’exon 6 sur le transcrit 

STAT3 induit un décalage du cadre de lecture et l’apparition d’un PTC dans l’exon 7, faisant 

de ce transcrit un bon substrat du NMD (208).  

 

Figure 46. Principe d’une inhibition de l’expression génique à l’aide d’un SSO. 

Cibler le site accepteur ou donneur d’épissage d’un exon possédant un nombre de nucléotides non 

multiple de trois à l’aide d’un SSO permet d’induire un épissage alternatif (le plus souvent un saut 

d’exon) donnant naissance à un décalage du cadre de lecture et à un codon stop prématuré (PTC). Le 

transcrit peut présenter un cadre de lecture très court n’autorisant pas le NMD mais entrainant la 

traduction d’un peptide trop petit pour être fonctionnel (A), ou être efficacement dégradé par NMD (B). 

Durant ces travaux, j’ai pu mettre au point une technique d’inhibition de l’expression génique 

induite par un saut d’exon à l’aide d’un SSO et développer un outil bio-informatique pour l’aide 

au design d’un tel SSO. L’inhibition de l’expression génique est réalisée par le saut d’un exon 

au nombre de nucléotides non multiple de 3, un décalage du cadre de lecture et l’apparition 

d’un PTC dans le transcrit ciblé. Ces transcrits possédant des PTC peuvent être soit traduits 

en protéines trop petites pour être fonctionnelles soit dégradés par NMD, résultant dans les 

deux cas à une inhibition de l’expression génique (Figure 46). L’efficacité de cette stratégie a 

été testée dans des cellules B et des plasmocytes. 
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Durant ces travaux, j’ai pu mettre au point une technique d’inhibition de l’expression génique 

induite par un saut d’exon à l’aide d’un SSO et développer un outil bio-informatique pour l’aide 

au design d’un tel SSO L’inhibition de l’expression génique est réalisée par le saut d’un exon 

au nombre de nucléotides non multiple de 3, un décalage du cadre de lecture et l’apparition 

d’un PTC dans le transcrit ciblé. Ces transcrits possédant des PTC peuvent être soit traduits 

en protéines trop petites pour être fonctionnelles soit dégradés par NMD, résultant dans les 

deux cas à une inhibition de l’expression génique (Figure 46). Cette méthode possède 

l’avantage d’éviter l’étape de transfection en utilisant des oligonucléotides de type morpholino 

complexés à un ligand de pénétration cellulaire dendrimère d’octaguanidine appelés vivo-

morpholino. En effet, jusqu’ici l’inhibition génique transitoire d’un gène dans des cellules B 

primaires et des plasmocytes est majoritairement réalisé à l’aide de la technologie RNAi mais 

cette dernière possède une faible pénétrance et provoque une forte mortalité cellulaire 

comparativement à des cellules B immortalisées (264). Récemment, la technologie CRISPR-

Cas9 a été utilisée avec succès pour réaliser une inhibition de l’expression génique dans des 

cultures in vitro de cellules B primaires et dans un modèle de différenciation plasmocytaire 

(265,266) mais des outils pour réaliser une inhibition génique transitoire sans modifier d’ADN 

des cellules cibles est toujours souhaitable pour certaines études. L’efficacité de cette stratégie 

a été testée dans des cellules B et des plasmocytes avec des SSO dirigés contre les gènes 

REL (c-Rel) et RELA. 

Ces travaux ont étés publiés sur le serveur pré-print BioRxiv et ont fait l’objet d’une demande 

de brevet (Annexe 3). 
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II.3.2. Discussion 

Nos travaux ont montré que l’inhibition de l’expression génique à l’aide de SSO est possible 

dans les cellules B et les plasmocytes et pourrait être une alternative de choix par rapport à 

d’autres méthodes antisens telles que les ARN interférents (siRNA et shRNA). En effet, inhiber 

l’expression d’un gène à l’aide d’ARN interférents présente un risque d’effets dits « off target » 

par l’inhibition de l’expression d’autres gènes que celui ciblé. Les ARN interférents reposent 

sur l’hybridation à une séquence cible sur l’ARN, or cette séquence peut posséder une faible 

homologie avec d’autres séquences suffisante pour l’hybridation des ARN interférents, le 

recrutement du complexe RISC et la dégradation des transcrits. Il a été montré que seulement 

7 à 11 nucléotides homologues entre un siRNA et un transcrit peuvent induire une dégradation 

par RNAi et être originaire d’effets « off target », cette hybridation étant le plus souvent dans 

les régions 5’-UTR des transcrits (267,268). Ce problème reste majeur pour la mise au point 

de thérapies à base de RNAi malgré les nombreuses avancées dans le domaine pour réduire 

les effets « off target » à l’aide de modifications chimiques et d’optimisation de la structure des 

RNAi (269). La technologie SSO au contraire, ne recrute pas directement une machinerie de 

dégradation de l’ARN et évite de ce fait une grande partie des effets « off target », même si 

elle n’en est pas complètement dépourvue de part un risque de modulation de l’épissage 

d’autres gènes (270). En effet, les SSO sont également capables de se fixer partiellement sur 

des séquences non ciblées mais ne vont pas induire directement la dégradation du transcrit, 

évitant ainsi une inhibition de l’expression d’autres gènes même si la perturbation de l’épissage 

ou de la fixation de protéines de liaison à l’ARN peut survenir pour d’autres gènes que celui 

ciblé. 

De plus, l’efficacité des technologies RNAi et par ASO RNAse H-dépendant reposent en 

grande partie sur la disponibilité du complexe RISC/Ago2 et de la RNAse H respectivement. 

Or la disponibilité de ces protéines peut être extrêmement variable d’un type cellulaire à l’autre 

et la possibilité d’une saturation des mécanismes de dégradation peut limiter l’efficacité de ces 

technologies (271,272). Un autre effet adverse de la saturation de ces mécanismes est qu’il 

peut gêner la prise en charge des miRNA et lncRNA naturels par le complexe RISC/Ago2, ce 

qui augmente l’expression de leur gènes cibles (273). Dans le cas de la RNAse H1, son action 

sur la résolution des R-loop (186) pourrait aussi être perturbée ainsi que la dégradation des 

lncRNA (274). 

Récemment, la découverte de la technique de modification ADN CRISPR-Cas9 a rapidement 

fait parlé d’elle et a généré un véritable engouement dans le monde scientifique et médical 

(275). Cette technique permet en effet de modifier l’ADN à façon, en supprimant ou insérant 

une séquence ADN ou en réalisant des mutations ponctuelles selon le type de protéines Cas 

utilisées, offrant l’opportunité de soigner des maladies génétiques jusque-là sans solution 

thérapeutique (276). Aujourd’hui, la méthode CRISPR a aussi été adaptée pour dégrader ou 

éditer l’ARN avec un orthologue de la Cas9 ou une Cas13 optimisée pour se lier à l’ARN et 

même pour moduler l’épissage à l’aide de Cas9 ou 13 catalytiquement inactives (276,277). 

Cependant la méthode CRISPR a éveillé des inquiétudes sur sa spécificité puisque de 

nombreux effets « off target » sur l’ARN et l’ADN ont été mis en évidence (278,279), suscitant 

des doutes quant à son application en thérapeutique. De plus, si cette technique peut être 

facilement appliquée in vitro ou ex vivo pour de la thérapie génique par exemple, elle reste 

pour le moment difficile à mettre en place in vivo par des soucis d’administration cellulaire. En 

effet, pour que cette technique fonctionne il faut apporter deux éléments dans la cellule : l’ARN 

guide associé à une CRISPR et la protéine Cas qui ne sont pas synthétisées naturellement 

par les cellules eucaryotes ; et peu de méthodes sont à ce jour efficaces pour délivrer une 
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CRISPR-Cas in vivo (280). Les SSO qui sont constitués d’une seule et même molécule d’ADN 

modifiée sont donc de meilleurs candidats pour le développement de thérapies in vivo de par 

leur plus grande facilité d’administration et le bénéfice de plusieurs dizaines d’années de 

recherches sur les différents moyens d’administration cellulaire et tissulaire (217,218). 

La technologie d’inhibition de l’expression génique par SSO représente donc une bonne piste 

pour la mise au point de thérapie in vivo comparées aux autres techniques comme les ASO 

RNAse H-dépendant, les ARN interférents ou encore CRISPR-Cas. Cependant elle aussi 

possède ses limites pour de potentielles applications thérapeutiques car les technologies 

d’administration spécifiques ne sont à ce jour que peu nombreuses. De plus, une autre limite 

inhérente à la technique par FSD-NMD est que cette approche exclut les gènes ne possédant 

aucun exon non multiple de trois ou un nombre d’exons trop faible, bien que d’autres 

modulations de l’épissage pourraient être utilisées pour outrepasser cette barrière, comme 

l’induction d’un 3’SS ou d’un 5’SS alternatif induisant un décalage du cadre de lecture. Nous 

avons néanmoins montré que cette technique est applicable dans les cellules B et les 

plasmocytes et peut être utilisée afin d’inhiber l’expression génique de manière efficace dans 

ce type cellulaire. Les SSO vivo-morpholino sont facilement utilisables dans des modèles ex 

vivo et in vitro et ne nécessitent pas de transfection, ce qui est intéressant pour éviter la 

mortalité lors de cette dernière.  
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Conclusion et perspectives 

Mes travaux de thèse ont permis d’explorer trois utilisations différentes des oligonucléotides 

antisens (ASO). Premièrement, la modulation de la polyadénylation des transcrits 

d’immunoglobulines peut être réalisé à l’aide d’ASO afin de diminuer l’expression d’Ig sécrétée 

et favoriser l’expression d’Ig membranaire ou de diminuer l’expression d’Ig membranaire 

(BCR). Cette première piste, objet de la publication d’un brevet, s’avère prometteuse dans 

l’allergie où j’ai pu démontrer l’efficacité d’un ASO ciblant le site de polyadénylation encodant 

la forme sécrétée (PAS) de l’IgE pour diminuer significativement la sécrétion d’IgE tout en 

promouvant l’apoptose des cellules productrices d’IgE grâce à la réexpression du BCR. Un 

ASO ciblant le site de polyadénylation encodant la forme membranaire d’Ig (PAM) est 

également efficace pour réduire l’expression des Ig membranaire comme des résultats 

préliminaires avec un ASO spécifique du PAM de l’IgA humaine ont pu le montrer. Un 

deuxième projet a révélé l’importance de l’utilisation du site donneur constitutif des exons I 

dans l’épissage des transcrits germinaux d’Ig (GLT) pour réaliser la commutation de classe 

des immunoglobulines (CSR) grâce à l’utilisation d’un ASO masquant le site donneur 

d’épissage d’un exon I. Cette méthode a permis le découplage de la transcription et de 

l’épissage des transcrits GLT afin de dévoiler le rôle de ces derniers dans le mécanisme de 

CSR. Et enfin, mes travaux ont aussi permis de mettre au point une technique d’inhibition de 

l’expression génique à l’aide d’un ASO modulant l’épissage (SSO). Un SSO peut masquer un 

site donneur ou accepteur d’épissage d’un exon non multiple de 3 au sein d’un pré-ARNm afin 

d’induire un saut d’exon lors de l’épissage. Le transcrit résultant possèdera un décalage du 

cadre de lecture et un codon stop prématuré (PTC), le rendant sensible à la dégradation par 

« nonsense-mediated mRNA decay » (NMD) ou étant traduit en une protéine incomplète, 

incapable d’assurer ses fonctions. 

Le premier projet portant sur IgE a révélé le potentiel thérapeutique de notre ASO ciblant le 

PAS des IgE cependant bien que cette stratégie se soit avérée très efficace in vitro pour 

diminuer les IgE sécrétées et pour provoquer l’apoptose des cellules réexprimant le BCR IgE, 

il faudrait vérifier son efficacité in vivo. Le ligand « vivo » dendrimère d’octaguanidine que nous 

avons utilisé jusqu’alors est connu pour être toxique chez l’homme, ce qui nécessiterait de 

réaliser des expériences in vivo avec un ASO morpholino couplé à autre vecteur, véhicule ou 

ligand. Parmi toutes les stratégies possibles, un origami ADN portant un ligand ADN ou ARN 

aussi appelé « aptamer », spécifique d’un marqueur des cellules B ou des plasmocytes tels 

que le CD20 ou le CD38 respectivement, permettrait un ciblage spécifique des cellules 

d’intérêt. Des aptamers pour le marqueur CD20 (281) et CD38 (282) ont déjà été développés 

et pourraient être intégrés à des technologies origami ADN telles que celle décrite par Pan et 

al (283) permettant la délivrance de deux ASO et de doxorubicine grâce à un aptamer 

spécifique de MUC1, une protéine surexprimée à la surface des cellules cancéreuses. On 

pourrait également imaginer coupler cet ASO spécifique d’IgE à un anticorps monoclonal 

comme le rituximab (anti-CD20) ou le daratumumab (anti-CD38) pour une administration 

systémique et ciblée, cette stratégie s’étant déjà avérée efficace pour un ASO anti MXD3 

couplé à un anticorps monoclonal anti-CD22 (225).  

D’autre part, des gènes dont la polyadénylation est altérée dans la CLL, dont ceux présentant 

une utilisation préférentielle du PAS intronique, pourraient bénéficier d’une thérapie ASO. En 

effet, les gènes suppresseurs de tumeur DICER et FOXN3 voient leur fonction altérée tandis 

que les gènes CARD11, MGA et CHTS11 acquièrent une fonction oncogénique lors la 
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polyadénylation intronique dans la CLL (284). Ce type d’anomalie touche probablement 

d’autres syndromes lymphoprolifératifs que la CLL. 

Nos travaux à l’aide d’ASO ciblant l’épissage des transcrits GLT ont permis de montrer que 

l’épissage était bien important dans la CSR, indépendamment de la transcription. Cependant 

nos travaux n’ont pas permis d’explorer finement les mécanismes moléculaires impliqués dans 

l’inhibition de la CSR consécutive à un traitement ASO. Ainsi, l’inhibition de l’épissage 

provoqué par les ASO ciblant le site donneur d’épissage des exons I a pu affecter la CSR en 

diminuant la quantité de lasso de switch généré, ce qui mécaniquement a généré moins de 

structure en G4 après débranchement par DBR1 et donc moins de recrutement d’AID. Il serait 

également intéressant d’étudier si l’inhibition de l’épissage des transcrits GLT en provoquant 

l’accumulation de transcrits non épissés pourraient avoir eu un effet inhibiteur de type lncRNA. 

Cette hypothèse pourrait être explorée en induisant l’expression ectopique de transcrits GLT 

non épissés pour vérifier leur effet sur la CSR en absence de traitement ASO. Pour cela, des 

transfections pourraient être réalisées dans la lignée murine CH12 capable de réaliser la CSR 

vers IgA (285). Enfin, il est également envisageable que l’appariement de l’ASO au niveau du 

site d’épissage des GLT ait empêché la fixation d’une protéine recrutant directement AID. 

Notre méthode de design d’ASO pour inhiber l’expression génique s’est avérée efficace pour 

les gènes REL et RELA. Nos résultats ont montré que l’inhibition de c-Rel serait intéressante 

à étudier dans le cadre du DLBCL et des expériences complémentaires sur des cellules de 

patients pourraient être réalisées. Pour la même raison, l’inhibition de RELA pourrait avoir un 

intérêt thérapeutique dans le DLBCL, comme l’a montré l’étude de Zheng et collègues (286). 

Notre modèle d’inhibition de RELA n’ayant pas induit d’augmentation de l’apoptose à lui seul, 

il permet peut-être d’augmenter la sensibilité à certains médicaments actuellement utilisés 

dans la prise en charge du DLBCL comme la doxorubicine qui fait partie de la thérapie R-

CHOP (pour rituximab-cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone) par 

exemple (287). De même, il serait intéressant de mettre en évidence l’efficacité du NMD sur 

le transcrit RELA sans exon 5 qui n’a pas pu être mise en évidence par RT-PCR. Les ASOs 

actuellement designés à l’aide du pipeline (pour le laboratoire CRIBL ou en collaboration avec 

d’autres équipes de recherche) se sont révélés efficaces pour réaliser une inhibition de 

l’expression génique dans 5 cas sur 7. Les deux ASO non concluants ont provoqué dans un 

cas un épissage alternatif de type intron rétention qui a rétabli le cadre de lecture, et dans 

l’autre cas l’apparition d’une isoforme protéique dont nous n’avons pas réussi à identifier 

l’origine. Afin d’augmenter les chances d’obtention de saut d’exon par ASO, le ciblage des 

sites ESE et ISE pourrait être utilisé à la place des sites d’épissage. En effet cibler les sites 

d’épissage résulte en un plus grand risque d’utilisation de sites cryptiques en 3’ ou en 5’ et 

masquer les séquences activatrices d’épissage pourrait améliorer les chances de succès dans 

l’induction d’un saut d’exon complet. l serait aussi intéressant de compléter les résultats 

obtenus avec REL en vérifiant si cette technique d'inhibition est efficace sur d'autres gènes 

très fortement exprimés. 

De manière générale, une analyse transcriptomique des effets de nos ASO sur cellules 

uniques ("single cell RNA-seq") permettrait également nous éclairer sur leur fonctionnement, 

par exemple en vérifiant si cet effet est hétérogène ou non entre les cellules ou encore si nos 

ASO de chimie vivo-morpholino ont une plus grande efficacité sur certains sous types de 

cellules B plutôt que d’autres. L’effet de l’ASO en fonction du cycle cellulaire pourrait 

également être étudié. Le cycle cellulaire pourrait en effet diluer les ASO délivrés aux cellules 

en division au cours du temps, ce qui rendrait le traitement moins efficace. 
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Ces résultats ont révélé l’intérêt de la modulation de l’épissage et de la polyadénylation par 

ASO pour un traitement des syndromes lymphoprolifératifs et des maladies liées à la lignée 

lymphoïde B. En effet, les ASO sont de bons outils pour diminuer la production d’une forme 

d’Ig donnée, soit sécrétée ou membranaire au niveau post-transcriptionnel et pourraient venir 

complémenter les nouvelles thérapies à cible protéiques comme les anticorps monoclonaux, 

qui ne peuvent à ce jour pas agir sur les protéines intracellulaires et possèdent un champ 

d’application limité. Les SSO peuvent également être utilisés pour induire une inhibition de 

l’expression génique sans utiliser de machinerie de dégradation de l’ARN telles que la RNAse 

H1 ou RISC/Ago2, limitant ainsi le risque d’effets « off target » par rapport à d’autres 

technologies de dégradation de l’ARN comme les ASO « gapmers » dépendants de la RNAse 

H1 et les siRNA. De plus, ils constituent une alternative de choix par rapport à d’autres 

techniques de modification ADN telles que CRISPR-Cas, qui peuvent soulever des problèmes 

éthiques aussi bien que de sureté et sont plus envisageables pour une application clinique.  

Bien que les approches ASO soient prometteuses pour le développement de nouvelles 

thérapies elles possèdent cependant leurs limites, le plus grand défi actuel étant leur 

délivrance in vivo aussi bien au niveau cellulaire que tissulaire. La recherche en biochimie a 

permis de nouvelles avancées dans le domaine des conjugués et des vecteurs d’ASO et 

pourrait à terme favoriser l’émergence de nouveaux médicaments à base d’ASO dont la 

délivrance locale ou tissu spécifique permettra d’éviter de nombreux effets secondaires et 

d’atteindre des types cellulaires jusque-là non exploités. Au-delà des technologies ASO, ces 

avancées pourraient bénéficier aux autres stratégies de modulation génique comme les ARN 

interférents et CRISPR-Cas. Même si ces améliorations de biodistribution donnent de 

nombreux espoirs dans le traitement de maladies sans option thérapeutique à ce jour, ces 

prouesses technologiques ne doivent cependant pas faire oublier les limites bioéthiques. 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  172 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Références bibliographiques 

1.  Sentenac A. Eukaryotic RNA polymerases. CRC Crit Rev Biochem. 1985;18(1):31–90.  

2.  Stillman B. Histone Modifications: Insights into Their Influence on Gene Expression. 
Cell. 2018 Sep 20;175(1):6–9.  

3.  Lawrence M, Daujat S, Schneider R. Lateral Thinking: How Histone Modifications 
Regulate Gene Expression. Trends Genet. 2016 Jan 1;32(1):42–56.  

4.  Koyama M, Kurumizaka H. Structural diversity of the nucleosome. J Biochem (Tokyo). 
2018 Feb 1;163(2):85–95.  

5.  Barski A, Cuddapah S, Cui K, Roh T-Y, Schones DE, Wang Z, et al. High-resolution 
profiling of histone methylations in the human genome. Cell. 2007 May 18;129(4):823–
37.  

6.  Müller F, Tora L. Chromatin and DNA sequences in defining promoters for transcription 
initiation. Biochim Biophys Acta BBA - Gene Regul Mech. 2014 Mar 1;1839(3):118–28.  

7.  Deaton AM, Bird A. CpG islands and the regulation of transcription. Genes Dev. 2011 
May 15;25(10):1010–22.  

8.  Sainsbury S, Bernecky C, Cramer P. Structural basis of transcription initiation by RNA 
polymerase II. Nat Rev Mol Cell Biol. 2015 Feb 18;16(3):nrm3952.  

9.  Harlen KM, Churchman LS. The code and beyond: transcription regulation by the RNA 
polymerase II carboxy-terminal domain. Nat Rev Mol Cell Biol. 2017 Apr;18(4):263–73.  

10.  Ehara H, Yokoyama T, Shigematsu H, Yokoyama S, Shirouzu M, Sekine S. Structure 
of the complete elongation complex of RNA polymerase II with basal factors. Science. 
2017 Sep 1;357(6354):921–4.  

11.  Core L, Adelman K. Promoter-proximal pausing of RNA polymerase II: a nexus of gene 
regulation. Genes Dev. 2019 Jan 8;33(15–16):960–82.  

12.  Cramer P. Organization and regulation of gene transcription. Nature. 2019 
Sep;573(7772):45–54.  

13.  Saintamand A, Ghazzaui N, Issaoui H, Denizot Y. 3’RR - Docteur Jekyll et Mister Hyde 
de la lymphopoïèse/lymphomagenèse B. médecine/sciences. 2017 Nov 1;33(11):963–
70.  

14.  Soutourina J. Transcription regulation by the Mediator complex. Nat Rev Mol Cell Biol. 
2018 Apr;19(4):262–74.  

15.  Parua PK, Booth GT, Sansó M, Benjamin B, Tanny JC, Lis JT, et al. A Cdk9–PP1 switch 
regulates the elongation–termination transition of RNA polymerase II. Nature. 2018 
Jun;558(7710):460–4.  

16.  Proudfoot NJ. Transcriptional termination in mammals: Stopping the RNA polymerase II 
juggernaut. Science [Internet]. 2016 Jun 10 [cited 2020 Mar 25];352(6291). Available 
from: https://science.sciencemag.org/content/352/6291/aad9926 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  173 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

17.  Anastasiadou E, Jacob LS, Slack FJ. Non-coding RNA networks in cancer. Nat Rev 
Cancer. 2018 Jan;18(1):5–18.  

18.  Saldi T, Cortazar MA, Sheridan RM, Bentley DL. Coupling of RNA Polymerase II 
Transcription Elongation with Pre-mRNA Splicing. J Mol Biol. 2016 Jun 
19;428(12):2623–35.  

19.  Lee Y, Rio DC. Mechanisms and Regulation of Alternative Pre-mRNA Splicing. Annu 
Rev Biochem. 2015;84:291–323.  

20.  Zhang L, Vielle A, Espinosa S, Zhao R. RNAs in the spliceosome: Insight from cryoEM 
structures. WIREs RNA. 2019;10(3):e1523.  

21.  Schneider M, Will CL, Anokhina M, Tazi J, Urlaub H, Lührmann R. Exon Definition 
Complexes Contain the Tri-snRNP and Can Be Directly Converted into B-like 
Precatalytic Splicing Complexes. Mol Cell. 2010 Apr 23;38(2):223–35.  

22.  Li X, Liu S, Zhang L, Issaian A, Hill RC, Espinosa S, et al. A unified mechanism for intron 
and exon definition and back-splicing. Nature. 2019 Sep;573(7774):375–80.  

23.  Mokry M, Feitsma H, Nijman IJ, de Bruijn E, van der Zaag PJ, Guryev V, et al. Accurate 
SNP and mutation detection by targeted custom microarray-based genomic enrichment 
of short-fragment sequencing libraries. Nucleic Acids Res. 2010 Jun 1;38(10):e116–
e116.  

24.  Jeck WR, Sorrentino JA, Wang K, Slevin MK, Burd CE, Liu J, et al. Circular RNAs are 
abundant, conserved, and associated with ALU repeats. RNA. 2013 Feb;19(2):141–57.  

25.  Li X, Yang L, Chen L-L. The Biogenesis, Functions, and Challenges of Circular RNAs. 
Mol Cell. 2018 Aug 2;71(3):428–42.  

26.  Salzman J. Circular RNA Expression: Its Potential Regulation and Function. Trends 
Genet. 2016 May 1;32(5):309–16.  

27.  Baralle FE, Giudice J. Alternative splicing as a regulator of development and tissue 
identity. Nat Rev Mol Cell Biol. 2017 Jul;18(7):437–51.  

28.  International Human Genome Sequencing Consortium. Finishing the euchromatic 
sequence of the human genome. Nature. 2004 Oct;431(7011):931–45.  

29.  Djebali S, Davis CA, Merkel A, Dobin A, Lassmann T, Mortazavi A, et al. Landscape of 
transcription in human cells. Nature. 2012 Sep;489(7414):101–8.  

30.  Pan Q, Shai O, Lee LJ, Frey BJ, Blencowe BJ. Deep surveying of alternative splicing 
complexity in the human transcriptome by high-throughput sequencing. Nat Genet. 2008 
Dec;40(12):1413–5.  

31.  Park E, Pan Z, Zhang Z, Lin L, Xing Y. The Expanding Landscape of Alternative Splicing 
Variation in Human Populations. Am J Hum Genet. 2018 Jan 4;102(1):11–26.  

32.  Montes M, Sanford BL, Comiskey DF, Chandler DS. RNA Splicing and Disease: Animal 
Models to Therapies. Trends Genet. 2019 Jan 1;35(1):68–87.  

33.  Robert C, Watson M. The incredible complexity of RNA splicing. Genome Biol. 2016 
Dec 30;17(1):265.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  174 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

34.  Hoyos LE, Abdel-Wahab O. Cancer-Specific Splicing Changes and the Potential for 
Splicing-Derived Neoantigens. Cancer Cell. 2018 Aug 13;34(2):181–3.  

35.  Urbanski LM, Leclair N, Anczuków O. Alternative-splicing defects in cancer: Splicing 
regulators and their downstream targets, guiding the way to novel cancer therapeutics. 
WIREs RNA. 2018;9(4):e1476.  

36.  Tian B, Manley JL. Alternative cleavage and polyadenylation: the long and short of it. 
Trends Biochem Sci. 2013 Jun;38(6):312–20.  

37.  Elkon R, Ugalde AP, Agami R. Alternative cleavage and polyadenylation: extent, 
regulation and function. Nat Rev Genet. 2013 Jul;14(7):496–506.  

38.  Laffleur B, Debeaupuis O, Dalloul Z, Cogné M. B Cell Intrinsic Mechanisms Constraining 
IgE Memory. Front Immunol [Internet]. 2017 Nov 13 [cited 2017 Dec 5];8. Available from: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5694035/ 

39.  Laffleur B, Duchez S, Tarte K, Denis-Lagache N, Péron S, Carrion C, et al. Self-
Restrained B Cells Arise following Membrane IgE Expression. Cell Rep. 2015 Feb 
17;10(6):900–9.  

40.  Nicholson AL, Pasquinelli AE. Tales of Detailed Poly(A) Tails. Trends Cell Biol. 2019 
Mar 1;29(3):191–200.  

41.  Tian B, Manley JL. Alternative polyadenylation of mRNA precursors. Nat Rev Mol Cell 
Biol. 2017 Jan;18(1):18–30.  

42.  Gruber AJ, Zavolan M. Alternative cleavage and polyadenylation in health and disease. 
Nat Rev Genet. 2019 Oct;20(10):599–614.  

43.  Takagaki Y, Seipelt RL, Peterson ML, Manley JL. The Polyadenylation Factor CstF-64 
Regulates Alternative Processing of IgM Heavy Chain Pre-mRNA during B Cell 
Differentiation. Cell. 1996 Nov 29;87(5):941–52.  

44.  Singh I, Lee S-H, Sperling AS, Samur MK, Tai Y-T, Fulciniti M, et al. Widespread intronic 
polyadenylation diversifies immune cell transcriptomes. Nat Commun. 2018 Apr 
30;9(1):1–16.  

45.  Wickramasinghe VO, Laskey RA. Control of mammalian gene expression by selective 
mRNA export. Nat Rev Mol Cell Biol. 2015 Jul;16(7):431–42.  

46.  Merrick WC, Pavitt GD. Protein Synthesis Initiation in Eukaryotic Cells. Cold Spring Harb 
Perspect Biol. 2018 03;10(12).  

47.  Hellen CUT. Translation Termination and Ribosome Recycling in Eukaryotes. Cold 
Spring Harb Perspect Biol. 2018 01;10(10).  

48.  Dever TE, Green R. The Elongation, Termination, and Recycling Phases of Translation 
in Eukaryotes. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2012 Jan 7;4(7):a013706.  

49.  Reid DW, Nicchitta CV. Diversity and selectivity in mRNA translation on the endoplasmic 
reticulum. Nat Rev Mol Cell Biol. 2015 Mar 4;16(4):nrm3958.  

50.  Peck SA, Hughes KD, Victorino JF, Mosley AL. Writing a wrong: Coupled RNA 
polymerase II transcription and RNA quality control. WIREs RNA. 2019;10(4):e1529.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  175 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

51.  Puno MR, Weick E-M, Das M, Lima CD. SnapShot: The RNA Exosome. Cell. 2019 Sep 
19;179(1):282-282.e1.  

52.  Durand S, Lykke-Andersen J. SnapShot: Nonsense-Mediated mRNA Decay. Cell. 2011 
Apr 15;145(2):324-324.e2.  

53.  Hug N, Longman D, Cáceres JF. Mechanism and regulation of the nonsense-mediated 
decay pathway. Nucleic Acids Res. 2016 Feb 29;44(4):1483–95.  

54.  Simms CL, Thomas EN, Zaher HS. Ribosome-based quality control of mRNA and 
nascent peptides. WIREs RNA. 2017;8(1):e1366.  

55.  Harigaya Y, Parker R. No-go decay: a quality control mechanism for RNA in translation. 
WIREs RNA. 2010;1(1):132–41.  

56.  Karamyshev AL, Karamysheva ZN. Lost in Translation: Ribosome-Associated mRNA 
and Protein Quality Controls. Front Genet [Internet]. 2018 [cited 2020 Apr 1];9. Available 
from: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fgene.2018.00431/full 

57.  Sanchez P, Rueff-juy D, Boudinot P, Hachemi-rachedi S, Cazenave P-A. The λ B Cell 
Repertoire of K-Deficient Mice. Int Rev Immunol. 1996 Jan 1;13(4):357–68.  

58.  IMGT Repertoire - Locus representation: House mouse (Mus musculus) IGH [Internet]. 
[cited 2020 Apr 9]. Available from: 
http://www.imgt.org/IMGTrepertoire/index.php?section=LocusGenes&repertoire=locus
&species=mouse&group=IGH 

59.  IMGT Repertoire - Locus representation: House mouse (Mus musculus) IGK [Internet]. 
[cited 2020 Apr 9]. Available from: 
http://www.imgt.org/IMGTrepertoire/index.php?section=LocusGenes&repertoire=locus
&species=mouse&group=IGK 

60.  IMGT Repertoire - Locus representation: House mouse (Mus musculus) IGL [Internet]. 
[cited 2020 Apr 9]. Available from: 
http://www.imgt.org/IMGTrepertoire/index.php?section=LocusGenes&repertoire=locus
&species=mouse&group=IGL 

61.  IMGT Repertoire - Locus representation: Human (Homo sapiens) IGH [Internet]. [cited 
2020 Apr 7]. Available from: 
http://www.imgt.org/IMGTrepertoire/index.php?section=LocusGenes&repertoire=locus
&species=human&group=IGH 

62.  IMGT Repertoire - Locus representation: Human (Homo sapiens) IGK [Internet]. [cited 
2020 Apr 9]. Available from: 
http://www.imgt.org/IMGTrepertoire/index.php?section=LocusGenes&repertoire=locus
&species=human&group=IGK 

63.  IMGT Repertoire - Locus representation: Human (Homo sapiens) IGL [Internet]. [cited 
2020 Apr 9]. Available from: 
http://www.imgt.org/IMGTrepertoire/index.php?section=LocusGenes&repertoire=locus
&species=human&group=IGL 

64.  Roy AL, Sen R, Roeder RG. Enhancer–promoter communication and transcriptional 
regulation of Igh. Trends Immunol. 2011 Nov 1;32(11):532–9.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  176 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

65.  Hewitt SL, Farmer D, Marszalek K, Cadera E, Liang H-E, Xu Y, et al. Association 
between the Igk and Igh immunoglobulin loci mediated by the 3′ Igk enhancer induces 
“decontraction” of the Igh locus in pre–B cells. Nat Immunol. 2008 Apr;9(4):396–404.  

66.  Haque SFY, Bevington SL, Boyes J. The Eλ3–1 enhancer is essential for V(D)J 
recombination of the murine immunoglobulin lambda light chain locus. Biochem Biophys 
Res Commun. 2013 Nov 15;441(2):482–7.  

67.  Pinaud E, Marquet M, Fiancette R, Péron S, Vincent-Fabert C, Denizot Y, et al. Chapter 
2 - The IgH Locus 3′ Regulatory Region: Pulling the Strings from Behind. In: Alt FW, 
Austen KF, Honj T, Melchers F, Uhr JW, Unanue ER, editors. Advances in Immunology 
[Internet]. Academic Press; 2011 [cited 2020 Apr 9]. p. 27–70. Available from: 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123876638000028 

68.  Dunn‐Walters D, Townsend C, Sinclair E, Stewart A. Immunoglobulin gene analysis as 
a tool for investigating human immune responses. Immunol Rev. 2018;284(1):132–47.  

69.  Teng G, Schatz DG. Chapter One - Regulation and Evolution of the RAG Recombinase. 
In: Murre C, editor. Advances in Immunology [Internet]. Academic Press; 2015 [cited 
2020 Apr 7]. p. 1–39. (Molecular Mechanisms that Orchestrate the Assembly of Antigen 
Receptor Loci; vol. 128). Available from: 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0065277615000474 

70.  Ru H, Zhang P, Wu H. Structural gymnastics of RAG-mediated DNA cleavage in V(D)J 
recombination. Curr Opin Struct Biol. 2018 Dec 1;53:178–86.  

71.  Lin SG, Ba Z, Alt FW, Zhang Y. Chapter Three - RAG Chromatin Scanning During V(D)J 
Recombination and Chromatin Loop Extrusion are Related Processes. In: Alt F, editor. 
Advances in Immunology [Internet]. Academic Press; 2018 [cited 2020 Apr 6]. p. 93–
135. Available from: 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0065277618300282 

72.  Outters P, Jaeger S, Zaarour N, Ferrier P. Chapter Eight - Long-Range Control of V(D)J 
Recombination & Allelic Exclusion: Modeling Views. In: Murre C, editor. Advances in 
Immunology [Internet]. Academic Press; 2015 [cited 2020 Apr 8]. p. 363–413. (Molecular 
Mechanisms that Orchestrate the Assembly of Antigen Receptor Loci; vol. 128). 
Available from: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S006527761500053X 

73.  Vettermann C, Schlissel MS. Allelic exclusion of immunoglobulin genes: models and 
mechanisms. Immunol Rev. 2010;237(1):22–42.  

74.  Mostoslavsky R, Singh N, Tenzen T, Goldmit M, Gabay C, Elizur S, et al. Asynchronous 
replication and allelic exclusion in the immune system. Nature. 2001 
Nov;414(6860):221–5.  

75.  Alves-Pereira CF, de Freitas R, Lopes T, Gardner R, Marta F, Vieira P, et al. 
Independent recruitment of Igh alleles in V(D)J recombination. Nat Commun. 2014 Dec 
17;5:5623.  

76.  Bergman Y, Cedar H. A stepwise epigenetic process controls immunoglobulin allelic 
exclusion. Nat Rev Immunol. 2004 Oct;4(10):753–61.  

77.  Brady BL, Steinel NC, Bassing CH. Antigen Receptor Allelic Exclusion: An Update and 
Reappraisal. J Immunol. 2010 Oct 1;185(7):3801–8.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  177 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

78.  Di Noia JM, Neuberger MS. Molecular Mechanisms of Antibody Somatic Hypermutation. 
Annu Rev Biochem. 2007;76(1):1–22.  

79.  Methot SP, Di Noia JM. Chapter Two - Molecular Mechanisms of Somatic 
Hypermutation and Class Switch Recombination. In: Alt FW, editor. Advances in 
Immunology [Internet]. Academic Press; 2017 [cited 2020 Apr 13]. p. 37–87. Available 
from: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0065277616300530 

80.  Yu K, Lieber MR. Current insights into the mechanism of mammalian immunoglobulin 
class switch recombination. Crit Rev Biochem Mol Biol. 2019 Jul 4;54(4):333–51.  

81.  Zarrin AA, Tian M, Wang J, Borjeson T, Alt FW. Influence of switch region length on 
immunoglobulin class switch recombination. Proc Natl Acad Sci. 2005 Feb 
15;102(7):2466–70.  

82.  Xu Z, Zan H, Pone EJ, Mai T, Casali P. Immunoglobulin class switch DNA 
recombination: induction, targeting and beyond. Nat Rev Immunol. 2012 Jun 
25;12(7):517–31.  

83.  Zheng S, Vuong BQ, Vaidyanathan B, Lin J-Y, Huang F-T, Chaudhuri J. Non-coding 
RNA Generated following Lariat Debranching Mediates Targeting of AID to DNA. Cell. 
2015 May 7;161(4):762–73.  

84.  Ribeiro de Almeida C, Dhir S, Dhir A, Moghaddam AE, Sattentau Q, Meinhart A, et al. 
RNA Helicase DDX1 Converts RNA G-Quadruplex Structures into R-Loops to Promote 
IgH Class Switch Recombination. Mol Cell. 2018 May 17;70(4):650-662.e8.  

85.  Basu U, Meng F-L, Keim C, Grinstein V, Pefanis E, Eccleston J, et al. The RNA 
Exosome Targets the AID Cytidine Deaminase to Both Strands of Transcribed Duplex 
DNA Substrates. Cell. 2011 Feb 4;144(3):353–63.  

86.  Lorenz M, Jung S, Radbruch A. Switch transcripts in immunoglobulin class switching. 
Science. 1995 Mar 24;267(5205):1825–8.  

87.  Nowak U, Matthews AJ, Zheng S, Chaudhuri J. The splicing regulator PTBP2 interacts 
with the cytidine deaminase AID and promotes binding of AID to switch-region DNA. Nat 
Immunol. 2011 Feb;12(2):160–6.  

88.  Conticello SG, Ganesh K, Xue K, Lu M, Rada C, Neuberger MS. Interaction between 
Antibody-Diversification Enzyme AID and Spliceosome-Associated Factor CTNNBL1. 
Mol Cell. 2008 Aug 22;31(4):474–84.  

89.  Stavnezer J, Schrader CE. Ig heavy chain class switch recombination: mechanism and 
regulation. J Immunol Baltim Md 1950. 2014 Dec 1;193(11):5370–8.  

90.  Stavnezer J, Guikema JEJ, Schrader CE. Mechanism and Regulation of Class Switch 
Recombination. Annu Rev Immunol. 2008;26:261–92.  

91.  Panier S, Boulton SJ. Double-strand break repair: 53BP1 comes into focus. Nat Rev 
Mol Cell Biol. 2014 Jan;15(1):7–18.  

92.  Melchers F. Checkpoints that control B cell development. J Clin Invest. 2015 Jun 
1;125(6):2203–10.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  178 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

93.  Winkler TH, Mårtensson I-L. The Role of the Pre-B Cell Receptor in B Cell Development, 
Repertoire Selection, and Tolerance. Front Immunol [Internet]. 2018 [cited 2020 Apr 
2];9. Available from: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2018.02423/full 

94.  Nemazee D. Mechanisms of central tolerance for B cells. Nat Rev Immunol. 2017 
May;17(5):281–94.  

95.  Nutt SL, Hodgkin PD, Tarlinton DM, Corcoran LM. The generation of antibody-secreting 
plasma cells. Nat Rev Immunol. 2015 Mar;15(3):160–71.  

96.  Baumgarth N. A Hard(y) Look at B-1 Cell Development and Function. J Immunol. 2017 
Nov 15;199(10):3387–94.  

97.  Mesin L, Ersching J, Victora GD. Germinal Center B Cell Dynamics. Immunity. 2016 
Sep 20;45(3):471–82.  

98.  Roco JA, Mesin L, Binder SC, Nefzger C, Gonzalez-Figueroa P, Canete PF, et al. Class-
Switch Recombination Occurs Infrequently in Germinal Centers. Immunity. 2019 Aug 
20;51(2):337-350.e7.  

99.  Flemming A. Class-switch recombination revised. Nat Rev Immunol. 2019 
Oct;19(10):596–7.  

100.  Johansson SGO, Hourihane JO, Bousquet J, Bruijnzeel‐Koomen C, Dreborg S, 
Haahtela T, et al. A revised nomenclature for allergy: An EAACI position statement from 
the EAACI nomenclature task force. Allergy. 2001;56(9):813–24.  

101.  Rajan TV. The Gell–Coombs classification of hypersensitivity reactions: a re-
interpretation. Trends Immunol. 2003 Jul 1;24(7):376–9.  

102.  Han H, Roan F, Ziegler SF. The atopic march: current insights into skin barrier 
dysfunction and epithelial cell-derived cytokines. Immunol Rev. 2017;278(1):116–30.  

103.  Camelo A, Rosignoli G, Ohne Y, Stewart RA, Overed-Sayer C, Sleeman MA, et al. IL-
33, IL-25, and TSLP induce a distinct phenotypic and activation profile in human type 2 
innate lymphoid cells. Blood Adv. 2017 Apr 11;1(10):577–89.  

104.  Murakami-Satsutani N, Ito T, Nakanishi T, Inagaki N, Tanaka A, Vien PTX, et al. IL-33 
Promotes the Induction and Maintenance of Th2 Immune Responses by Enhancing the 
Function of OX40 Ligand. Allergol Int. 2014 Jan 1;63(3):443–55.  

105.  Kumar A, Rani L, Mhaske ST, Pote ST, Behera S, Mishra GC, et al. IL-3 Receptor 
Expression on Activated Human Th Cells Is Regulated by IL-4, and IL-3 Synergizes with 
IL-4 to Enhance Th2 Cell Differentiation. J Immunol. 2020 Feb 15;204(4):819–31.  

106.  Prout MS, Kyle RL, Ronchese F, Le Gros G. IL-4 Is a Key Requirement for IL-4- and IL-
4/IL-13-Expressing CD4 Th2 Subsets in Lung and Skin. Front Immunol. 2018;9:1211.  

107.  Junttila IS. Tuning the Cytokine Responses: An Update on Interleukin (IL)-4 and IL-13 
Receptor Complexes. Front Immunol [Internet]. 2018 [cited 2020 Apr 16];9. Available 
from: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2018.00888/full 

108.  Kubo M. Innate and adaptive type 2 immunity in lung allergic inflammation. Immunol 
Rev. 2017;278(1):162–72.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  179 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

109.  Turqueti-Neves A, Otte M, Schwartz C, Schmitt MER, Lindner C, Pabst O, et al. The 
Extracellular Domains of IgG1 and T Cell-Derived IL-4/IL-13 Are Critical for the 
Polyclonal Memory IgE Response In Vivo. PLOS Biol. 2015 Nov 2;13(11):e1002290.  

110.  Kubo M. Mast cells and basophils in allergic inflammation. Curr Opin Immunol. 2018 Oct 
1;54:74–9.  

111.  Acharya M, Borland G, Edkins AL, MacLellan LM, Matheson J, Ozanne BW, et al. 
CD23/FcεRII: molecular multi-tasking. Clin Exp Immunol. 2010;162(1):12–23.  

112.  Noval Rivas M, Chatila TA. Regulatory T cells in allergic diseases. J Allergy Clin 
Immunol. 2016 Sep 1;138(3):639–52.  

113.  Angkasekwinai P. Th9 Cells in Allergic Disease. Curr Allergy Asthma Rep. 2019 Mar 
26;19(5):29.  

114.  Vadas P, Gold M, Perelman B, Liss GM, Lack G, Blyth T, et al. Platelet-Activating Factor, 
PAF Acetylhydrolase, and Severe Anaphylaxis [Internet]. 
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa070030. Massachusetts Medical Society; 2009 [cited 
2020 Apr 16]. Available from: 
https://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa070030?url_ver=Z39.88-
2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&rfr_dat=cr_pub%3Dwww.ncbi.nlm.nih.gov 

115.  Yu W, Freeland DMH, Nadeau KC. Food allergy: immune mechanisms, diagnosis and 
immunotherapy. Nat Rev Immunol. 2016 Dec;16(12):751–65.  

116.  Guidelines for the Diagnosis and Management of Food Allergy in the United States: 
Report of the NIAID-Sponsored Expert Panel. J Allergy Clin Immunol. 2010 Dec 1;126(6, 
Supplement):S1–58.  

117.  Wasserbauer N, Ballow M. Atopic Dermatitis. Am J Med. 2009 Feb 1;122(2):121–5.  

118.  Wheatley LM, Togias A. Allergic Rhinitis. N Engl J Med. 2015 Jan 29;372(5):456–63.  

119.  Martinez FD, Vercelli D. Asthma. The Lancet. 2013 Oct 19;382(9901):1360–72.  

120.  Wu A, Sur S, Grant J, Tripple J. Interleukin-4/interleukin-13 versus interleukin-5: a 
comparison of molecular targets in biologic therapy for the treatment of severe asthma. 
Curr Opin Allergy Clin Immunol. 2019 Feb;19(1):30–7.  

121.  Kawakami T, Blank U. From IgE to Omalizumab. J Immunol. 2016 Dec 1;197(11):4187–
92.  

122.  Maurer M, Altrichter S, Schmetzer O, Scheffel J, Church MK, Metz M. Immunoglobulin 
E-Mediated Autoimmunity. Front Immunol [Internet]. 2018 [cited 2020 Apr 4];9. Available 
from: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2018.00689/full 

123.  Marrack P, Kappler J, Kotzin BL. Autoimmune disease: why and where it occurs. Nat 
Med. 2001 Aug;7(8):899–905.  

124.  Lebwohl B, Sanders DS, Green PHR. Coeliac disease. The Lancet. 2018 Jan 
6;391(10115):70–81.  

125.  Smith TJ, Hegedüs L. Graves’ Disease. N Engl J Med. 2016 Oct 20;375(16):1552–65.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  180 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

126.  Ezzedine K, Eleftheriadou V, Whitton M, van Geel N. Vitiligo. The Lancet. 2015 Jul 
4;386(9988):74–84.  

127.  Schmidt E, Kasperkiewicz M, Joly P. Pemphigus. The Lancet. 2019 Sep 
7;394(10201):882–94.  

128.  Rollino C, Vischini G, Coppo R. IgA nephropathy and infections. J Nephrol. 2016 Aug 
1;29(4):463–8.  

129.  Lisnevskaia L, Murphy G, Isenberg D. Systemic lupus erythematosus. The Lancet. 2014 
Nov 22;384(9957):1878–88.  

130.  Kiriakidou M, Cotton D, Taichman D, Williams S. Systemic lupus erythematosus. Ann 
Intern Med. 2013 Oct 1;159(7):ITC4-1.  

131.  Wang Y, Lloyd KA, Melas I, Zhou D, Thyagarajan R, Lindqvist J, et al. Rheumatoid 
arthritis patients display B-cell dysregulation already in the naïve repertoire consistent 
with defects in B-cell tolerance. Sci Rep. 2019 Dec 27;9(1):1–13.  

132.  Smolen JS, Aletaha D, McInnes IB. Rheumatoid arthritis. The Lancet. 2016 Oct 
22;388(10055):2023–38.  

133.  Mahajan VS, Mattoo H, Deshpande V, Pillai SS, Stone JH. IgG4-Related Disease. Annu 
Rev Pathol Mech Dis. 2014;9(1):315–47.  

134.  Torres J, Mehandru S, Colombel J-F, Peyrin-Biroulet L. Crohn’s disease. The Lancet. 
2017 Apr 29;389(10080):1741–55.  

135.  Roberts ISD. Pathology of IgA nephropathy. Nat Rev Nephrol. 2014 Aug;10(8):445–54.  

136.  Wehbi B, Oblet C, Boyer F, Huard A, Druilhe A, Paraf F, et al. Mesangial Deposition 
Can Strongly Involve Innate-Like IgA Molecules Lacking Affinity Maturation. J Am Soc 
Nephrol. 2019 Jul 1;30(7):1238–49.  

137.  Chang S, Li X-K. The Role of Immune Modulation in Pathogenesis of IgA Nephropathy. 
Front Med [Internet]. 2020 [cited 2020 May 26];7. Available from: 
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmed.2020.00092/full 

138.  Sparks JA. Rheumatoid Arthritis. Ann Intern Med. 2019 01;170(1):ITC1–16.  

139.  Swerdlow SH, Campo E, Pileri SA, Harris NL, Stein H, Siebert R, et al. The 2016 revision 
of the World Health Organization classification of lymphoid neoplasms. Blood. 2016 May 
19;127(20):2375–90.  

140.  Hunger SP, Mullighan CG. Acute Lymphoblastic Leukemia in Children. N Engl J Med. 
2015 Oct 15;373(16):1541–52.  

141.  Hallek M, Shanafelt TD, Eichhorst B. Chronic lymphocytic leukaemia. The Lancet. 2018 
Apr 14;391(10129):1524–37.  

142.  Bosch F, Dalla-Favera R. Chronic lymphocytic leukaemia: from genetics to treatment. 
Nat Rev Clin Oncol. 2019 Nov;16(11):684–701.  

143.  Mottok A, Steidl C. Biology of classical Hodgkin lymphoma: implications for prognosis 
and novel therapies. Blood. 2018 Apr 12;131(15):1654–65.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  181 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

144.  Roschewski M, Staudt LM, Wilson WH. Diffuse large B-cell lymphoma—treatment 
approaches in the molecular era. Nat Rev Clin Oncol. 2014 Jan;11(1):12–23.  

145.  Kahl BS, Yang DT. Follicular lymphoma: evolving therapeutic strategies. Blood. 2016 
Apr 28;127(17):2055–63.  

146.  Wilson WH, Young RM, Schmitz R, Yang Y, Pittaluga S, Wright G, et al. Targeting B cell 
receptor signaling with ibrutinib in diffuse large B cell lymphoma. Nat Med. 2015 
Aug;21(8):922–6.  

147.  Bartlett NL, Costello BA, LaPlant BR, Ansell SM, Kuruvilla JG, Reeder CB, et al. Single-
agent ibrutinib in relapsed or refractory follicular lymphoma: a phase 2 consortium trial. 
Blood. 2018 11;131(2):182–90.  

148.  Dimopoulos MA, Kastritis E. How I treat Waldenström macroglobulinemia. Blood. 2019 
Dec 5;134(23):2022–35.  

149.  Bergsagel PL, Kuehl WM, Zhan F, Sawyer J, Barlogie B, Shaughnessy J. Cyclin D 
dysregulation: an early and unifying pathogenic event in multiple myeloma. Blood. 2005 
Jul 1;106(1):296–303.  

150.  Brito JLR, Walker B, Jenner M, Dickens NJ, Brown NJM, Ross FM, et al. MMSET 
deregulation affects cell cycle progression and adhesion regulons in t(4;14) myeloma 
plasma cells. Haematologica. 2009 Jan;94(1):78–86.  

151.  Pawlyn C, Davies FE. Toward personalized treatment in multiple myeloma based on 
molecular characteristics. Blood. 2019 Feb 14;133(7):660–75.  

152.  Mouhieddine TH, Weeks LD, Ghobrial IM. Monoclonal gammopathy of undetermined 
significance. Blood. 2019 Jun 6;133(23):2484–94.  

153.  Sethi S, Rajkumar SV, D’Agati VD. The Complexity and Heterogeneity of Monoclonal 
Immunoglobulin–Associated Renal Diseases. J Am Soc Nephrol. 2018 Jul 
1;29(7):1810–23.  

154.  Kastritis E, Dimopoulos MA. Recent advances in the management of AL Amyloidosis. 
Br J Haematol. 2016;172(2):170–86.  

155.  Stephenson ML, Zamecnik PC. Inhibition of Rous sarcoma viral RNA translation by a 
specific oligodeoxyribonucleotide. Proc Natl Acad Sci U S A. 1978 Jan;75(1):285–8.  

156.  Hamilton AJ, Baulcombe DC. A Species of Small Antisense RNA in Posttranscriptional 
Gene Silencing in Plants. Science. 1999 Oct 29;286(5441):950–2.  

157.  Jinek M, Chylinski K, Fonfara I, Hauer M, Doudna JA, Charpentier E. A Programmable 
Dual-RNA–Guided DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial Immunity. Science. 2012 
Aug 17;337(6096):816–21.  

158.  Kurreck J, Wyszko E, Gillen C, Erdmann VA. Design of antisense oligonucleotides 
stabilized by locked nucleic acids. Nucleic Acids Res. 2002 May 1;30(9):1911–8.  

159.  Khvorova A, Watts JK. The chemical evolution of oligonucleotide therapies of clinical 
utility. Nat Biotechnol. 2017 Mar;35(3):238–48.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  182 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

160.  Goyenvalle A, Griffith G, Babbs A, Andaloussi SE, Ezzat K, Avril A, et al. Functional 
correction in mouse models of muscular dystrophy using exon-skipping tricyclo-DNA 
oligomers. Nat Med. 2015 Mar;21(3):270–5.  

161.  Krieg AM, Yi A-K, Matson S, Waldschmidt TJ, Bishop GA, Teasdale R, et al. CpG motifs 
in bacterial DNA trigger direct B-cell activation. Nature. 1995 Apr;374(6522):546–9.  

162.  Agrawal S, Temsamani J, Tang JY. Pharmacokinetics, biodistribution, and stability of 
oligodeoxynucleotide phosphorothioates in mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 1991 Sep 
1;88(17):7595–9.  

163.  Srinivasan SK, Tewary HK, Iversen PL. Characterization of binding sites, extent of 
binding, and drug interactions of oligonucleotides with albumin. Antisense Res Dev. 
1995;5(2):131–9.  

164.  Juliano RL, Carver K. Cellular Uptake and Intracellular Trafficking of Oligonucleotides. 
Adv Drug Deliv Rev. 2015 Jun 29;87:35–45.  

165.  Juliano R l. Intracellular Trafficking and Endosomal Release of Oligonucleotides: What 
We Know and What We Don’t. Nucleic Acid Ther. 2018 Apr 30;28(3):166–77.  

166.  Chi X, Gatti P, Papoian T. Safety of antisense oligonucleotide and siRNA-based 
therapeutics. Drug Discov Today. 2017 May 1;22(5):823–33.  

167.  Iwamoto N, Butler DCD, Svrzikapa N, Mohapatra S, Zlatev I, Sah DWY, et al. Control of 
phosphorothioate stereochemistry substantially increases the efficacy of antisense 
oligonucleotides. Nat Biotechnol [Internet]. 2017 Aug 21 [cited 2017 Sep 7];advance 
online publication. Available from: 
http://www.nature.com/nbt/journal/vaop/ncurrent/full/nbt.3948.html?foxtrotcallback=tru
e 

168.  Manoharan M. 2′-Carbohydrate modifications in antisense oligonucleotide therapy: 
importance of conformation, configuration and conjugation. Biochim Biophys Acta BBA 
- Gene Struct Expr. 1999 Dec 10;1489(1):117–30.  

169.  Shen W, Liang X, Sun H, Crooke ST. 2′-Fluoro-modified phosphorothioate 
oligonucleotide can cause rapid degradation of P54nrb and PSF. Nucleic Acids Res. 
2015 May 19;43(9):4569–78.  

170.  Shen W, De Hoyos CL, Sun H, Vickers TA, Liang X, Crooke ST. Acute hepatotoxicity of 
2′ fluoro-modified 5–10–5 gapmer phosphorothioate oligonucleotides in mice correlates 
with intracellular protein binding and the loss of DBHS proteins. Nucleic Acids Res. 2018 
Mar 16;46(5):2204–17.  

171.  Janas MM, Jiang Y, Schlegel MK, Waldron S, Kuchimanchi S, Barros SA. Impact of 
Oligonucleotide Structure, Chemistry, and Delivery Method on In Vitro Cytotoxicity. 
Nucleic Acid Ther. 2016 Dec 6;27(1):11–22.  

172.  Hagedorn PH, Persson R, Funder ED, Albæk N, Diemer SL, Hansen DJ, et al. Locked 
nucleic acid: modality, diversity, and drug discovery. Drug Discov Today. 2018 Jan 
1;23(1):101–14.  

173.  Smith CIE, Zain R. Therapeutic Oligonucleotides: State of the Art. Annu Rev Pharmacol 
Toxicol. 2019;59(1):605–30.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  183 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

174.  Aupy P, Echevarría L, Relizani K, Goyenvalle A. The Use of Tricyclo-DNA Oligomers for 
the Treatment of Genetic Disorders. Biomedicines. 2017 Dec 22;6(1):2.  

175.  Walder JA, Walder RY. Nucleic acid hybridization and amplification method for detection 
of specific sequences in which a complementary labeled nucleic acid probe is cleaved. 
Univ Iowa Pat [Internet]. 1995 Apr 4; Available from: https://ir.uiowa.edu/patents/133 

176.  Monia BP, Lesnik EA, Gonzalez C, Lima WF, McGee D, Guinosso CJ, et al. Evaluation 
of 2’-modified oligonucleotides containing 2’-deoxy gaps as antisense inhibitors of gene 
expression. J Biol Chem. 1993 Jul 5;268(19):14514–22.  

177.  Lima WF, Rose JB, Nichols JG, Wu H, Migawa MT, Wyrzykiewicz TK, et al. Human 
RNase H1 Discriminates between Subtle Variations in the Structure of the Heteroduplex 
Substrate. Mol Pharmacol. 2007 Jan 1;71(1):83–91.  

178.  Cirak S, Arechavala-Gomeza V, Guglieri M, Feng L, Torelli S, Anthony K, et al. Exon 
skipping and dystrophin restoration in patients with Duchenne muscular dystrophy after 
systemic phosphorodiamidate morpholino oligomer treatment: an open-label, phase 2, 
dose-escalation study. The Lancet. 2011 Aug 13;378(9791):595–605.  

179.  Summerton J, Weller D. Morpholino antisense oligomers: design, preparation, and 
properties. Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 1997 Jun;7(3):187–95.  

180.  Summerton JE. Invention and Early History of Morpholinos: From Pipe Dream to 
Practical Products. In: Moulton HM, Moulton JD, editors. Morpholino Oligomers: 
Methods and Protocols [Internet]. New York, NY: Springer; 2017 [cited 2020 Apr 23]. p. 
1–15. (Methods in Molecular Biology). Available from: https://doi.org/10.1007/978-1-
4939-6817-6_1 

181.  Bennett CF, Baker BF, Pham N, Swayze E, Geary RS. Pharmacology of Antisense 
Drugs. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2017 06;57:81–105.  

182.  Buchanan RM, Popowych Y, Arsic N, Townsend HGG, Mutwiri GK, Potter AA, et al. B-
cell activating factor (BAFF) promotes CpG ODN-induced B cell activation and 
proliferation. Cell Immunol. 2011 Jan 1;271(1):16–28.  

183.  Krieg AM. CpG Still Rocks! Update on an Accidental Drug. Nucleic Acid Ther. 2012 Feb 
21;22(2):77–89.  

184.  Bennett CF. Therapeutic Antisense Oligonucleotides Are Coming of Age. Annu Rev 
Med. 2019;70(1):307–21.  

185.  Crooke ST. Molecular Mechanisms of Antisense Oligonucleotides. Nucleic Acid Ther. 
2017 Apr 1;27(2):70–7.  

186.  Hyjek M, Figiel M, Nowotny M. RNases H: Structure and mechanism. DNA Repair. 2019 
Dec 1;84:102672.  

187.  Lima WF, Murray HM, Damle SS, Hart CE, Hung G, De Hoyos CL, et al. Viable 
RNaseH1 knockout mice show RNaseH1 is essential for R loop processing, 
mitochondrial and liver function. Nucleic Acids Res. 2016 Jun 20;44(11):5299–312.  

188.  Mello CC, Conte D. Revealing the world of RNA interference. Nature. 2004 Sep 
1;431(7006):338–42.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  184 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

189.  Zhou W, Ding J, Liu J. Theranostic DNAzymes. Theranostics. 2017 Feb 23;7(4):1010–
25.  

190.  Park SV, Yang J-S, Jo H, Kang B, Oh SS, Jung GY. Catalytic RNA, ribozyme, and its 
applications in synthetic biology. Biotechnol Adv. 2019 Dec 1;37(8):107452.  

191.  Boiziau C, Kurfurst R, Cazenave C, Roig V, Thuong NT, Toulmé J-J. Inhibition of 
translation initiation by antisense oligonucleotides via an RNase-H independent 
mechanism. Nucleic Acids Res. 1991 Mar 11;19(5):1113–9.  

192.  Beigel JH, Voell J, Muñoz P, Kumar P, Brooks KM, Zhang J, et al. Safety, tolerability, 
and pharmacokinetics of radavirsen (AVI-7100), an antisense oligonucleotide targeting 
influenza a M1/M2 translation. Br J Clin Pharmacol. 2018;84(1):25–34.  

193.  Liang X, Sun H, Shen W, Wang S, Yao J, Migawa MT, et al. Antisense oligonucleotides 
targeting translation inhibitory elements in 5′ UTRs can selectively increase protein 
levels. Nucleic Acids Res. 2017 Sep 19;45(16):9528–46.  

194.  Rupaimoole R, Slack FJ. MicroRNA therapeutics: towards a new era for the 
management of cancer and other diseases. Nat Rev Drug Discov. 2017 Mar;16(3):203–
22.  

195.  Havens MA, Hastings ML. Splice-switching antisense oligonucleotides as therapeutic 
drugs. Nucleic Acids Res. 2016 Aug 19;44(14):6549–63.  

196.  Stein CA, Castanotto D. FDA-Approved Oligonucleotide Therapies in 2017. Mol Ther. 
2017 May 3;25(5):1069–75.  

197.  Jacobson RD, Feldman EL. Antisense Oligonucleotides for Duchenne Muscular 
Dystrophy: Why No Neurologist Should Skip This. JAMA Neurol. 2016 Mar 1;73(3):259–
60.  

198.  Corey DR. Nusinersen, an antisense oligonucleotide drug for spinal muscular atrophy. 
Nat Neurosci. 2017 Apr;20(4):497–9.  

199.  Suñé-Pou M, Prieto-Sánchez S, Boyero-Corral S, Moreno-Castro C, El Yousfi Y, Suñé-
Negre JM, et al. Targeting Splicing in the Treatment of Human Disease. Genes. 2017 
Mar;8(3):87.  

200.  Lee SC-W, Abdel-Wahab O. Therapeutic targeting of splicing in cancer. Nat Med. 2016 
Sep;22(9):976–86.  

201.  Wang L, Brooks AN, Fan J, Wan Y, Gambe R, Li S, et al. Transcriptomic 
Characterization of SF3B1 Mutation Reveals Its Pleiotropic Effects in Chronic 
Lymphocytic Leukemia. Cancer Cell. 2016 Nov 14;30(5):750–63.  

202.  Malcovati L, Papaemmanuil E, Bowen DT, Boultwood J, Della Porta MG, Pascutto C, et 
al. Clinical significance of SF3B1 mutations in myelodysplastic syndromes and 
myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms. Blood. 2011 Dec 8;118(24):6239–46.  

203.  Jung H, Lee D, Lee J, Park D, Kim YJ, Park W-Y, et al. Intron retention is a widespread 
mechanism of tumor-suppressor inactivation. Nat Genet. 2015 Nov;47(11):1242–8.  

204.  Lee GD, Lee SE, Oh D-Y, Yu D, Jeong HM, Kim J, et al. MET Exon 14 Skipping 
Mutations in Lung Adenocarcinoma: Clinicopathologic Implications and Prognostic 
Values. J Thorac Oncol. 2017 Aug 1;12(8):1233–46.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  185 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

205.  Leeman JR, Weniger MA, Barth TF, Gilmore TD. Deletion analysis and alternative 
splicing define a transactivation inhibitory domain in human oncoprotein REL. 
Oncogene. 2008 Aug 11;27(53):6770–81.  

206.  Denichenko P, Mogilevsky M, Cléry A, Welte T, Biran J, Shimshon O, et al. Specific 
inhibition of splicing factor activity by decoy RNA oligonucleotides. Nat Commun. 2019 
Apr 8;10(1):1–15.  

207.  Ward AJ, Norrbom M, Chun S, Bennett CF, Rigo F. Nonsense-mediated decay as a 
terminating mechanism for antisense oligonucleotides. Nucleic Acids Res. 2014 May 
14;42(9):5871–9.  

208.  Zammarchi F, Stanchina E de, Bournazou E, Supakorndej T, Martires K, Riedel E, et al. 
Antitumorigenic potential of STAT3 alternative splicing modulation. Proc Natl Acad Sci. 
2011 Oct 25;108(43):17779–84.  

209.  Liang X, Nichols JG, Hsu C-W, Vickers TA, Crooke ST. mRNA levels can be reduced 
by antisense oligonucleotides via no-go decay pathway. Nucleic Acids Res. 2019 Jul 
26;47(13):6900–16.  

210.  Nomakuchi TT, Rigo F, Aznarez I, Krainer AR. Antisense oligonucleotide–directed 
inhibition of nonsense-mediated mRNA decay. Nat Biotechnol. 2016 Feb;34(2):164–6.  

211.  Vickers TA, Wyatt JR, Burckin T, Bennett CF, Freier SM. Fully modified 2′ MOE  
oligonucleotides redirect polyadenylation. Nucleic Acids Res. 2001 Mar 15;29(6):1293–
9.  

212.  Vorlová S, Rocco G, LeFave CV, Jodelka FM, Hess K, Hastings ML, et al. Induction of 
Antagonistic Soluble Decoy Receptor Tyrosine Kinases by Intronic PolyA Activation. Mol 
Cell. 2011 Sep 16;43(6):927–39.  

213.  Kaida D, Berg MG, Younis I, Kasim M, Singh LN, Wan L, et al. U1 snRNP protects pre-
mRNAs from premature cleavage and polyadenylation. Nature. 2010 
Dec;468(7324):664–8.  

214.  Peterson ML. Immunoglobulin heavy chain gene regulation through polyadenylation and 
splicing competition. Wiley Interdiscip Rev RNA. 2011 Jan 1;2(1):92–105.  

215.  Peng Y, Yuan J, Zhang Z, Chang X. Cytoplasmic poly(A)-binding protein 1 (PABPC1) 
interacts with the RNA-binding protein hnRNPLL and thereby regulates immunoglobulin 
secretion in plasma cells. J Biol Chem. 2017 Jul 21;292(29):12285–95.  

216.  Geary RS, Norris D, Yu R, Bennett CF. Pharmacokinetics, biodistribution and cell uptake 
of antisense oligonucleotides. Adv Drug Deliv Rev. 2015 Jun 29;87:46–51.  

217.  Godfrey C, Desviat LR, Smedsrød B, Piétri‐Rouxel F, Denti MA, Disterer P, et al. 
Delivery is key: lessons learnt from developing splice‐switching antisense therapies. 
EMBO Mol Med. 2017 May;9(5):545–57.  

218.  Juliano RL. The delivery of therapeutic oligonucleotides. Nucleic Acids Res. 2016 Aug 
19;44(14):6518–48.  

219.  McClorey G, Banerjee S. Cell-Penetrating Peptides to Enhance Delivery of 
Oligonucleotide-Based Therapeutics. Biomedicines. 2018 Jun;6(2):51.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  186 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

220.  Wu B, Moulton HM, Iversen PL, Jiang J, Li J, Li J, et al. Effective rescue of dystrophin 
improves cardiac function in dystrophin-deficient mice by a modified morpholino 
oligomer. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008 Sep 30;105(39):14814–9.  

221.  Betts C, Saleh AF, Arzumanov AA, Hammond SM, Godfrey C, Coursindel T, et al. Pip6-
PMO, A New Generation of Peptide-oligonucleotide Conjugates With Improved Cardiac 
Exon Skipping Activity for DMD Treatment. Mol Ther Nucleic Acids. 2012 Aug;1(8):e38.  

222.  Ferguson DP, Dangott LJ, Lightfoot JT. Lessons learned from vivo-morpholinos: How to 
avoid vivo-morpholino toxicity. BioTechniques. 2014 May 1;56(5):251–6.  

223.  Wang Y, Yu RZ, Henry S, Geary RS. Pharmacokinetics and Clinical Pharmacology 
Considerations of GalNAc3-Conjugated Antisense Oligonucleotides. Expert Opin Drug 
Metab Toxicol. 2019 Jun 3;15(6):475–85.  

224.  Cuellar TL, Barnes D, Nelson C, Tanguay J, Yu S-F, Wen X, et al. Systematic evaluation 
of antibody-mediated siRNA delivery using an industrial platform of THIOMAB–siRNA 
conjugates. Nucleic Acids Res. 2015 Jan 30;43(2):1189–203.  

225.  Satake N, Duong C, Yoshida S, Oestergaard M, Chen C, Peralta R, et al. Novel 
Targeted Therapy for Precursor B-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia: Anti-CD22 
Antibody-MXD3 Antisense Oligonucleotide Conjugate. Mol Med. 2016 Jul 22;22:632–
42.  

226.  Craig K, Abrams M, Amiji M. Recent preclinical and clinical advances in oligonucleotide 
conjugates. Expert Opin Drug Deliv. 2018 Jun 3;15(6):629–40.  

227.  Moss KH, Popova P, Hadrup SR, Astakhova K, Taskova M. Lipid Nanoparticles for 
Delivery of Therapeutic RNA Oligonucleotides. Mol Pharm. 2019 Jun 3;16(6):2265–77.  

228.  Mokhtarzadeh A, Vahidnezhad H, Youssefian L, Mosafer J, Baradaran B, Uitto J. 
Applications of Spherical Nucleic Acid Nanoparticles as Delivery Systems. Trends Mol 
Med. 2019 Dec 1;25(12):1066–79.  

229.  Merkel OM, Kissel T. Quo vadis polyplex? J Controlled Release. 2014 Sep 28;190:415–
23.  

230.  Goyenvalle A. Rescue of Dystrophic Muscle Through U7 snRNA-Mediated Exon 
Skipping. Science. 2004 Dec 3;306(5702):1796–9.  

231.  Denti MA, Rosa A, D’Antona G, Sthandier O, Angelis FGD, Nicoletti C, et al. Body-wide 
gene therapy of Duchenne muscular dystrophy in the mdx mouse model. Proc Natl Acad 
Sci. 2006 Mar 7;103(10):3758–63.  

232.  Linko V, Ora A, Kostiainen MA. DNA Nanostructures as Smart Drug-Delivery Vehicles 
and Molecular Devices. Trends Biotechnol. 2015 Oct 1;33(10):586–94.  

233.  Li S, Jiang Q, Liu S, Zhang Y, Tian Y, Song C, et al. A DNA nanorobot functions as a 
cancer therapeutic in response to a molecular trigger in vivo. Nat Biotechnol. 2018 
Mar;36(3):258–64.  

234.  Valadi H, Ekström K, Bossios A, Sjöstrand M, Lee JJ, Lötvall JO. Exosome-mediated 
transfer of mRNAs and microRNAs is a novel mechanism of genetic exchange between 
cells. Nat Cell Biol. 2007 Jun;9(6):654–9.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  187 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

235.  Zhou Y, Zhou G, Tian C, Jiang W, Jin L, Zhang C, et al. Exosome-mediated small RNA 
delivery for gene therapy. WIREs RNA. 2016;7(6):758–71.  

236.  Bak A, Ashford M, Brayden DJ. Local delivery of macromolecules to treat diseases 
associated with the colon. Adv Drug Deliv Rev. 2018 Nov 1;136–137:2–27.  

237.  Brand RM, Iversen PL. Transdermal delivery of antisense compounds. Adv Drug Deliv 
Rev. 2000 Oct 31;44(1):51–7.  

238.  Pinto D, Montani E, Bolli M, Garavaglia G, Sallusto F, Lanzavecchia A, et al. A functional 
BCR in human IgA and IgM plasma cells. Blood. 2013 May 16;121(20):4110–4.  

239.  Donaldson GP, Ladinsky MS, Yu KB, Sanders JG, Yoo BB, Chou W-C, et al. Gut 
microbiota utilize immunoglobulin A for mucosal colonization. Science. 2018 May 
18;360(6390):795–800.  

240.  Boonpiyathad T, Satitsuksanoa P, Akdis M, Akdis CA. Il-10 producing T and B cells in 
allergy. Semin Immunol. 2019 Aug 1;44:101326.  

241.  Satoguina JS, Weyand E, Larbi J, Hoerauf A. T Regulatory-1 Cells Induce IgG4 
Production by B Cells: Role of IL-10. J Immunol. 2005 Apr 15;174(8):4718–26.  

242.  He J-S, Subramaniam S, Narang V, Srinivasan K, Saunders SP, Carbajo D, et al. IgG1 
memory B cells keep the memory of IgE responses. Nat Commun. 2017 Sep 
21;8(1):641.  

243.  Strait RT, Morris SC, Finkelman FD. IgG-blocking antibodies inhibit IgE-mediated 
anaphylaxis in vivo through both antigen interception and FcγRIIb cross-linking. J Clin 
Invest. 2006 Mar 1;116(3):833–41.  

244.  Mendell JR, Rodino-Klapac LR, Sahenk Z, Roush K, Bird L, Lowes LP, et al. Eteplirsen 
for the treatment of Duchenne muscular dystrophy. Ann Neurol. 2013 Nov;74(5):637–
47.  

245.  Finkel RS, Mercuri E, Darras BT, Connolly AM, Kuntz NL, Kirschner J, et al. Nusinersen 
versus Sham Control in Infantile-Onset Spinal Muscular Atrophy [Internet]. 
http://dx.doi.org/10.1056/NEJMoa1702752. Massachusetts Medical Society; 2017 [cited 
2020 Jul 9]. Available from: 
https://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMoa1702752?url_ver=Z39.88-
2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&rfr_dat=cr_pub++0www.ncbi.nlm.nih.gov 

246.  Brown JR. How I treat CLL patients with ibrutinib. Blood. 2018 Jan 25;131(4):379–86.  

247.  Kondo K, Shaim H, Thompson PA, Burger JA, Keating M, Estrov Z, et al. Ibrutinib 
modulates the immunosuppressive CLL microenvironment through STAT3-mediated 
suppression of regulatory B cell function and inhibition of the PD-1/PD-L1 pathway. 
Leukemia. 2018 Apr;32(4):960–70.  

248.  Matthews AJ, Zheng S, DiMenna LJ, Chaudhuri J. Chapter One - Regulation of 
Immunoglobulin Class-Switch Recombination: Choreography of Noncoding 
Transcription, Targeted DNA Deamination, and Long-Range DNA Repair. In: Alt FW, 
editor. Advances in Immunology [Internet]. Academic Press; 2014 [cited 2020 Jul 10]. 
p. 1–57. Available from: 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128002674000018 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  188 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

249.  Ashi MO, Srour N, Lambert J-M, Marchalot A, Martin O, Le Noir S, et al. Physiological 
and druggable skipping of immunoglobulin variable exons in plasma cells. Cell Mol 
Immunol. 2019 Oct;16(10):810–9.  

250.  Hein K, Lorenz MGO, Siebenkotten G, Petry K, Christine R, Radbruch A. Processing of 
Switch Transcripts Is Required for Targeting of Antibody Class Switch Recombination. 
J Exp Med. 1998 Dec 21;188(12):2369–74.  

251.  Moabbi AM, Agarwal N, Kaderi BE, Ansari A. Role for gene looping in intron-mediated 
enhancement of transcription. Proc Natl Acad Sci. 2012 May 29;109(22):8505–10.  

252.  Damgaard CK, Kahns S, Lykke-Andersen S, Nielsen AL, Jensen TH, Kjems J. A 5′ 
Splice Site Enhances the Recruitment of Basal Transcription Initiation Factors In Vivo. 
Mol Cell. 2008 Feb 1;29(2):271–8.  

253.  Seidl KJ, Bottaro A, Vo A, Zhang J, Davidson L, Alt FW. An expressed neo(r) cassette 
provides required functions of the 1gamma2b exon for class switching. Int Immunol. 
1998 Nov 1;10(11):1683–92.  

254.  Shaul O. How introns enhance gene expression. Int J Biochem Cell Biol. 2017 Oct 
1;91:145–55.  

255.  Dewaele M, Tabaglio T, Willekens K, Bezzi M, Teo SX, Low DHP, et al. Antisense 
oligonucleotide–mediated MDM4 exon 6 skipping impairs tumor growth. J Clin Invest. 
2016;126(1):68–84.  

256.  Bestas B, Moreno PMD, Blomberg KEM, Mohammad DK, Saleh AF, Sutlu T, et al. 
Splice-correcting oligonucleotides restore BTK function in X-linked 
agammaglobulinemia model. J Clin Invest. 2014 Sep 2;124(9):4067–81.  

257.  Kuzin II, Ugine GD, Wu D, Young F, Chen J, Bottaro A. Normal Isotype Switching in B 
Cells Lacking the Iμ Exon Splice Donor Site: Evidence for Multiple Iμ-Like Germline 
Transcripts. J Immunol. 2000 Feb 1;164(3):1451–7.  

258.  Ruminy P, Jardin F, Penther D, Picquenot J-M, Parmentier F, Buchonnet G, et al. 
Recurrent disruption of the Iμ splice donor site in t(14;18) positive lymphomas : A 
potential molecular basis for aberrant downstream class switch recombination. Genes 
Chromosomes Cancer. 2007;46(8):735–44.  

259.  Stanlie A, Begum NA, Akiyama H, Honjo T. The DSIF Subunits Spt4 and Spt5 Have 
Distinct Roles at Various Phases of Immunoglobulin Class Switch Recombination. 
PLOS Genet. 2012 Apr 26;8(4):e1002675.  

260.  Chen J, Cai Z, Bai M, Yu X, Zhang C, Cao C, et al. The RNA-binding protein 
ROD1/PTBP3 cotranscriptionally defines AID-loading sites to mediate antibody class 
switch in mammalian genomes. Cell Res. 2018 Oct;28(10):981–95.  

261.  Hu W, Begum NA, Mondal S, Stanlie A, Honjo T. Identification of DNA cleavage- and 
recombination-specific hnRNP cofactors for activation-induced cytidine deaminase. 
Proc Natl Acad Sci. 2015 May 5;112(18):5791–6.  

262.  Mondal S, Begum NA, Hu W, Honjo T. Functional requirements of AID’s higher order 
structures and their interaction with RNA-binding proteins. Proc Natl Acad Sci. 2016 Mar 
15;113(11):E1545–54.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  189 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

263.  Yuan J, Ma Y, Huang T, Chen Y, Peng Y, Li B, et al. Genetic Modulation of RNA Splicing 
with a CRISPR-Guided Cytidine Deaminase. Mol Cell. 2018 Oct 18;72(2):380-394.e7.  

264.  Shih T, De S, Barnes BJ. RNAi Transfection Optimized in Primary Naïve B Cells for the 
Targeted Analysis of Human Plasma Cell Differentiation. Front Immunol [Internet]. 2019 
Jul 23 [cited 2020 Aug 13];10. Available from: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6664017/ 

265.  Hung KL, Meitlis I, Hale M, Chen C-Y, Singh S, Jackson SW, et al. Engineering Protein-
Secreting Plasma Cells by Homology-Directed Repair in Primary Human B Cells. Mol 
Ther. 2018 Feb 7;26(2):456–67.  

266.  Johnson MJ, Laoharawee K, Lahr WS, Webber BR, Moriarity BS. Engineering of 
Primary Human B cells with CRISPR/Cas9 Targeted Nuclease. Sci Rep. 2018 Aug 
14;8(1):12144.  

267.  Lin X, Ruan X, Anderson MG, McDowell JA, Kroeger PE, Fesik SW, et al. siRNA-
mediated off-target gene silencing triggered by a 7 nt complementation. Nucleic Acids 
Res. 2005;33(14):4527–35.  

268.  Jackson AL, Bartz SR, Schelter J, Kobayashi SV, Burchard J, Mao M, et al. Expression 
profiling reveals off-target gene regulation by RNAi. Nat Biotechnol. 2003 
Jun;21(6):635–7.  

269.  Suter SR, Sheu-Gruttadauria J, Schirle NT, Valenzuela R, Ball-Jones AA, Onizuka K, et 
al. Structure-Guided Control of siRNA Off-Target Effects. J Am Chem Soc. 2016 Jul 
20;138(28):8667–9.  

270.  Scharner J, Ma WK, Zhang Q, Lin K-T, Rigo F, Bennett CF, et al. Hybridization-mediated 
off-target effects of splice-switching antisense oligonucleotides. Nucleic Acids Res. 2020 
Jan 24;48(2):802–16.  

271.  Grimm D, Wang L, Lee JS, Schürmann N, Gu S, Börner K, et al. Argonaute proteins are 
key determinants of RNAi efficacy, toxicity, and persistence in the adult mouse liver. J 
Clin Invest. 2010 Sep 1;120(9):3106–19.  

272.  Vickers TA, Crooke ST. The rates of the major steps in the molecular mechanism of 
RNase H1-dependent antisense oligonucleotide induced degradation of RNA. Nucleic 
Acids Res. 2015 Oct 15;43(18):8955–63.  

273.  Khan AA, Betel D, Miller ML, Sander C, Leslie CS, Marks DS. Transfection of small 
RNAs globally perturbs gene regulation by endogenous microRNAs. Nat Biotechnol. 
2009 Jun;27(6):549–55.  

274.  Tan-Wong SM, Dhir S, Proudfoot NJ. R-Loops Promote Antisense Transcription across 
the Mammalian Genome. Mol Cell. 2019 Nov 21;76(4):600-616.e6.  

275.  Doudna JA, Charpentier E. The new frontier of genome engineering with CRISPR-Cas9. 
Science. 2014 Nov 28;346(6213):1258096.  

276.  Pickar-Oliver A, Gersbach CA. The next generation of CRISPR–Cas technologies and 
applications. Nat Rev Mol Cell Biol. 2019 Aug;20(8):490–507.  

277.  Wang F, Wang L, Zou X, Duan S, Li Z, Deng Z, et al. Advances in CRISPR-Cas systems 
for RNA targeting, tracking and editing. Biotechnol Adv. 2019 Sep 1;37(5):708–29.  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  190 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

278.  Grünewald J, Zhou R, Garcia SP, Iyer S, Lareau CA, Aryee MJ, et al. Transcriptome-
wide off-target RNA editing induced by CRISPR-guided DNA base editors. Nature. 2019 
May;569(7756):433–7.  

279.  Fu Y, Foden JA, Khayter C, Maeder ML, Reyon D, Joung JK, et al. High-frequency off-
target mutagenesis induced by CRISPR-Cas nucleases in human cells. Nat Biotechnol. 
2013 Sep;31(9):822–6.  

280.  Glass Z, Lee M, Li Y, Xu Q. Engineering the Delivery System for CRISPR-Based 
Genome Editing. Trends Biotechnol. 2018 Feb 1;36(2):173–85.  

281.  Haghighi M, Khanahmad H, Palizban A. Selection and Characterization of Single-
Stranded DNA Aptamers Binding Human B-Cell Surface Protein CD20 by Cell-SELEX. 
Molecules. 2018 Apr;23(4):715.  

282.  Wen J, Tao W, Hao S, Iyer SP, Zu Y. A unique aptamer-drug conjugate for targeted 
therapy of multiple myeloma. Leukemia. 2016 Apr;30(4):987–91.  

283.  Pan Q, Nie C, Hu Y, Yi J, Liu C, Zhang J, et al. Aptamer-Functionalized DNA Origami 
for Targeted Codelivery of Antisense Oligonucleotides and Doxorubicin to Enhance 
Therapy in Drug-Resistant Cancer Cells. ACS Appl Mater Interfaces. 2020 Jan 
8;12(1):400–9.  

284.  Lee S-H, Singh I, Tisdale S, Abdel-Wahab O, Leslie CS, Mayr C. Widespread intronic 
polyadenylation inactivates tumor suppressor genes in leukemia. Nature. 2018 
Sep;561(7721):127–31.  

285.  Nakamura M, Kondo S, Sugai M, Nazarea M, Imamura S, Honjo T. High frequency class 
switching of an lgM+ B lymphoma clone CH12F3 to lgA+ cells. Int Immunol. 1996 Feb 
1;8(2):193–201.  

286.  Zhang M, Xu-Monette ZY, Li L, Manyam GC, Visco C, Tzankov A, et al. RelA NF-κB 
subunit activation as a therapeutic target in diffuse large B-cell lymphoma. Aging. 2016 
Dec;8(12):3321.  

287.  Li S, Young KH, Medeiros LJ. Diffuse large B-cell lymphoma. Pathology (Phila). 2018 
Jan 1;50(1):74–87.  

 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  191 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Annexes 

Annexe 1. Brevet « Methods for modulating immunoglobulin expression » ..................... 192 

Annexe 2. Article : Physiological and druggable skipping of immunoglobulin variable exons 

in plasma cells ................................................................................................................ 232 

Annexe 3. Brevet « Use of splice switching oligonucleotides for exon skipping-mediated 

knockdown of NF-κB components in B cells » ................................................................. 243 

 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  192 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Annexe 1. Brevet « Methods for modulating immunoglobulin expression » 

(inventors : Delpy Laurent, Marchalot Anne, Cogné Michel, Laffleur Brice)  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  193 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  194 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  195 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  196 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  197 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  198 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  199 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  200 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  201 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  202 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  203 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  204 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  205 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  206 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  207 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  208 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  209 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  210 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  211 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  212 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  213 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  214 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  215 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  216 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  217 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  218 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  219 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  220 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  221 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  222 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

  



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  223 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  224 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  225 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  226 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  227 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  228 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  229 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  230 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  231 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 



Anne Marchalot | Thèse de doctorat | Université de Limoges |  232 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Annexe 2. Article : Physiological and druggable skipping of immunoglobulin variable 

exons in plasma cells 
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Annexe 3. Brevet « Use of splice switching oligonucleotides for exon skipping-

mediated knockdown of NF-κB components in B cells » 

(inventors : Delpy Laurent, Marchalot Anne, Nathalie Faumont, Jean Feuillard, François Boyer)
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Analyse exploratoire de thérapies antisens innovantes dans le traitement des 
syndromes lymphoprolifératifs et autres maladies impliquant la lignée lymphoïde B 

Les oligonucléotides antisens (ASO) peuvent être utilisés pour diriger certaines étapes de la 
maturation des ARN comme l’épissage et la polyadénylation afin de moduler l’expression 
génique. Durant le développement des cellules de la lignée lymphoïde B, la maturation des 
transcrits d’immunoglobulines (Ig) fait intervenir des mécanismes d’épissage et de 
polyadénylation alternatifs.  
Mes travaux de thèse ont montré que les ASO peuvent être utilisés pour découpler les deux 
étapes interconnectées que sont l’épissage et la transcription des transcrits germinaux (GLT) 
des Ig afin d’étudier l’impact de l’épissage seul sur la commutation de classe d’Ig. Le dépôt du 
brevet n°EP19305716.3 m’a également permis de faire une preuve de concept dans 
l’utilisation des ASO pour influencer la polyadénylation d’un isotype spécifique d’Ig en ciblant 
les sites de polyadénylation (PAS) alternatifs responsables de la production d’Ig membranaire 
ou sécrétée. En effet, cibler le PAS utilisé pour le transcrit de l’IgE sécrétée avec un ASO a 
permis de réduire la sécrétion d’IgE et pourrait constituer une nouvelle piste thérapeutique 
dans les allergies IgE dépendantes. Enfin, j’ai développé une méthode de knock down par 
oligonucléotide modulant l’épissage (SSO) qui induit un saut d’exon lors de l’épissage et 
l’apparition d’un transcrit alternatif portant un décalage du cadre de lecture et un codon stop 
prématuré. Cette méthode permettrait de cibler de nombreux gènes exprimés dans les cellules 
eucaryotes comme la cellule B ou le plasmocyte. 
En dépit de leurs limitations en termes de biodistribution, les ASO constituent des pistes 
innovantes pour le développement de nouvelles thérapies contre les maladies impliquant la 
lignée lymphoïde B ou les lymphoproliférations. 

Mots-clés : Oligonucléotide Antisens, Cellule B, Plasmocyte, Immunoglobuline, Thérapie 
génique, Epissage, Lymphome, Myélome, Allergie, Auto-immune 

Exploratory analysis of innovative antisense therapies in lymphoproliferative 
syndromes and B lineage related diseases 

Antisense oligonucleotides (ASO) can be used to direct some steps in mRNA maturation as 
splicing and polyadenylation in order to modulate gene expression. During lymphoid B-lineage 
development, maturation of immunoglobulin (Ig) transcripts involves alternative splicing and 
polyadenylation mechanisms.  
My thesis work has shown that ASO can be used to dissociate the two interconnected steps 
of transcription and splicing in order to study the sole impact of splicing of Ig germinal 
transcripts (GLT) during Ig class switch recombination. The submission of patent 
n°EP19305716.3 also allowed me to make a proof of concept for ASO usage to influence the 
polyadenylation of a specific Ig isotype by targeting the alternative polyadenylation sites (PAS) 
responsible for the production of membrane or secreted Ig. In fact, targeting the PAS used for 
the secreted IgE transcript with an ASO has made it possible to reduce IgE secretion and could 
be a new therapeutic strategy in IgE-dependent allergies. Finally, I developped a knock down 
method using splice switching oligonucleotide (SSO) that induces exon skipping during splicing 
and the appearance of alternative transcripts carrying a reading frameshift and a premature 
stop codon. This method could be used to target many genes expressed in eukaryotic cells, 
like B or plasma cells. 
Despite their limitations in terms of biodistribution, ASOs constitute innovative avenues for the 
development of new therapies against B lineage related diseases and lymphoproliferations. 

Keywords : Antisense oligonucleotide, B Cell, Plasma Cell, Immunoglobulin, Gene Therapy, 
Splicing, Lymphoma, Myeloma, Allergy, Autoimmune 


