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Les cellules hématopoïétiques sont essentielles pour assurer une protection immunitaire 

efficace. Elles sont impliquées dans deux types d’immunité : l’immunité innée qui permet une 

réponse immédiate de l’organisme et l’immunité adaptative qui met plusieurs jours à se 

mettre en place et assure une protection plus spécifique et durable dans le temps. Cette 

dernière est assurée notamment par les lymphocytes T exprimant le cluster de différenciation 

4 (CD4), qui orientent la réponse immunitaire en fonction du type de pathogène. Ainsi, en cas 

d’infection par un pathogène intracellulaire, la réponse cytotoxique est favorisée afin 

d’éliminer les cellules infectées. Cette réponse passe notamment par le biais des lymphocytes 

T CD4+ qui produisent des cytokines de type T auxiliaire 1 (Th1), comprenant principalement 

de l’interleukine 2 (IL-2), de l’interféron γ (IFN-γ) et du facteur de nécrose tumorale β (TNF-β), 

qui activent les lymphocytes T CD8+ naïfs et mémoires. Dans le cas d’une infection par un 

pathogène extracellulaire, la réponse humorale est privilégiée. Elle fait intervenir également 

des lymphocytes T CD4+, qui cette fois-ci, induisent une réponse immunitaire de type Th2 avec 

la production d’IL-4, d’IL-5, d’IL-6, d’IL-10 et d’IL-13. Ces cytokines favorisent l’activation des 

lymphocytes B naïfs (NBC) et mémoires (MBC) afin qu’ils se différencient en cellules 

sécrétrices d’anticorps appelées également immunoglobulines (Ig) : les plasmocytes (PC). 

Ainsi, les lymphocytes B sont des cellules essentielles dans la défense de l’organisme contre 

les pathogènes. Ils sont notamment caractérisés par l'expression d'un récepteur membranaire 

particulier : le récepteur du lymphocyte B (BCR), qui leur permet de reconnaître un antigène 

spécifique. Cette reconnaissance initie l'activation du lymphocyte B, son expansion clonale et 

sa différenciation en PC, qui secrète des anticorps de même spécificité que le BCR d'origine.  

 

Le sujet de ma thèse porte sur la différenciation terminale des lymphocytes B et plus 

particulièrement sur l'étude de la transition entre le stade de différenciation des lymphocytes 

B du centre germinatif, appelés centrocytes (CC) et le stade plasmocytaire, à partir de cellules 

primaires issues d’amygdales palatines humaines.  

 

Dans le premier chapitre nous aborderons les premières étapes de différenciation des NBC 

en CC. Nous nous intéresserons d’abord au microenvironnement structural et cellulaire dans 

lequel s’effectue la différenciation terminale des lymphocytes B, et plus particulièrement au 
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cas des amygdales palatines. Ensuite, nous parlerons des étapes de pré-activations des 

lymphocytes B et T, nécessaires à la réaction du centre germinatif (GC). Nous expliquerons 

aussi les premières étapes d'expansion clonale et d'hypermutations somatiques (SHM) qui ont 

lieu dans la zone sombre (DZ) du GC, et qui permettent la production de milliers de 

lymphocytes B avec le même BCR à quelques mutations ponctuelles près, définissant leur 

degré d'affinité.  

 

Dans le second chapitre, nous nous focaliserons sur la différenciation des CC en cellules 

effectrices : les PC et les MBC. Nous aborderons ainsi les étapes de sélection des lymphocytes 

B les plus affins pour l'antigène et la commutation isotypique des Ig qui se déroulent dans la 

zone claire (LZ) du GC. Dans ce chapitre, nous parlerons des devenirs possibles des CC et de 

leur sortie du GC. Nous évoquerons également la différenciation extra-folliculaire. Enfin, nous 

nous intéresserons à l’expression du CD23 par les lymphocytes B et de son utilisation comme 

marqueur de la différenciation. Dans ce cadre, nous évoquerons le cas du lymphome 

folliculaire (FL), où l’expression du CD23 est hétérogène et pourrait être en lien avec un 

blocage de la différenciation des cellules tumorales.  

 

Le troisième chapitre sera consacré au facteur de transcription différentiellement exprimé 

dans les chondrocytes 2 (DEC2) : sa structure, son implication au cours des cancers et enfin les 

éléments connus concernant son rôle dans la différenciation lymphocytaire T et B. Nous 

parlerons également de son paralogue DEC1, un facteur souvent associé à DEC2 et impliqué 

dans des fonctions similaires.  

 

Enfin, les travaux que j’ai effectués pendant mon doctorat seront exposés dans la partie 

« Résultats ». Ainsi, dans la première partie, nous montrerons que les CC qui perdent 

l’expression du CD23 membranaire et la capacité de réponse à l’IL-4 et au CD40L, sont ceux 

qui se différencient en PC. Ensuite, dans la deuxième partie des résultats, nous nous 

intéresserons au rôle de DEC2 dans la différenciation plasmocytaire et la fonctionnalité des 

PC. Pour terminer, les résultats préliminaires effectués sur les cellules tumorales de FL 

CD23pos et CD23neg seront présentés dans la troisième partie des résultats.  
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Chapitre 1 :  

La différenciation des lymphocytes 

B naïfs en centrocytes  
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Les cellules hématopoïétiques sont produites dans la moelle osseuse, qui correspond à 

l’organe lymphoïde primaire. Ainsi, la lymphopoïèse B démarre après que les cellules souches 

hématopoïétiques se soient engagées dans la différenciation en précurseurs lymphoïdes 

communs CD34+ (Kondo M et al., Cell, 1997). Ces précurseurs donnent ensuite une population 

CD7- CD10+ qui évolue ensuite en lymphocytes pro-B (CD34+ CD10+ CD19+). Ils entament les 

recombinaisons VDJ des gènes des chaînes lourdes des Ig via l'activité endonucléase des 

enzymes codées par les gènes activant les recombinaisons 1 et 2 (RAG-1 et -2) pour former 

des chaînes lourdes complètes (Hardy R et al., J Exp Med, 1991 ; Tonegawa S, Nature, 1983). 

Les lymphocytes pré-B perdent l’expression du CD34 et expriment la chaîne lourde 

membranaire µ et une pseudo-chaîne légère, donnant ainsi un pré-BCR (Ker W et al., Int 

Immunol, 1989 ; Tsubata T et Reth M, J Exp Med, 1990) dont l’expression réprime celle de 

RAG-1 et RAG-2 (Grawunder U et al., Immunity, 1995). L’assemblage des chaînes lourdes et 

légères avec un réarrangement productif permet l’expression d’un BCR IgM membranaire au 

stade B immatures. Les cellules reconnaissant un antigène survivent, y compris les auto 

réactives : c’est la sélection positive. Entre 55 à 75% de ces cellules produisent des Ig qui 

reconnaissent des antigènes endogènes (Wardemann H et al., Science, 2003). Ces cellules 

peuvent 1) subir une révision du BCR (editing) qui va lever la reconnaissance des antigènes 

endogènes ou empêcher les cellules de répondre à l’antigène et devenir anergiques, 2) mourir 

par apoptose, c’est le cas pour près de 80% d’entre elles (délétion clonale) (Rolink AG et al., 

Eur J Immunol, 1998), ou 3) survivre et devenir « B ignorants ». Après cette sélection négative 

(tolérance centrale), les lymphocytes B immatures quittent la moelle osseuse et rejoignent les 

circulations sanguine et lymphatique. A ce stade, les lymphocytes B sont dits 

« transitionnels ». Les lymphocytes transitionnels 1 (T1) (CD38fort CD24fort CD10fort CD21faible 

CD23faible IgMfort) proviennent directement de la moelle osseuse et évoluent en T2 (CD38++ 

CD24fort CD10+ CD21faible CD23fort IgMfort) puis en T3 (CD24fort CD21faible CD23+ IgMfaible) : une 

sous-population intermédiaire entre les T2 et les NBC. Les lymphocytes T2 résident dans la 

rate et se différencient ensuite en cellules matures de type NBC (CD19+ IgMfaible IgD+ CD23+). 

(Palanichamy A et al., J Immunol, 2009). A ce stade, les lymphocytes matures subissent la 

tolérance périphérique afin d’éliminer ou d’inactiver les cellules reconnaissant des antigènes 

du soi non détectés dans la moelle osseuse. Ces lymphocytes circulent dans l’organisme et 

notamment dans les organes lymphoïdes secondaires (OLS) afin de rencontrer l’antigène pour 

lequel ils sont spécifiques. En cas de rencontre, les NBC peuvent soit se différencier 
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directement en PC peu affins pour l’antigène (CD19+ CD20- CD38fort CD138+) ou en MBC 

(principalement CD27+) ; soit interagir avec le lymphocyte T spécifique lui aussi de cet 

antigène, et initier une différenciation extra-folliculaire rapide, ou plus longue : la réaction du 

GC (CD19+ CD20+ CD38+ CD10+) pour se différencier en PC hautement affins pour l’antigène. 

Les sous-populations dérivant des différents stades de maturation sont ainsi caractérisées par 

l’expression de marqueurs spécifiques (Tableau 1).  

 

 

  

Tableau 1 : Les marqueurs membranaires des lymphocytes B matures chez l’Homme. Adapté de Kaminski DA 
et al., Front Immunol, 2012.  
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I. Le microenvironnement de la différenciation 

terminale B dans les amygdales palatines  

 

Les OLS sont les lieux de rencontre entre les antigènes et les cellules immunitaires 

puisqu’ils filtrent le sang et la lymphe. Le type d’antigène détermine l’OLS ciblé pour la 

réaction immune. Ils sont composés de la rate ; des ganglions lymphatiques et des tissus 

lymphoïdes associés aux muqueuses (MALT) qui comprennent les amygdales palatines, les 

tissus lymphoïdes digestifs (GALT) avec notamment les plaques de Peyer ; et les tissus 

lymphoïdes respiratoires (BALT). Ces organes ont une structure commune et des composés 

cellulaires particuliers qui leur permettent d’assurer la réponse immunitaire humorale. Ici, 

nous nous intéresserons principalement au cas des amygdales palatines.  

 

 

1) L’organisation structurale des amygdales  

 

Bien que les amygdales palatines aient une structure similaire à celle des autres OLS, elles 

présentent toutefois quelques particularités. En effet, les amygdales ne sont pas entièrement 

encapsulées et elles sont composées d’épithélium, caractéristiques qu’elles ne partagent pas 

avec la rate et les ganglions. De plus, et contrairement aux ganglions, les amygdales ne 

possèdent pas de vaisseaux lymphatiques afférents (Perry M et Whyte A, Immunol Today, 

1998). Enfin, on trouve les lymphocytes T CD4+ en plus grande quantité dans les amygdales 

en comparaison à la rate, du fait de la présence constante d’antigènes aérodigestifs (Geißler 

K et al., Plos One, 2017).  
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La structure des amygdales a été caractérisée par l’utilisation de la microscopie 

électronique (Jovic M et al., Rom J Morphol Embryol, 2015) et par des colorations de coupes 

(Figure 1). D’abord, elles sont recouvertes d’un épithélium avec des jonctions intercellulaires 

fortes qui forment une première barrière contre les pathogènes. Aussi, elles contiennent des 

cryptes recouvertes d’un épithélium qui diffère de l’épithélium de surface par la présence de 

lymphocytes, de cellules M (des cellules associées aux cellules dendritiques (DC) et spécifiques 

des amygdales) et de DC plasmacytoïdes ou classiques, nichés dans les cryptes. Contrairement 

aux épithéliums classiques, les amygdales sont vascularisées, ce qui facilite l’import/export 

des cellules immunitaires et des antigènes. Ainsi, les cellules arrivent dans les amygdales par 

le biais des veinules à endothélium épais (HEV) qui se situent dans le para-cortex (Hafeez A et 

al., Ann Pak Inst Med Sci, 2008). Dans les HEV, les lymphocytes expriment des molécules 

d’adhésion telles que la protéine d’adhésion aux cellules vasculaires 1 (VCAM-1), la protéine 

d’adhésion vasculaire 1 (VAP-1), la sélectine P et la sélectine L, qui permettent leur adhésion 

aux cellules endothéliales et leur migration jusqu’au tissu (Perry M et Whyte A, Immunol 

Today, 1998). Dans le para-cortex, on trouve des lymphocytes T, des cellules fibroblastiques 

réticulaires (FRC) qui favorisent la survie et la migration des lymphocytes, et des DC qui 

présentent les antigènes aux lymphocytes. Dans cette zone, on trouve également des 

structures arrondies, composées principalement de NBC, de cellules dendritiques folliculaires 

(FDC) et de macrophages : les follicules primaires. Lors d’une immunisation ou d’une infection, 

ces follicules primaires peuvent évoluer en follicules secondaires qu’on appelle les GC. Ces GC 

peuvent être entourés par la zone du manteau, toujours en regard de la crypte, qui correspond 

à des lymphocytes B du follicule primaire poussés sur le côté lors de l’expansion du GC. On y 

trouve donc des NBC qui expriment l’IgM, l’IgD, le CD21 et le CD23, des cellules qui 

s’apparentent aux lymphocytes B1 murins et qui produisent des anticorps auto réactifs 

naturels de type IgM et CD23+ et des MBC. Enfin, bien que principalement décrite dans la rate, 

on trouve également une zone marginale (MZ) dans les amygdales. Les lymphocytes B de la 

MZ (MZB) s’apparentent à ceux qui existent dans la rate mais ils expriment plus faiblement le 

CD21 et l’IgG. Cette zone est très hétérogène et est composée principalement de MBC et de 

lymphocytes B T-indépendants qui n’expriment pas le CD23 (Dono M et al., Ann NY Acad Sci, 

2003).  
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Figure 1 : La structure des amygdales palatines. Coloration à l’Hématoxyline-Eosine-Safran d'une coupe 
d'amygdale. On peut localiser l’épithélium de surface, les cryptes avec leur épithélium, les follicules et la zone 
inter-folliculaire dans le para-cortex.                         
Source :  Université de Yale :  http://medcell.med.yale.edu/histology/immune_system_lab/palatine_tonsil.php 

 

 

2) Les acteurs de la différenciation terminale B dans les amygdales  

 

Peu de revues détaillent les différents types cellulaires présents spécifiquement dans 

les amygdales. Toutefois, leur structure et leurs fonctions étant similaires à celles des autres 

OLS, on y retrouve globalement les mêmes cellules.  

 

a. Les lymphocytes  

 

i. Les lymphocytes B  

 

Plusieurs populations de lymphocytes B sont présentes dans les amygdales. On trouve 

d’abord les NBC ou lymphocytes B folliculaires qui proviennent de la circulation sanguine et 

forment les follicules des amygdales en entrant par les HEV. Une fois l’antigène rencontré, ces 

cellules peuvent soit se différencier directement en MBC ou en PC sécréteurs d’Ig, peu affins 

pour l’antigène et à courte durée de vie, via la différenciation extra-folliculaire ; soit effectuer 

la réaction du centre germinatif et se différencier en MBC ou en PC hautement spécifiques de 
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l’antigène et à longue durée de vie. L’engagement dans la différenciation est en partie orienté 

par l’affinité du BCR pour l’antigène (Lechouane F et al., Eur J Immunol, 2012). En effet, une 

forte affinité conduit à une différenciation directe en PC, alors qu’une affinité plus faible 

conduit à la différenciation dans le GC, ce qui permet d’améliorer l’affinité du BCR. De plus, le 

type d’antigène conditionne la nature de la différenciation. En effet, soit la différenciation 

nécessite la présence d’un lymphocyte T, c’est le cas de la réaction du GC et de la 

différenciation extra-folliculaire T-dépendante, soit la présence d’un lymphocyte T n’est pas 

requise : c’est le cas de la différenciation extra-folliculaire T-indépendante. Enfin, la capacité 

d’intégration de la multitude de signaux fournis par le microenvironnement conditionne 

également le devenir des NBC. 

 

 Les PC produits dans les amygdales peuvent produire tous les types d’Ig (Steiniger BC 

et al., Histochem and Cell Biol, 2020), mais ils produisent en grande partie des IgA qui 

permettent la protection des muqueuses en empêchant la fixation des bactéries et des virus 

sur l’épithélium du pharynx (Brandtzaeg FL et al., Acta Oto-Laryngol, 1996). Ainsi, on y 

retrouve 18 à 30% d’IgA (dont 95% d’IgA1), plaçant les amygdales comme productrices 

principales d’IgA ; et 55 à 72% d’IgG. Les auteurs l’expliquent notamment par le fait que les 

amygdales sont stimulées en permanence par la présence constante de pathogènes 

aérodigestifs. Chez les adultes, la différenciation des lymphocytes B en PC diminue avec l’âge, 

et ce, de manière irréversible (Brandtzaeg P, Int J Pediatric Otor, 2003). 

 

Il existe d’autres types de lymphocytes B dans les amygdales. Ils participent 

principalement à la différenciation extra-folliculaire T-indépendantes : il s’agit des MZB. Ces 

cellules ont pour rôle de capter les antigènes pour les amener dans les follicules (Arnon TI et 

al., Nature, 2013) et d’activer les lymphocytes T CD4+ dans la zone T, dans le para-cortex 

(Cerutti A, Cols M, Puga I, Nat Rev Immunol, 2013). Par ailleurs, les MZB partagent des 

caractéristiques communes aux MBC dont l’expression du CD27 et leur localisation dans la 

MZ. Toutefois, ces cellules sont localisées dans des niches micro-anatomiques spécifiques et 

différentes de celles des MBC (Zhao Y et al., Nat Commun, 2018).   
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ii. Les lymphocytes T  

 

Les lymphocytes T CD4+ sont présents en plus grand nombre dans les amygdales que 

dans les autres OLS. De plus, en cas d’inflammation chronique, on trouve une augmentation 

des lymphocytes T CD4+ effecteurs qui répondent plus faiblement à une stimulation du 

récepteur des lymphocytes T (TCR) que les patients sains puisqu’ils expriment plus fortement 

à l’état basal le marqueur d’activation CD69. Cela s’explique aussi par le fait que ces 

lymphocytes T sont en contact permanent avec des antigènes, puisque les amygdales sont des 

sites très inflammatoires. Aussi, ces lymphocytes T expriment plus fortement le signal 

inhibiteur de mort cellulaire programmée 1 (PD-1). Ils seraient donc exposés à des conditions 

immuno-suppressives plus importantes que les LT normaux pour éviter des sur-inflammations 

(Geißler K et al., Plos One, 2017).  

 

Les lymphocytes T sont situés dans la zone inter-folliculaire, aussi appelée « zone T ». 

Plusieurs sous-catégories de lymphocytes T CD4+ participent à la différenciation terminale B, 

dont les lymphocytes Th2, les lymphocytes T folliculaires auxilliaires (Tfh) et les lymphocytes 

T régulateurs (Treg). Ainsi, les lymphocytes Th2 favorisent la réponse humorale en 

augmentant la capacité des lymphocytes B à produire des Ig notamment via la production d’IL-

4, d’IL-5 et d’IL-13 (Cantor H et al., Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol, 1977). Les lymphocytes 

pré-Tfh activent les lymphocytes B et initient la réaction du GC. Ce sont les précurseurs des 

lymphocytes Tfh, des cellules situées dans la LZ du GC. Leur rôle majeur est de sélectionner 

les clones B les plus affins pour l’antigène. Ces lymphocytes seront décrits plus précisément 

dans le chapitre 2. Les lymphocytes Treg CD4+ Foxp3+ (boîte Forkhead 3) CD25+ ont une 

fonction immunosuppressive qui permet à l’organisme de maintenir la tolérance au soi et 

d’éviter l’auto-immunité (Corthay A, Scand J Immunol, 2009). Une sous-population de Treg 

CXCR5+ est spécifiquement retrouvée dans les GC : les lymphocytes T folliculaires régulateurs 

(Tfr) qui régulent la production de PC en participant à la sélection des clones les plus affins 

(Kim CH, Hashimoto-Hill S et Kang SG, Meth Mol Biol, 2015).  
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b. Les autres cellules hématopoïétiques  

 

 

i. Les cellules dendritiques   

 

 

Les DC sont des cellules présentatrices d’antigènes, tout comme les macrophages et les 

lymphocytes B. Ainsi, le rôle des DC est de capturer les antigènes, les dégrader, les présenter 

sur le complexe majeur d’histocompatibilité II (CMH II) et d’activer les lymphocytes T 

spécifiques de ces antigènes. Il en existe plusieurs sous-catégories qui jouent des rôles variés 

dans la réponse immunitaire. Ainsi, dans l’amygdale, il existerait cinq populations de DC 

(Summers KL et al., Am J Pathol, 2001). Toutefois, il existe majoritairement deux types de DC 

qui participent à la différenciation terminale : les DC plasmacytoïdes (pDC) et les DC 

classiques. Les pDC sont des cellules qui répondent principalement aux infections virales mais 

elles interviennent aussi dans la présentation des antigènes (Rodriguez PF et al., Nat Immunol, 

2018). Les DC classiques sont retrouvées en plus faible quantité et sont caractérisées par 

l’expression du CD11c, elles expriment plus fortement le CMH II et les molécules d’activation 

CD83 et CD86, ce qui leur permet d’activer plus facilement les lymphocytes T. Les DC des 

amygdales produisent principalement de l’IL-17 et du facteur de croissance transformant β 

(TGF-β). Ces DC activent moins bien les lymphocytes T que les DC dérivées de monocytes 

sanguins. En effet, lorsqu’elles sont cultivées avec des lymphocytes T, ces derniers produisent 

moins de cytokines et leur prolifération est diminuée. Ces données suggèrent que les DC 

participent activement à maintenir la tolérance immunitaire dans les amygdales (Hallissey CM 

et al., J Infect Dis, 2014). L’équipe de Smed-Sörensen a également tiré ces conclusions 

récemment en comparant les réponses des pDC d’amygdales aux pDC du sang en réponse au 

virus de l’Influenza A. Ainsi, ils ont mis en évidence que les pDC d’amygdales répondaient 

moins bien que les pDC sanguines, avec notamment une baisse de la sécrétion d’IFN-α 

(Vangeti S et al., J Immunol, 2019).  
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ii. Les macrophages  

 

Les macrophages résidents ont un rôle de cellules présentatrices d’antigènes et 

interviennent également dans la phagocytose des cellules endommagées, des débris 

cellulaires ou des antigènes opsonisés pour maintenir l’homéostasie (Roberts AW, Immunity, 

2017). Il existe plusieurs sous-types de macrophages, en fonction de l’expression de certains 

récepteurs et de leur localisation. Dans la MZ, on trouve les macrophages de la zone marginale 

(MZM) et les macrophages métallophiles marginaux (MMM) qui sont impliqués dans le 

nettoyage des débris cellulaires et dans la tolérance aux antigènes du soi. Les « macrophages 

à corps tangibles » (TBM), se situent dans les follicules B où ils phagocytent les lymphocytes B 

apoptotiques (Tabe H et al., Acta Otolaryngol Suppl, 1996).   

 

 

c. Les cellules stromales  

 

Les cellules stromales organisent la structure des OLS et participent grandement aux 

réactions immunitaires, notamment en attirant les cellules dans les OLS, mais aussi en leur 

prodiguant des molécules de survie. Elles ont été principalement étudiées dans les ganglions. 

Ces cellules sont caractérisées par l’expression de la podoplanine (GP38) et le fait qu’elles 

n’expriment ni marqueurs épithéliaux, ni marqueurs endothéliaux (Chang JE et Turley SJ, 

Trends Immunol, 2015). Les principales cellules présentent dans les amygdales et qui 

participent à la différenciation terminale B sont récapitulées dans le Tableau 2.  
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Tableau 2 : Les principales cellules stromales lymphoïdes participant à la différenciation terminale des 
lymphocytes B. Adapté de Lamaison C et Tarte K, Immunol Letters, 2019.  

 

 

Les FDC sont des cellules localisées dans les follicules primaires puis dans la zone claire 

(LZ) du GC. Elles produisent principalement le ligand de la chimiokine à motif CXC 13 (CXCL13) 

qui attire les CC et les lymphocytes Tfh dans la LZ du GC (Ansel KM et al., Nature, 2000 ; 

Roozendaal R et al., Immunity, 2009). Ces cellules ont également un rôle dans la sélection des 

CC puisqu’elles présentent les antigènes au niveau de leurs longs prolongements 

cytoplasmiques, et que seuls les CC qui reconnaissent l’antigène pour lequel ils sont 

spécifiques vont interagir avec le lymphocyte Tfh spécifique lui aussi, et survivre (El Shiks M E 

et al., Trends Immunol, 2010). En parallèle, les lymphocytes B produisent de la lymphotoxine 

(LT) α1β2 et du TNF-α, indispensables pour le développement des FDC (Ansel KM et al., 

Nature, 2000). Les lymphocytes B sont donc essentiels à la genèse et à la survie des FDC. Ainsi, 

les souris qui présentent le syndrome d’immunodéficience combinée sévère et donc une 

absence de lymphocytes B, n’ont pas de FDC (Melchers F et al., Curr Opin Immunol, 1995). Par 

ailleurs, le bon positionnement des FDC est en parti régulé par l’IL-4, puisqu’en son absence, 

on note une réduction de 50 à 70 % des FDC dans le GC (Cortes-Selva D et al., Eur J Immunol, 

2019). Enfin, les FDC fournissent des signaux de survie aux lymphocytes B (Wang X et al., J Exp 

Med, 2011) comme l’IL-6 (Ansel KM et al., Nature, 2000) et le facteur activant les lymphocytes 

B (BAFF ou Blys) (Gorelik L et al., J Exp Med, 2003).   
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Les cellules réticulaires exprimant le CXCL12 (CRC), récemment décrites, s’apparentent 

aux FDC. En effet, elles sont également localisées dans le follicule B et plus particulièrement 

dans la zone sombre (DZ) du GC. Comme leur nom l’indique, elles produisent du CXCL12 qui 

attire et maintien dans la DZ les lymphocytes B proliférants : les centroblastes (CB), puisqu’ils 

expriment le récepteur aux chimiokines à motif CXC 4 (CXCR4) : le récepteur du CXCL12 (Rodda 

LB et al., J. Immunol, 2015). Une récente étude a caractérisé plus précisément ces cellules en 

utilisant le séquençage du transcriptome (RNAseq) au niveau cellule unique. Elle révèle 

notamment que « les FDC de la DZ » (CRC) et celles de la LZ partagent une origine cellulaire 

commune. De plus, ces cellules expriment différemment certains marqueurs clés, par 

exemple, les FDC de la LZ expriment CD21 et CD23, ce qui n’est pas le cas des FDC de la DZ 

(Pikor NB et al., Nat Immunol, 2020).  

 

Les FRC sont localisées dans la zone inter-folliculaire. Elles forment un réseau 

réticulaire et sécrètent le ligand de chimiokine à motif CC 19 (CCL19) et le CCL21, qui 

permettent le recrutement et la migration dans la MZ et dans la zone T des cellules qui 

expriment le récepteur correspondant : le récepteur aux chimiokines à motif CC 7 (CCR7) (Reif 

K et al., Nature 2002 ; Mueller S N et Ahmed R, Immunol Rev, 2008). La production de ces 

cytokines par les FRC permet également aux lymphocytes d’être constamment en mouvement 

et de scanner les antigènes sur les cellules dendritiques (Luther S A et al., PNAS, 2000). Alors 

que les FRC ont toujours été décrites comme des cellules de soutien, une récente étude révèle 

leur rôle dans la régulation des étapes finales de la différenciation B. Ainsi, les FRC produisent 

du CCL2 qui se fixe sur le récepteur au complément 2 (CR2 ou CD21) présent sur les 

monocytes. Ces derniers produisent ensuite des espèces réactives de l’oxygène qui 

provoquent la mort des PC (Dasoveanu DC et al., Sci Immunol, 2020).  Cette étude va de pair 

avec celle de l’équipe de Galipeau qui révèle que la production de CCL2 par les cellules 

stromales diminue la production d’Ig en supprimant la signalisation passant par le 

transducteur de signaux et l’activateur de transcription 3 (STAT3), et en augmentant 

l’expression de la protéine de boîte appariée 5 (PAX5) dont l’expression est associée à un 

phénotype B et non PC (Rafei M et al., Blood, 2008) (Figure 2).  
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Figure 2 : Les cellules stromales impliquées dans la différenciation terminale des lymphocytes B. Les cellules 
réticulaires fibroblastiques (FRC) forment un maillage dans la zone T et sécrètent du ligand de la chimiokine à 
motif CC 19 (CCL19) et du CCL21. Ces chimiokines permettent le recrutement des lymphocytes B naïfs (NBC) qui 
expriment le récepteur de la chimiokine à motif CC 7 (CCR7). Dans la zone sombre, les cellules réticulaires 
produisant les chimiokines à motif CXCL 12 (CXCL12) (CRC) attirent et maintiennent les centroblastes (CB) qui 
expriment le récepteur aux chimiokines à motif CXC 4 (CXCR4). Dans la zone claire, les cellules dendritiques 
folliculaires (FDC) exprimant les récepteurs au complément 1 et 2 (CR1/2 ou CD35/CD21) produisent du CXCL13 
qui attire les centrocytes (CC) et les lymphocytes T folliculaires auxiliaires (Tfh), qui expriment le CXCR5 en retour. 
Elles fournissent également du facteur activant les lymphocytes B (BAFF) aux CC. Les FDC survivent grâce au 
facteur de nécrose tumorale α (TNF) et à la lymphotoxine α1β2 (LT) produits par les CC. Les macrophages à corps 
tangibles (TBM) permettent l’élimination des débris liés à la sélection des CC (Adapté de Lamaison C et Tarte K, 
Immunol Letter, 2019).  

 

Enfin, les cellules réticulaires marginales régulent l’entrée des cellules dans la zone T 

(Katakai T et al., J Immunol, 2008 ; Koning JJ et Mebius RE, Trends Immunol, 2012) et 

transfèrent les antigènes des DC aux lymphocytes B (Phan TG et al., Nat Immunol, 2009). Bien 

qu’elles soient peu caractérisées, on sait qu’elles expriment la molécule d'adhésion cellulaire 

de l'adhésine vasculaire mucosale 1 (MAdCAM-1) et qu’elles sécrètent du CXCL13 (Katakai T 

et al., J Immunol, 2008). Une étude récente suggère que ces cellules auraient un rôle dans la 

phagocytose des lymphocytes B apoptotiques (Sato K et al., J. Immunol, 2018).  
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II. Les étapes précoces de l’engagement dans la 

différenciation terminale B  

 

Les NBC sont des cellules quiescentes qui circulent dans l’organisme et scrutent les DC des 

OLS afin d’assurer une veille immunologique. Leur arrivée dans les GC est un processus 

finement contrôlé par des molécules attractives telles que les chimiokines et par des 

molécules d’adhésion.  

 

1) L’arrivée des cellules effectrices dans les amygdales  

 

L’entrée des cellules dans les OLS a principalement été étudiée dans les ganglions 

lymphatiques. Les études sur les amygdales ne semblent pas indiquer de différences avec les 

ganglions, ce qui suppose que les mécanismes impliqués sont similaires. Toutefois, les 

amygdales ne possèdent pas de vaisseaux lymphatiques afférents et les cellules arrivent par 

le biais des HEV. Ainsi, les NBC commencent par traverser les HEV via l’expression successives 

de molécules d’adhésion telles que l’intégrine : antigène associé aux fonctions lymphocytaires 

(LFA-1) qui se lie à la molécule d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM1) et à ICAM2 sur les cellules 

endothéliales. Une fois dans l’OLS, les NBC restent à proximité des HEV pendant 3 à 4 heures 

(Park C et al., Blood, 2012) et se rapprochent des DC (Qi H et al., Science, 2006). Les NBC 

expriment le CCR7 qui leur permet de migrer le long des FRC qui produisent du CCL19 et du 

CCL21 dans la zone T. Ensuite, les NBC expriment EBI2 (GPR183) : le récepteur des oxystérols, 

qui permet leur localisation autour des follicules (Pereira JP et al., Nature, 2009). Enfin, ils 

expriment le CXCR5 : le récepteur au CXCL13 produit par les FDC, qui permet leur entrée dans 

les follicules B (Bajénoff M et al., Immunity, 2006).  
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Les lymphocytes T naïfs traversent les HEV de la même manière que les NBC, et expriment 

en plus la L-sélectine (CD62L). La production de CCL19 et de CCL21 par les FRC dans la zone T 

attire les lymphocytes T via l’expression du CCR7 (Bajénoff M et al., Immunity, 2006) (Figure 

3).  

 

 

Figure 3 : L’entrée des lymphocytes dans les organes lymphoïdes secondaires via les veinules à endothélium 
épais. Les lymphocytes B et T naïfs entrent dans les organes lymphoïdes secondaires (OLS) via les veinules à 
endothéliums épais (HEV) et interagissent avec des cellules dendritiques (DC) situées autour des HEV. Ils migrent 
ensuite le long des cellules réticulaires fibroblastiques (FRC) jusqu’à la zone T, via l’expression du récepteur de la 
chimiokine à motif CC 7 (CCR7), en réponse à la chimiokine à motif CC 19 (CCL19) et au CCL21 produits par les 
FRC. L’entrée dans les follicules B est contrôlée par l’expression d’EBI2 et par la sécrétion du ligand de la 
chimiokine à motif CXC 13 (CXCL13) par les cellules dendritiques folliculaires (FDC) et les cellules réticulaires 
marginales (MRC), reconnue par le CXCR5 des lymphocytes B naïfs. Une fois l’OLS exploré, les lymphocytes 
augmentent l’expression du récepteur à la sphyngosine-1-phosphate (S1P1R) qui permet leur sortie de l’OLS en 
suivant le gradient de sphyngosine-1-phosphate (S1P) (Girard JP et al., Nat Rev Immunol, 2012).  

 

 

Les DC migrent dans les OLS, également grâce au CCR7 et à la L-sélectine (Seth S et al., J 

Immunol, 2011). Ces cellules régulent l’entrée des NBC et des lymphocytes T naïfs dans les 

ganglions en produisant notamment du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) 

qui promeut la formation des HEV, et la production de CCL21 par les TFR (Wendland M et al., 

Immunity, 2011).  
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Par ailleurs, d’autres molécules permettent l’entrée des lymphocytes dans les OLS, dont 

l’autotaxine (ATX, codée par ENPP2) qui est une enzyme qui permet la conversion de la 

lysophosphatidylcholine (LPC) en acide lysophosphatidique (LPA). Ce LPA est fortement 

exprimé et sécrété dans les HEV ce qui permet aux lymphocytes de s’y fixer avec une forte 

affinité et ainsi d’entrer dans les OLS (Kanda H et al., Nat Immunol, 2009).  

 

Les études chez la souris révèlent que les lymphocytes B explorent les ganglions pendant 

près de 24 heures alors que les lymphocytes T n’y restent que 8 à 12 heures (Tomura M et al., 

PNAS, 2008). Malgré cette longue période dans les ganglions, la majorité des lymphocytes B 

ne rencontre pas l’antigène spécifique de leur BCR. Dans ce cas, les lymphocytes B repartent 

dans la circulation sanguine en suivant le gradient de sphingosine-1-phosphate (S1P) en 

exprimant le récepteur S1PR1 (Gohda M et al., J Immunol, 2008 ; Girard JP et al., Nat Rev 

Immunol, 2012). Ce gradient de S1P peut être produit par l’ATX (Clair T et al., Cancer Res, 

2003).  

 

2) La pré-activation des lymphocytes B naïfs  

 

Après une infection ou une immunisation, l’antigène entre dans les OLS via la circulation 

sanguine au travers des HEV. L’antigène est sous forme soluble, de complexe immun, ou lié à 

des cellules présentatrices d’antigènes telles que les DC, les macrophages ou les lymphocytes 

B (H. Qi et al., Science, 2006 ; Hong S et al., Immunity, 2018). Ces cellules exposent les 

antigènes en surface via les récepteurs aux fragments cristallisables (Fc) des Ig et les 

récepteurs au complément (CR). Les NBC et les MBC scrutent ensuite ces cellules à la 

recherche de l’antigène immunogène. Sa reconnaissance et sa fixation s’effectuent par le BCR, 

qui est composé d’une Ig membranaire mIgM et/ou mIgD, associée à deux chaînes : CD79A 

(Igα) et CD79B (Igβ) qui transduisent le signal reçu grâce à des motifs d’activation des 

récepteurs immuns basés sur la tyrosine (ITAM).  La fixation de l’antigène sur le BCR conduit 

à des changements conformationnels qui permettent le recrutement de protéines qui activent 

la cascade de signalisation. Ainsi, les motifs ITAM du CD79A et du CD79B sont phosphorylés 

par la protéine tyrosine kinase LYN, formant ainsi des sites d’ancrage pour la tyrosine kinase 
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de la rate (SYK). La fixation de cette dernière sur les chaînes CD79A et CD79B lui permet de 

phosphoryler et d’activer la protéine se fixant aux lymphocytes B (BLNK) qui phosphoryle à 

son tour la protéine tyrosine kinase de Burton (BTK) et la phospholipase C y2 (PLCy2). La PLCy2 

induit une augmentation du calcium intra-cellulaire (Ca2+), active la voie phosphoinositide-3-

kinase / AKT (PI3K/AKT) qui promeut la survie des lymphocytes B et active la protéine kinase 

C (PKC).  Enfin, la PKC active la voie des kinases activées par des signaux extra-cellulaires (ERK) 

impliquées dans la prolifération, et la voie du facteur nucléaire kappa B (NF-κB) impliquée 

dans la survie. Ces signaux conduisent à une diminution de l’expression de la protéine du 

lymphome 6 des lymphocytes B (BCL6) et à la production et la sécrétion des chimiokines CCL3 

et 4, toutes les deux impliquées dans l’attraction des lymphocytes T. La signalisation BCR est 

facilitée par les co-récepteurs CD19, CD21 et CD81. Elle peut être inhibée par le CD22 (un 

membre de la famille des lectines de type Ig liant l’acide sialique : SIGLEC), le CD5, le CD32 (le 

récepteur Fc des IgG2b (FcyIIb)) via le recrutement des phosphatases contenant le domaine 

d'homologie SRC 1 et 2 (SHP1 et SH2), et le CD45 (Figure 4). L’activation de la voie BCR 

s’accompagne de l’internalisation actine-dépendante et de la dégradation de l’antigène dans 

les lysosomes. In fine, le lymphocyte B activé présente en surface des peptides d’antigènes sur 

le CMH II. La signalisation BCR se termine lorsque la protéine kinase SRC C-terminale (CSK) 

active l’ubiquitine ligase du lymphome de la lignée Casistas B (CBL), qui elle-même inhibe le 

BCR (Bojarczuk K et al., Blood Cells Mol Dis, 2015).  
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Figure 4 : La signalisation du récepteur du lymphocyte B. La reconnaissance de l’antigène par le récepteur du 
lymphocyte B (BCR) permet le recrutement de la protéine kinase LYN qui phosphoryle les chaînes CD79A et CD79B 
au niveau des motifs d’activation des récepteurs immuns basés sur la tyrosine (ITAM). Ces phosphorylations 
permettent le recrutement de la tyrosine kinase de la rate (SYK). SYK phosphoryle la protéine se fixant au 
lymphocyte B (BLNK) qui elle-même phosphoryle la tyrosine kinase de Burton (BTK). Ces phosphorylations 
conduisent à l’activation la phospholipase C γ2 (PLCγ2), qui elle-même engendre une augmentation de calcium 
(Ca2+) ; active la voie de la protéine kinase C et la voie PI3K-AKT. Cette augmentation de Ca2+ intracellulaire active 
la voie des kinases activées par des signaux extracellulaires (ERK) et la voie du facteur nucléaire κB (NF-κB), qui 
induisent respectivement la prolifération et la survie du lymphocyte B. Ces signaux empêchent l’expression de la 
protéine du lymphome 6 des lymphocytes B (BCL6) et favorise la production et la sécrétion de chimiokine à motif 
CC 3 (CCL3) et de CCL4. Le CD5 et le CD22 inhibent la signalisation BCR en recrutant des phosphatases contenant 
le domaine d'homologie SRC 1 et 2 (SHP1 et SH2) (Burger JA et Wiestner A, Nat Rev Cancer, 2018).  

 

La force du signal BCR influence la différenciation des NBC en PC. En effet, une stimulation 

BCR forte conduit à la différenciation extra-folliculaire via une augmentation de l’expression 

des récepteurs aux chimiokines CCR7 et CXCR5, ce qui permet la localisation en dehors du 

follicule. De plus, ces lymphocytes B diminuent l’expression du ligand du co-stimulateur induit 

par le lymphocyte T (ICOS‐L), dont l’interaction avec son récepteur sur le lymphocyte T (ICOS) 

facilite l’interaction B-T. Dans ce cadre, les lymphocytes B diminuent également les molécules 

de co-stimulation CD84 et CD86. Ainsi, la force de stimulation du BCR des lymphocytes B 

contrôlent également la différenciation Tfh (Sacquin A et al., Eur J Immunol, 2017).  

 

Par ailleurs, les lymphocytes B peuvent reconnaître des antigènes avec des motifs 

particuliers présents sur des pathogènes (PAMP) comme les lipopolysaccharides (LPS), ou 

provenant des cellules endommagées de l’organisme (DAMP). Dans ce cas, l’activation du BCR 

n’est pas suffisante et l’activation synergique des récepteurs de type Toll (TLR) est nécessaire. 
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Ainsi, il existe 13 TLR dont l’activation est majoritairement associée à la protéine de réponse 

primaire de différenciation myéloïde 88 (MYD88) (Hua Z et Hou B, Cell Mol Immunol, 2012).  

En plus du signal induit par le BCR, les TLR transmettent un signal supplémentaire qui peut 

faciliter la différenciation T-dépendante des lymphocytes B en PC (Gantner BN et al., J Exp 

Med, 2003 ; Ruprecht CR et Lanzavecchia A, Eur J Immunol, 2006) et T-indépendante 

(Bernasconi NL et al., Blood, 2003).  

 

Après activation du BCR, les NBC et les MBC réactivées par le lymphocyte T correspondant 

entament un cycle cellulaire en passant de la phase quiescente G0 du cycle à la phase G1 et 

prolifèrent abondamment. Elles sur-expriment les molécules de costimulation CD80 et CD86, 

et des molécules d’adhésion comme ICAM-1. Ces cellules expriment également d’une part le 

CCR7, qui leur permet de suivre les gradients de CCL19 et CCL21 produits par les FRC (Okada 

T et al., J Exp Med, 2002), et d’autre part EBI2 qui leur permet de migrer jusqu’à la zone T 

(Cyster JG et Allen CDC, Cell, 2019). Elles diminuent également l’expression de S1PR1 afin de 

rester dans le tissu.  

 

3) La pré-activation des lymphocytes T CD4+ naïfs  

 

Dans la zone T, les cellules présentatrices d’antigènes et principalement les DC, 

interagissent avec les lymphocytes T CD4+. Ainsi, la reconnaissance de l’antigène par le 

lymphocyte T s’effectue via son récepteur spécifique (TCR) et le complexe CMH II/peptide 

présent sur les DC. Les lymphocytes T ayant un répertoire TCR restreint, avec une forte affinité 

pour le peptide/CMH II sont ceux qui vont se différencier en cellule effectrice (Fazilleau N et 

al., Nat Immunol, 2009).  

 

L’imagerie intra-vitale chez la souris a permis de caractériser les interactions T-DC. Ainsi, 

ces interactions se déroulent en trois étapes successives. La première dure quelques minutes 

et jusqu’à huit heures et correspond à des interactions faibles et rapides. La seconde étape 

est caractérisée par des interactions longues qui se déroulent pendant les 12 à 24 heures 
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suivant l’infection. Enfin, la dernière étape se déroule pendant les 48 à 72 heures post-

infection et nécessite des interactions d’au moins 10 minutes pour engager la différenciation 

des lymphocytes T en Tfh (Benson RA et al., eLife, 2015). Ainsi, la pré-activation du lymphocyte 

T nécessite différents signaux fournis par les DC, tels que les signaux de costimulation du TCR 

de la famille B7 incluant CD40, OX40L et ICOSL, et des cytokines. L’activation du CD28 par ces 

molécules de costimulation augmente l’expression de BCL6, un gène clé dans la différenciation 

du lymphocyte T CD4+ en pré-Tfh et associé à la production d’IL-4, d’ICOS et du récepteur au 

CXCL13 : le CXCR5 (Walker LSK et al., J Exp Med, 1999 ; Lintermann MA et al., eLife, 2014). Le 

CD28 induit également la surexpression du CCR4 : le récepteur du CCL22 et du CCL17, qui 

permet aux lymphocytes pré-Tfh de migrer jusqu’aux cellules présentatrices d’antigène et 

sécrétrices de ces chimiokines (Ghia P et al., Eur J Immunol, 2002 ; D’Ambrosio D et al., J 

Immunol, 1998). L’activation du CD28 est également facilitée par l’interaction avec le CD80 et 

le CD86 fournis par les DC (Wang CJ et al., PNAS, 2015). Par ailleurs, la voie des protéines 

homologues associées à la translocation 1 et 2 (NOTCH 1 et 2) est également impliquée dans 

la différenciation Tfh en favorisant l’expression de BCL6, CXCR5, PD-1 et la production d’IL-21 

et d’IL-4. Ces voies diminuent de ce fait l’expression de BLIMP1 (ou PRDM1), un facteur de 

transcription inhibiteur de la différenciation Tfh (Auderset F et al., J Immunol, 2013).  

 

Parmi les cytokines produites par les DC qui favorisent la différenciation en lymphocyte 

Tfh, on trouve principalement l’IL-6 qui permet l’expression de BCL6 et de l’IL-21 (Nurieva RI 

et al., Science, 2009) mais empêche l’expression de l’IL-4 (Hercor M et al., J Leukoc Biol, 2017). 

Les DC produisent également de l’IL-12 qui promeut l’expression d’ICOS, de CXCR5 et d’IL-21 

(Ma CS et al., Immunol Cell Biol, 2009).  

 

La différenciation des lymphocytes Tfh peut également être inhibée par les DC, les 

lymphocytes T eux-mêmes et les NBC, de manière à sélectionner les clones les plus affins pour 

l’antigène. Ainsi, les DC peuvent produire de l’IL-2 qui empêche la différenciation via 

l’induction de BLIMP1. L’augmentation d’expression de ce dernier inhibe l’expression de BCL6 

et de CXCR5 (Kumar Krishnaswamy J et al., Front Immunol, 2018). Ensuite, les lymphocytes T 

eux-mêmes peuvent limiter leur différenciation via l’expression du CTLA-4 qui est en 
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compétition avec le CD28 pour les ligands CD80 et CD86 exprimés sur les DC. Ainsi, 

l’engagement de CTLA-4 par les lymphocytes T empêche leur différenciation (Petersone L et 

al., Front Immunol, 2018), d’où son rôle « d’immune checkpoint ». D’ailleurs, un blocage du 

CTLA-4 chez la souris entraîne un sur-engagement du CD28 et donc une augmentation du 

nombre de Tfh, qui conduit à une formation spontanée de GC (Wang CJ et al., PNAS, 2015). 

Par ailleurs, il faut noter que parmi les lymphocytes T CD4+ naïfs, seuls ceux qui reçoivent un 

un signal TCR fort produisent de l’IL-2 et se différencient en Tfh. Ceux qui n’en produisent pas 

sont stimulés de manière paracrine par l’IL-2 produite par les Tfh, ce qui bloque l’expression 

de BCL6 et induit celle de BLIMP1, et donc, empêche leur différenciation en lymphocytes Tfh 

(DiToro D et al., Science, 2018). Par ailleurs, la production d’IL-2 par les lymphocytes T active 

les DC CD25+ (IL-2RA), qui en retour expriment ICOSL et promeuvent la différenciation en 

lymphocytes pré-Tfh (Li J et al., Nature, 2016). Enfin, l’interaction des lymphocytes T avec les 

NBC par le biais de PD-1/PD-L1 limite l’expression de CXCR5 par les lymphocytes T et empêche 

ainsi leur localisation dans les follicules B, ce qui régule la qualité et la quantité des 

lymphocytes pré-Tfh qui entrent dans le GC (Shi J et al., Immunity, 2018). 

 

Ces premières interactions dans la zone T permettent in fine, aux lymphocytes pré Tfh 

d’exprimer EBI2 et donc de se localiser autour du follicule B, pour interagir avec le lymphocyte 

B activé correspondant.  

 

4) La synapse B-T  

 

Les lymphocytes B pré-activés et les pré-Tfh se rencontrent en dehors du follicule. Dans 

cette zone, plus de la moitié des contacts B-T forme des conjugués stables (Allen CDC et al., 

Science, 2007) notamment par le biais des molécules d’adhésion ICAM-1 et 2 (versant 

lymphocyte B) et LFA-1 (versant lymphocyte T) (Zaretsky I et al., J Exp Med, 2017), mais aussi 

par l’interaction CMH II/peptide (lymphocytes B) – TCR (lymphocytes T). Ainsi, la quantité de 

CMH II et leur liaison au TCR contribuent à la stabilité de l’interaction. Lors d’interactions 

faibles, les lymphocytes B s’engagent dans la différenciation extra-folliculaire pour former des 
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PB peu affins pour l’antigène (Chan TD et al., J Immunol, 2009), ou expriment la cytidine 

désaminase induite par activation (AID, codée par AICDA) qui permet la production d’Ig 

commutés (Marshall JL et al., Eur J Immunol, 2011). Les lymphocytes B et T pré-activés 

interagissent ensuite par le biais de molécules de costimulation : CD40/CD40L, ICOS/ICOSL 

(ICOS appartenant à la famille du CD28), PD-1/PD-L1 et des cytokines telles que l’IL-21, l’IL-

4 et l’IL-2 (Figure 5) (Kumar Krishnaswamy J et al., Front Immunol, 2018).  

 

 

Figure 5 : La pré-activation du lymphocyte T et sa synapse activatrice avec le lymphocyte B correspondant. a. 
Le lymphocyte T CD4+ naïf migre dans la zone T via l’expression du récepteur aux chimiokines à motif CC 7 (CCR7). 
Il interagit avec la cellule dendritique (DC) qui expose l’antigène sur le complexe majeur d’histocompatibilité II 
(CMH II) par le biais de son récepteur du lymphocyte T (TCR). b. Le lymphocyte T diminue l’expression du CCR7 en 
faveur du récepteur aux chimiokines à motifs CXC 5 (CXCR5), récepteur de la chimiokine à motif CXC 13 (CXCL13), 
et l’EBI2 le récepteur des oxystérols, pour se localiser à proximité des follicules, dans la bordure B-T. Il interagit 
une seconde fois avec les DC, ce qui initie sa différenciation en lymphocyte T pré auxilliaire folliculaire (pré-Tfh). 
Cette interaction nécessite les couples CMH II/TCR ; CD40/CD40L ; CD80-CD86/CD28 et OX40L/OX40 
principalement Elle passe aussi par des molécules solubles : interleukine 6 (IL-6) et IL-12 produites par les DC, et 
IL-21 produite par les lymphocytes T eux-mêmes. c. Le lymphocyte B pré-activé et le lymphocyte pré-Tfh forment 
une interaction stable via les couples TCR/CMH II ; récepteur du co-stimulateur induit par le lymphocyte T et son 
ligand (ICOS/ICOSL) ; CD40/CD40L et le signal inhibiteur de mort cellulaire programmée 1 et son ligand (PD-1/PDL-
1), et nécessite également l’expression de molécules d’adhésion comme la protéine associée aux protéines SLAM 
(SAP). Cette interaction finalise la différenciation du lymphocyte pré-Tfh en en lymphocyte Tfh et active le 
lymphocyte B en induisant l’expression de la protéine du lymphome 6 des lymphocytes B (BCL6) dans les deux 
types cellulaires. Les lymphocytes Tfh produisent également de l’IL-21 pour engager la différenciation du 
lymphocyte B. d. Les lymphocytes Tfh et B entrent dans le centre germinatif et continuent leur maturation (Kumar 
Krishnaswamy J et al., Front Immunol, 2018).     
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Ainsi, l’interaction B-T induit la production de CD40L par les lymphocytes pré-Tfh. Cette 

molécule vient interagir avec le CD40 exprimé par les lymphocytes B, ce qui active les voies 

NF-κB et AKT et favorise ainsi la survie et la prolifération des lymphocytes B. Ainsi, les 

lymphocytes B des souris déficientes en CD40 présentent des défauts de prolifération et de 

commutation des gènes des Ig en IgG, ainsi qu’une perte de formation des GC (Lee BO et al., 

J Immunol, 2003). De plus, la force du signal CD40 détermine les capacités de différenciation 

des MBC : une signalisation CD40 forte conduit à la différenciation des MBC en PB alors qu’une 

signalisation plus faible engage les MBC dans la réaction du GC (Koike T et al., Elife, 2019). Par 

ailleurs, l’interaction CD40/CD40L favorise la production d’ICOSL par les lymphocytes B, qui 

lui-même stimule l’expression de BCL6 (Liu D, Nature, 2015 ; Choi YS et al., Immunity, 2011). 

Ce signal renforce l’interaction B-T et favorise la différenciation des lymphocytes pré-Tfh en 

Tfh (Krishnaswamy JK et al., Front Immunol, 2018).  

 

Les cytokines ont également un rôle clé dans cet engagement. Ainsi, l’initiation de la 

réponse du GC dépend d’abord de l’IL-21, puis de l’IL-4. En effet, la signalisation de l’IL-21 par 

les protéines kinases Janus (JAK) 1 et JAK3, STAT1 et STAT3, voir STAT5 induit l’expression du 

facteur BCL6 et diminue l’expression des facteurs PAX5, BLIMP1, la protéine de liaison à la 

boîte X 1 (XBP1) et AID, pour favoriser la réaction du GC. Ce résultat est tout de même limité 

à un nombre restreint de NBC, puisque la coculture de NBC avec des fibroblastes exprimant 

constitutivement le CD40L, avec de l’IL-21, n’induit l’augmentation d’expression de BCL6 et le 

phénotype GC que d’une faible proportion de cellules (Robinson MJ et al., Immunol Cell Biol, 

2019).  

 

Le rôle de l’IL-4 dans l’initiation de la réaction du GC est controversé. En effet, l’IL-4 est 

souvent mentionnée comme ayant un rôle dans la commutation de classe et principalement 

en IgE, mais peu décrite comme ayant un rôle dans l’initiation de cette différenciation 

terminale B. Ainsi, une étude révèle que l’IL-4 bloquerait la différenciation des NBC en limitant 

l’effet stimulateur de l’IL-21 (Bryant VL et al., J Immunol, 2007), alors que d’autres travaux 

contredisent ce résultat en montrant que l’IL-4 produite de manière extra-folliculaire favorise 

les réactions du GC (Turqueti-Neve A et al., Eur J Immunol, 2014). Le groupe de Tarlinton a 

également travaillé sur cette question. En utilisant un système de coculture des NBC et d’une 
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lignée de fibroblastes exprimant le CD40L, ils ont obtenu des cellules ayant un phénotype GC. 

En travaillant sur ces cellules in vitro, ils ont montré que l’IL-4 mais pas l’IL-21, était nécessaire 

pour acquérir le phénotype GC. Cependant, ces cellules ont besoin de l’IL-4 et de l’IL-21 pour 

entrer en prolifération et induire l’expression de BCL6, et ce, de manière dose-dépendante 

(Robinson MJ et al., Immunol Cell Biol, 2019).  

 

Enfin, l’IL-2 est également impliquée dans cet engagement. Sa signalisation par STAT3 et 

STAT5 est corrélée à la force du signal TCR. Une récente publication de notre équipe montre 

d’ailleurs son importance dans la différenciation B. En effet, l’IL-2 réprime la protéine 

contenant un domaine BTB et CNC homologue 2 (BACH2) par le biais de la voie ERK dans les 

lymphocytes B activés, ce qui aboutit à la production de PC switchés (Hipp N, Symington H et 

al., Nat Commun, 2017).  

 

L’ensemble de ces signaux contrôle donc l’engagement du lymphocyte B dans la 

différenciation à travers le GC. Même si ces étapes sont très bien documentées, on ne 

comprend toujours pas concrètement comment les lymphocytes B intègrent ces différents 

signaux et plusieurs études sont contradictoires.  
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III. Les étapes de maturation se produisant dans la zone 

sombre du centre germinatif  

 

Les GC sont les microstructures anatomiques principales dans lesquelles les lymphocytes 

B prolifèrent, subissent des SHM, des commutations de classes des Ig (CSR) et sont 

sélectionnés de manière à produire des Ig de hautes affinités et des PC à longue durée de vie. 

Ces structures permettent aussi la production de MBC très affins pour l’antigène et 

rapidement mobilisables en cas de seconde infection. Bien que les GC soient décrits comme 

des structures composées de deux zones : la DZ et la LZ, une récente publication met en avant 

l’existence d’une « zone grise ». Cette zone est localisée dans la DZ et comprend des B de la 

DZ proliférants, distincts des B de la DZ engagés dans la différenciation (Kennedy DE et al., Nat 

Immunol, 2020).  

 

Après activation par le lymphocyte pré Tfh spécifique, le lymphocyte B perd la sensibilité 

au CCL19 et au CCL21 en faveur du CXCL12, via la surexpression du CXCR4 et migre dans le 

follicule B (Haynes NM et al., J Immunol, 2007) (Figure 6). Notre équipe a d’ailleurs montré 

que l’expression du CXCR4 permet de discriminer les lymphocytes B de la DZ : les CB qui 

expriment le CXCR4, des lymphocytes B de la LZ : les CC qui ne l’expriment pas (Caron G, Le 

Gallou S et al., J Immunol, 2009).  
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Figure 6 : La réaction du centre germinatif. Le lymphocyte T est pré-activé par une cellule dendritique (DC) dans 
la zone T et mature en lymphocyte pré auxiliaire folliculaire du centre germinatif (pre-GC Tfh). A ce stade, il 
interagit avec le lymphocyte B spécifique, ce qui induit sa différenciation en lymphocyte Tfh d’une part, et conduit 
à la réaction du GC, d’autre part. Le lymphocyte B nouvellement nommé centroblaste (CB) prolifère et subit des 
hypermutations somatiques (SHM) des gènes codant les immunoglobulines (Ig) dans la zone sombre, où il est 
attiré par la chiomiokine à motif CXC 12 (CXCL12) produite par les cellules réticulaires produisant du CXCL12 (CRC). 
Les CB migrent dans la zone claire via le CXCL13 produit par les cellules dendritiques folliculaires (FDC), limitent 
leur prolifération et se différencient en centrocytes (CC). La zone claire est aussi le lieu des commutations de 
classes (CSR). Les FDC capturent et présentent les antigènes aux CC. Ces derniers sont sélectionnés par les 
lymphocytes Tfh. Les lymphocyte T folliculaires régulateurs (Tfr) régulent cette sélection en limitant les 
interactions CC-Tfh. Les CC peuvent à nouveau entrer dans la zone sombre pour subir un nouveau cycle de 
maturation, ou sortir du GC du côté de la zone sombre pour se différencier soit en lymphocyte B mémoire, soit en 
plasmocyte sécréteur d’Ig et à longue durée de vie (Stebegg M et al., Front Immunol, 2018).  
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1) La régulation transcriptionnelle par les facteurs de transcription de 

l’identité B   

 

L’activation du BCR conduit à l’expression de facteurs de transcription particuliers 

spécifiques de « l’identité B ». Parmi ces facteurs, certains sont indispensables pour la 

formation des GC comme BCL6 (Kitano M et al., Immunity, 2011), BACH2 (Muto A et al., 

Nature, 2004), le coactivateur OCT des lymphocytes B (OBF1, codé par le facteur 1 

d'association de classe 2 du domaine POU ou POU2AF1), SPIB (lui-même induit par OBF1) et 

le facteur régulateur de l’interféron 4 (IRF4) (Ochiai K et al., Immunity, 2013 ; Klein U et al., 

Nat Immunol, 2006) (Figure 7). D’autres sont nécessaires mais non indispensables tels que 

PAX5, IRF8, les facteurs de la famille des facteurs de renforcement des myocytes 2 (MEF2) : 

dont MEF2C qui est nécessaire à la prolifération et à la survie (Wilker PR et al., Nat Immunol, 

2008) et MEF2B qui induit l’expression de BCL6. D’autres facteurs interviennent également 

dans le phénotype B comme le facteur de transcription basique de la leucine à glissière (BATF) 

et MYC, par exemple. Par ailleurs, ces facteurs de transcription sont également impliqués dans 

la répression des gènes de l’identité plasmocytaire, c’est par exemple le cas de BCL6, IRF8 et 

BACH2 qui inhibent PRDM1, le gène clé des PC. Ainsi, la balance d’expression spatio-

temporelle de ces différents facteurs conditionne le devenir des lymphocytes B.  
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Figure 7 : Le réseau transcriptionnel des lymphocytes B activés. Les lymphocytes B activés expriment notamment 
les facteurs PAX5, BCL6, IRF8 et BACH2. Ils répriment PRDM1 et XBP1 principalement (Nutt et al., Nat Rev 
Immunol, 2015). 

 

 

 Les expériences de perte d’expression du gène bcl6 chez la souris sont majoritairement 

létales. Lorsque les souris survivantes sont immunisées avec un antigène qui induit une 

réponse T-dépendante, elles ne forment pas de GC (Dent AL et al., Science, 1997), ce qui 

montre l’importance de BCL6 dans la formation des GC. Plus précisément, BCL6 est induit par 

les cytokines produites par les lymphocytes Tfh, telles que l’IL-4 et l’IL-21 (Chevrier et al., 

Immunol Cell Biol, 2017). BCL6 inhibe ensuite EBI2, ce qui retient les lymphocytes B dans le 

follicule (Shaffer AL et al., Immunity, 2001). Il empêche les lymphocytes B de s’engager 

directement dans la différenciation en PC en inhibant l’expression du gène PRDM1 (Tunyaplin 

C et al., J Immunol, 2004). Au fur et à mesure de l’avancée du lymphocyte B dans sa 

différenciation en PC, l’expression de BCL6 est ensuite réprimée par BLIMP1 (Cimmino L et al., 

J Immunol Baltim, 2008).  

 

 L’expression de PAX5 n’est pas indispensable à la formation du GC (Horcher M et al., 

Immunity, 2001), toutefois, il active la signalisation BCR et induit l’expression de gènes 

exprimés dans le GC tels que IRF4 et IRF8, BACH2 et AICDA (Schebesta A et al., Immunity, 

2007 ; Pridans C et al., J Immunol, 2008). PAX5 a donc un rôle important pour le 
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développement et le maintien du lignage B puisqu’il supervise l’architecture du génome lors 

de la différenciation lymphocytaire B (Johanson, TM et al., Nat Immunol, 2018).  

 

 IRF8 est en compétition avec IRF4 du fait de leur homologie de séquence pour la 

fixation sur le gène BCL6 (Carotta S et al., J Exp Med, 2014). Ainsi, la fixation d’IRF8 en 

collaboration avec des protéines de la famille des protéines spécifiques à la transformation 

des érythroblastes (ETS) comme PU-1 et SPIB, conduit à l’activation de BCL6 et à la réaction 

du GC, alors que la fixation d’IRF4 conduit à son inactivation. Ainsi, la balance d’expression de 

ces facteurs de transcription conditionne l’engagement du lymphocyte B dans la 

différenciation extra-folliculaire ou dans la réaction du GC (Xu H et al., Nat Immunol, 2015). 

Par ailleurs, même si IRF8 n’est pas indispensable à la formation du GC, son absence conduit 

à des altérations de la réponse humorale, notamment parce qu’il permet d’éliminer les 

lymphocytes B auto-réactifs (Pathak S et al., J Immunol, 2013).  

 

 Les protéines de la famille ETS telles que SPIB et PU1 (codé par SPI1) ont également un 

rôle dans la différenciation lymphocytaire B et peuvent se compenser mutuellement. Ainsi, la 

délétion spécifique de Spi-b chez la souris affecte peu la réaction du GC puisqu’elle conduit à 

des GC normaux mais qui durent moins longtemps (Su GH et al., EMBO, 1997). Toutefois, la 

délétion seule de PU1 induit une altération de la réponse du GC in vivo et une augmentation 

de la différenciation des PC in vitro, ce qui montre que les capacités de compensation de ces 

deux facteurs ne sont pas similaires. Dans une récente étude, le groupe de Nutt a montré que 

la délétion de ces deux facteurs empêche la formation de GC. Leurs données de RNAseq 

révèlent qu’ils régulent la voie de signalisation du BCR et notamment BLNK et BTK, l’expression 

du CD40 et du récepteur de BAFF (Willis SM et al., Nat Commun, 2017). De plus, associé à IRF8, 

PU1 bloque la différenciation plasmocytaire en induisant l’expression de BCL6 et de PAX5, et 

en réprimant BLIMP1. De plus, ces facteurs bloquent les CSR des Ig en inhibant l’expression 

d’AID (Carotta S et al., J Exp Med, 2014).  

 

 L’expression de ces différents facteurs de transcription favorisent l’engagement dans 

la réaction du GC, qui s’accompagne d’une prolifération intense des CB dans la DZ.  
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2) L’expansion clonale des centroblastes  

 

Lors de la formation du GC, les CB deviennent hautement proliférants et forment la 

DZ. Leur cycle cellulaire est très rapide, puisqu’il ne dure que 6 à 7 heures (Zhang J et al., 

Immunol Letter, 1988). Même si la majorité des cellules proliférantes se situent dans la DZ, on 

trouve également des cellules proliférantes dans la LZ (Gitlin AD et al., Nature, 2014).  

 

L’équipe de Hodgkin a étudié l’effet de l’interaction B-T sur la prolifération des 

lymphocytes B en cultivant des NBC avec de l’IL-4 et/ou un anticorps anti-CD40 pour mimer 

une réponse T-dépendante, ou avec du LPS pour mimer une réponse T-indépendante. Elle a 

mis en évidence que la quantité de signal intégrée par le lymphocyte B détermine sa capacité 

de prolifération. Ainsi, plus l’interaction B-T est forte, plus il y a de molécules délivrées au 

lymphocyte B, et donc plus ce dernier va proliférer. Les auteurs ont également montré que 

cette interaction est régulée dans le temps, puisque le nombre de divisions du lymphocyte B 

corrèle avec le temps d’interaction avec le lymphocyte T. Toutefois, l’exposition continue des 

lymphocytes B à ces signaux finit par bloquer leur prolifération. Les auteurs expliquent que les 

lymphocytes B ont un nombre de divisions limité, ce qu’ils appellent « le destin de divisions » 

(Turner ML et al., J Immunol, 2008). Ce destin de divisions est contrôlé par MYC, dont 

l’expression est diluée au fur et à mesure des divisions (Heinzel S et al., Nat Immunol, 2016 ; 

Dominguez-Sola D et al., Nat Immunol, 2015) et de la protéine de la boîte Forkhead O1 

(FOXO1) (Inoue T et al., J Exp Med, 2017).  

 

Dans la DZ, les cellules stromales produisent du CXCL12 qui permet à la fois le maintien 

des CB et des macrophages qui éliminent les débris cellulaires produits lors de cette intense 

prolifération (Bannard O et al., Immunity, 2013 ; Roberts AW, Immunity, 2017).  

 

L’expansion clonale permet ainsi d’obtenir rapidement de grandes quantités de 

lymphocytes B et renforce les processus associés à leur maturation, et notamment les CSR 

(Hasbold J et al., Nat immunol, 2004).  
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3) Les hypermutations somatiques des gènes des immunoglobulines  

 

Au fur et à mesure des proliférations, les CB subissent de manière aléatoire les SHM 

au niveau des régions variables des gènes des Ig, participant à la maturation de l’affinité pour 

l’antigène. Les SHM sont initiées lorsque les lymphocytes B acquièrent un phénotype de type 

GC après activation de l’enzyme AID, induite par BCL6 (Marshall JL et al., Eur J Immunol, 2011). 

Ainsi, l’AID désamine les cytosines de régions cibles de l’ADN en les transformant en uraciles 

qui sont ensuite dégradés par la glycosylase de l’ADN uracile (UNG) et MutSα. Le site abasique 

nouvellement créé est soit réparé de manière fiable, soit de manière moins fiable ce qui 

conduit à la formation de mutations (Methot SP et Di Noia JM, Adv Immunol, 2017) (Figure 8). 

Ces mécanismes sont finement contrôlés de manière à créer les mutations uniquement dans 

les régions variables. Ainsi, l’induction de l’AID par BCL6 ; son expression restreinte dans le 

temps et dans l’espace (Le Q et Maizels N, Plos Genet, 2019) et la présence de séquences 

régulatrices dans son promoteur (Rouaud P et al., J Exp Med, 2013) limitent l’expression d’AID 

et donc son activation. Ce mécanisme n’est toutefois pas parfait puisque l’on trouve des 

mutations dans d’autres gènes comme BCL6 et PAX5 par exemple.  

 

 

Figure 8 : Le mécanisme des hypermutations somatiques dans les lymphocytes B. L’activation du BCR conduit à 
l’expression de la cytidine désaminase induite par activation (AID). Cette enzyme désamine les cytosines pour les 
transformer en uraciles. Ces uraciles peuvent être reconnus soit par la glycosylase de l’ADN uracile (UNG), soit 
par la MutSα ce qui induit la dégradation de la base puis sa réparation de manière plus ou moins fiable. Cette 
fiabilité est à l’origine des hypermutations somatiques (SHM) et des commutations de classes (CSR) (Methot SP 
et Di Noia JM, Adv Immunol, 2017).  
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Les follicules B sont initialement composés de cellules polyclonales composées de BCR 

variés. Lors d’une infection, l’expansion clonale conduit à une majorité de GC polyclonaux qui 

produisent rapidement des PB fonctionnels. Les 15% de GC monoclonaux produits plus 

tardivement, sont issus d’un seul clone qui a été finement sélectionné au préalable (Figure 9) 

(Mesin L et al., Immunity, 2016).  

 

 

 

 

 

Récemment, le séquençage des régions variables des chaînes lourdes des gènes des Ig 

de huit tissus différents incluant la moelle osseuse, la rate, le sang, les poumons et différentes 

parties de l’intestin, mais malheureusement pas les amygdales, a révélé que les clones 

majoritairement retrouvés sont répartis en deux groupes : les clones des tissus gastro-

intestinaux et ceux des autres organes. Les clones spécifiques retrouvés dans les tissus 

intestinaux sont ceux qui présentent les niveaux les plus élevés de SHM. Selon les auteurs, ces 

lignées distinctes retrouvées dans le tractus gastro-intestinal existeraient du fait de 

Figure 9 : Les clonotypes des centres germinatifs. L’utilisation d’un système qui permet de colorer différemment 
chaque cellule du follicule ayant un réarrangement V(D)J distinct a mis en évidence que les follicules B primaires 
sont composés de lymphocytes B folliculaires naïfs polyclonaux. Lors d’une infection, les lymphocytes B prolifèrent 
de manière polyclonale dans un premier temps, afin de répondre rapidement à l’infection. Après 15 jours, 15% 
des GC sont monoclonaux et les 85% restants sont polyclonaux. Les PB issus des GC monoclonaux proviennent 
d’un unique clone B finement sélectionné, de manière à être hautement spécifique de l’antigène. On ne sait pas 
en revanche, si les GC polyclonaux deviennent monoclonaux ou s’ils restent polyclonaux (Mesin L et al., Immunity, 
2016).  
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l’exposition constante aux antigènes environnementaux et à la présence du microbiote 

intestinal (Meng W et al., Nat Biotechnol, 2018). Il est possible que les clones B des amygdales 

aient également un taux élevé de SHM puisque les tissus aéro-digestifs sont également 

constamment stimulés par des antigènes.  

 

Les SHM permettent d’augmenter l’affinité des Ig produites par les PC et participent 

donc activement à l’immunité humorale. Cependant, ce processus présente des risques 

d’induire une auto-immunité due à la synthèse illimitée d’Ig et l’augmentation des cellules 

apoptotiques. En effet, ces cellules relarguent de l’ADN et de l’ARN qui sont des auto-

antigènes potentiels, comme ceux présents au cours de maladies auto-immunes comme la 

sclérose en plaque (SLE) (Brink R, Curr Opin Immunol, 2014). Ainsi, même si ces étapes ont 

pour but d’améliorer la qualité des Ig produites par les PB, elles conduisent souvent à la 

production de cellules auto-réactives ou non fonctionnelles. Afin d’éviter toute réaction auto-

immune, l’organisme a mis en place un système de sélection des lymphocytes B hautement 

spécifiques de l’antigène, qui conduit à la mort par apoptose d’une grande partie d’entre eux 

dans la LZ. Cette sélection est en grande partie assurée par les lymphocytes Tfh, et dans une 

moindre mesure par les FDC et les Tfr. Une fois sélectionnés, les CC peuvent se différencier en 

MBC ou PC, c’est ce que nous allons développer dans le second chapitre.  
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Chapitre 2 :  

La différenciation des centrocytes 

en cellules effectrices   
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I. La maturation des centrocytes dans la zone claire   

 

La LZ est histologiquement claire du fait du nombre restreint de CC en comparaison au 

nombre de CB présents dans la DZ. Bien que le GC soit décrit comme une structure polarisée 

avec une DZ et une LZ, de récentes études explorent son hétérogénéité et montrent que cette 

dichotomie n’est pas si évidente. En effet, il existe plusieurs sous-types de lymphocytes B au 

sein même de la DZ et de la LZ, en fonction de leur état de maturation (Holmes AB et al., J Exp 

Med, 2020). Il existe également une zone particulière dans la DZ : la zone grise, où l’on trouve 

des B nouvellement sélectionnés dans la LZ, qui sont en phase de prolifération (Kennedy DE 

et al., Nat Immunol, 2020). La LZ est notamment caractérisée par la présence de cellules 

stromales particulières : les FDC, qui produisent du CXCL13 pour attirer les B de la DZ (qui 

perdent l’expression du CXCR4) dans la LZ (expression du CXCR5) (Allen CDC et al., Nat 

Immunol, 2004 ; Kennedy DE et al., Nat Immunol, 2020). Une fois dans la LZ, les CC diminuent 

fortement leur capacité de prolifération mais la maintiennent grâce au CD40L produit par les 

lymphocytes T, notamment au niveau de la bordure externe du GC (Holmes AB et al., J Exp 

Med, 2020). Les CC sont également caractérisés par une expression forte du CD83 et du CD86 

(Victora GD et al., Cell, 2010), et l’expression d’un BCR muté qui a été modifié dans la DZ. Ce 

BCR peut, en fonction du type de pathogène et de l’interaction avec le lymphocyte T 

correspondant, subir des CSR dans la LZ.  

 

1) Les commutations de classes des gènes des immunoglobulines  

 

La CSR est le mécanisme par lequel les lymphocytes B peuvent modifier la partie 

constante de la chaîne lourde des Ig. Les NBC expriment le transcrit germinal qui leur permet 

de coexprimer l’IgM et l’IgD. En effet, les domaines Cμ et Cδ qui codent les régions constantes 

des IgM et IgD sont situés en amont des autres domaines constants dans le locus des chaînes 

lourdes des Ig, et sont donc ceux initialement exprimés. Lors de la CSR, les domaines Cμ et Cδ 

sont remplacés par un autre domaine : Cγ (IgG) ; Cɛ (IgE) ou Cα (IgA). Ces recombinaisons de 

l’ADN ont lieu grâce à l’AID qui désamine les cytosines de régions particulières : les régions 
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« switch » donneuses (Cµ par exemple) et receveuses (Cγ2a par exemple), ce qui crée des 

cassures doubles brins de l’ADN. Les deux régions nouvellement cassées s’associent en 

formant une boucle comprenant les domaines constants à remplacer, qui est ensuite délétée, 

ce qui explique pourquoi les CC ne peuvent pas reformer des IgD et des IgM après la CSR 

(Stavnezer J et Schrader CE, J Immunol, 2014) (Figure 10).  

 

 

 

Figure 10 : Le mécanisme de commutation de classes. Le transcrit germinal (GLT) permet la co-expression de 
l’IgM et de l’IgD par les lymphocytes B naïfs. L’expression de la cytidine désaminase induite par activation (AID) 
induit la désamination de cytosines dans les régions switch (S) et provoque une cassure double brin du GLT. Les 
deux extrémités formées se réparent en formant une boucle qui sera perdue après la recombinaison, ce qui 
permet aux cellules d’exprimer un ARNm réarrangé. Ici, les cellules expriment désormais l’IgG2b (Stavnezer J et 
Schrader C E, J Immunol, 2014). 

 

 

Les signaux produits par les lymphocytes Tfh sont fortement impliqués dans la CSR. En 

effet, l’IL-4 (Avery DT et al., J Immunol, 2008) et l’IL-21 (Pène, J et al., J Immunol, 2004) 

induisent préférentiellement le switch en IgG1 et l’IL-4 est aussi impliquée dans la production 

d’IgE, comme le CD40L (Gascan H et al., J Immunol, 1991 ; Ferlin WG et al., Eur J Immunol, 

1996). Les CSR ne sont cependant pas limitées au GC. En effet, deux jours seulement après la 
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réponse immunitaire primaire, on retrouve des Ig switchées, provenant de PB différentiés de 

manière extra-folliculaire (Fagarasan S et al., Nature, 2001 ; Pape K A et al., J Exp Med, 2003). 

Roco et al. ont récemment montré que l’on trouve des Ig switchés avant la formation du GC 

et qu’au sein du GC on retrouve de grandes quantités d’IgM. Ils ont développé un modèle 

transgénique de souris qui leur a permis de distinguer les B du GC et les PB extra-folliculaires. 

Ils ont ainsi montré que même si les CSR et les SHM requièrent l’AID, les CSR s’arrêtent lorsque 

débutent les SHM (Roco JA et al., Immunity, 2019). Ces données montrent donc qu’ils existent 

des facteurs en dehors du GC qui contribuent au CSR et qui nécessitent l’implication des 

lymphocytes T.  

 

2) La sélection des centrocytes   

 

La sélection des CC est un processus finement contrôlé pour limiter l’apparition de PC 

et MBC auto-immuns. Cette étape nécessite l’implication de plusieurs types cellulaires, dont 

les lymphocytes Tfh, les FDC et les Tfr et passe par des signaux membranaires et solubles.   

 

a. La sélection des centrocytes par les lymphocytes Tfh  

 

Plusieurs études ont participé à la compréhension de la dynamique des GC et ont ainsi 

permis de mettre en évidence l’importance des signaux fournis par les lymphocytes Tfh dans 

la génération des PC (Victora GD et al., Cell, 2010 ; Shulman Z et al., Science, 2014 ; Cyster JG 

et Allen CDC, Cell, 2019). Ces cellules sont caractérisées par l’expression de protéines 

participant à leur localisation ou à leurs fonctions, telles que CXCR5 (Schaerli et al., J Exp Med, 

2000 ; Breitfeld et al., J Exp Med, 2000), PD-1, ICOS, CD40L et IL-21 (Qi H, Nat Rev Immunol, 

2016). Les expériences d’inhibition d’expression de ces molécules comme le couple CD40L-

CD40 (Bolduc A et al., J Immunol, 2010 ; Ding BB et al., J Immunol, 2013), l’IL-21 (Ding BB et 

al., J Immunol, 2013), le PD1 (Good-Jacobson KL et al., Nature Immunol, 2010) ou l’ICOSL-ICOS 

(Liu D et al., Nature, 2014) ont validé l’implication des Tfh dans la production des PC. Toutefois, 

leur déplétion spécifique n’empêche pas la génération de PC effecteurs, contrairement à la 
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déplétion de toute la population T CD4+, du fait de la possibilité de différenciation extra-

folliculaire (Kräutler NJ et al., J exp Med, 2017). De plus, les Tfh sont caractérisés par un temps 

d’interaction B-T très réduit contrairement à l’interaction entre le lymphocyte B pré-activé et 

le lymphocyte pré-Tfh en amont du GC. En effet, ces contacts transitoires permettent aux 

lymphocytes Tfh de constamment scanner les CC et d’empêcher la production d’un nombre 

restreint de CC de haute affinité (Shulman Z et al., Science, 2014). Enfin, il existe des 

lymphocytes Tfh mémoires, dont l’activation est plus rapide lors d’une seconde exposition à 

l’antigène (Fazilleau N et al., Nat Immunol, 2007). 

 

Afin d’éviter la production de PC auto-immuns et d’agrandir le pool de PC hautement 

spécifiques de l’antigène, les Tfh ont deux procédés de sélection. Le premier procédé est la 

sélection positive qui permet de conserver les CC fonctionnels et hautement affins via la 

production de signaux de survie et de différenciation. Le second est la sélection négative qui, 

au contraire, permet d’éliminer les CC non fonctionnels ou auto-réactifs, et donc présentant 

des risques pour l’organisme.  

 

i. La sélection positive  

 

La sélection des CC est principalement assurée par les lymphocytes Tfh que l’on trouve 

dans la LZ avec un ratio de 1,5 à 2 pour un CC. Ces cellules sont également trouvées dans la 

DZ, mais en plus faible proportion (Wittenbrink N et al., J Immunol, 2011). La sélection positive 

induite par les lymphocytes Tfh nécessite plusieurs signaux qui vont être délivrés lors de 

contacts intercellulaires avec les CC. Ces interactions doivent durer plus de 5 minutes pour se 

stabiliser. Ainsi, seulement 4% des interactions B-T vont permettre la genèse des précurseurs 

de PC (Allen CDC et al., Science, 2007). Ces réactions sont extrêmement régulées puisque 

même si un Tfh peut être en contact avec plusieurs lymphocytes B, ces derniers ne peuvent 

réaliser une synapse productive qu’avec une cellule à la fois (Kupfer H et al., J Exp Med, 1994). 

La régulation de ces interactions passe par des contacts membranaires similaires à ceux 

nécessaires en amont du GC qui incluent le TCR/CMH II ; le couple CD40/CD40L, l’ICOS/ICOSL 

mais plus faiblement que lors de la pré-activation ; les molécules d’adhésions telles que ICAM-
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1/LFA-1 et les protéines de la famille des molécules d'activation et de signalisation 

lymphocytaire (SLAM) ; mais aussi par des molécules solubles comme l’IL-4 et l’IL-21 (Figure 

11).  

 

 

Figure 11 : L’interaction entre le lymphocyte Tfh et le centrocyte dans le centre germinatif. Les lymphocytes Tfh 
et les centrocytes (CC) expriment le CXCR5 qui permet leur localisation dans la zone claire du centre germinatif. 
Les Tfh interagissent avec les CC via les couples CMH II–TCR, ICOS–ICOSL, PD-1–PDL-1, CD40–CD40L et IL-21R–IL-
21 qui permettent la différenciation des CC en B mémoire ou plasmocyte. Les lymphocytes Tfr empêchent le 
développement de PC auto-immuns, notamment en sécrétant de l’IL-10.                         
CMH II = complexe majeur d’histocompatibilité II ; TCR = récepteur du lymphocyte T ; ICOS = co-stimulateur induit 
par le lymphocyte T ; ICOSL= ligand d’ICOS ; PD-1 : programme de mort 1 ; PD-L1 = ligand de PD-1 ; CD40 = cluster 
de différenciation 40 ; CD40L = ligand de CD40 ; IL-21 = interleukine 21 ; IL-21R = récepteur de l’IL-21 ; IL10 = 
interleukine 10 (Shekhar S et Yang X, Cellular & Molecular Immunology, 2012).  

 

 

a) Les molécules de signalisation membranaires   

 

Le CD40L est un signal indispensable pour la survie et le renouvellement des B du GC, 

comme l’ont montré les expériences de blocage de l’interaction CD40/CD40L chez la souris. 

Toutefois, le rôle du couple CD40/CD40L dans la différenciation des lymphocytes B est 

controversé. En effet, certaines études montrent que le CD40L promeut la différenciation des 

CC en MBC (Casamayor-Palleja et al., J Exp Med, 2005), alors que d’autres montrent qu’il 

facilite la différenciation des B du GC en PC et met fin à la réaction du GC (Erickson LD, J Clin 

Invest, 2002 ; Bolduc A et al., J Immunol, 2010). Selon d’autres équipes, le CD40/CD40L est à 

l’origine de la production de PC précoces (Kishi Y et al., J Immunol, 2010). Au final, ce serait la 
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quantité de signal CD40/CD40L intégrée qui déterminerait le devenir du CC. En effet, l’équipe 

de Kurosaki a montré chez la souris, qu’une signalisation CD40 forte contribuait à la 

production de PB alors qu’une signalisation moins forte favorisait le retour des CC dans la DZ 

(Ise W et al., Immunity, 2018), prouvant l’action dose-dépendante du CD40L. Par ailleurs, 

l’activation de la voie CD40 induit l’expression des protéines anti-apoptotiques BCL-XL et BCL-

2 (Tuscano JM et al., Blood, 1996) et diminue celle du fragment inducteur de l’apoptose (FAS) 

(Hennino A et al., J Exp Med, 2001), permettant ainsi la survie des lymphocytes B ayant reçu 

le signal.  

 

Concernant le couple ICOS/ICOSL, on sait que l’interaction CD40/CD40L favorise la 

production d’ICOSL par les B du GC lors de l’interaction B-T, et que les cellules ayant un BCR 

de haute affinité sécrètent de plus grandes quantités d’ICOSL que les autres (Liu D et al., 

Nature, 2015). Toutefois, les NBC expriment fortement l’ICOSL en comparaison aux B du GC 

et sont donc plus prônes à répondre à l’ICOS. Ces données expliquent donc pourquoi l’absence 

d’ICOS empêche la production de PC et altère la synthèse des MBC (Liang L et al., J Exp Med, 

2002, Xu H et al., Nature, 2013). Ainsi, le couple ICOSL/ICOS a son rôle principal dans la pré-

activation du lymphocyte T.  

 

Enfin, l’interaction B-T dans le GC nécessite trois autres types d’interactions moléculaires 

pour se stabiliser, résumées par Biram et al. (Biram A et al., Immunol Rev, 2019). D’une part, 

les molécules de CMH II couplées aux peptides d’antigènes des CC interagissent avec les TCR 

des lymphocytes T. D’autre part, on observe une augmentation d’expression d’ICAM1 par le 

CC, notamment induite par le CD40 (Ise W et al., Immunity, 2018), qui interagit avec LFA-1 

exprimé par le lymphocyte T (Zaretsky I et al., J Exp Med, 2017). Enfin, cette interaction passe 

par les molécules d’activation lymphocytaires de signalisation homophiles (SLAM), et 

notamment par SAP, comme cela a été montré par Qi et al. par imagerie intra-vitale (Qi H et 

al., Nature, 2008).  
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b) Les molécules solubles  

 

Les deux cytokines principales produites par les lymphocytes Tfh sont l’IL-4 et l’IL-21. Les 

récepteurs de ces deux cytokines partagent la même chaîne γ mais activent des protéines 

STAT différentes, ce qui leur permet de ne pas avoir de rôles redondants (Lin JX et Leonard 

WJ, Cold Spring Harb Perspect Biol, 2018). La déficience de l’une ou l’autre de ces cytokines 

conduit à des GC altérés. La déficience des deux induit de gros défauts dans les réponses B 

(Gonzalez DG et al., J Immunol, 2018).  

 

L’IL-21 est d’abord produite en amont du GC, où elle induit l’expression de BCL6 et initie 

la réaction du GC (Ozaki K et al., J Immunol, 2004). Sa production par les Tfh dans le GC est 

induite après interaction avec le CC (Shulman Z et al., Science, 2014). L’IL-21 est 

particulièrement importante puisque parmi toutes les molécules sécrétées par le lymphocyte 

Tfh, c’est la cytokine qui régule la plupart des fonctions nécessaires à la production de 

lymphocytes B fonctionnels, chez la souris et chez l’humain. L’utilisation de souris déficientes 

pour le récepteur de l’IL-21 (IL-21R) a permis de mettre en évidence que l’IL-21 intervient dans 

la production des Ig et dans la CSR via la sécrétion d’IgG (IgG3 principalement), d’IgA et d’IgE 

(avec le CD40L) (Ozaki K et al., Science, 2002), la prolifération des lymphocytes B activés, et 

leur différenciation en PC (Ozaki A et al., J Immunol, 2004), la production de MBC (Rankin AL 

et al., J Immunol, 2011) et la sélection des lymphocytes B, notamment en induisant l’apoptose 

(Mehta DS et al., J Immunol, 2003). Pour réaliser ses différentes fonctions, l’IL-21 induit 

l’expression de la recombinase AID qui intervient dans les SHM et les CSR, et l’expression des 

gènes plasmocytaires PRDM1 et XBP1, tout en diminuant celle des gènes B PAX5 et BCL6 (Diehl 

SA et al., J Immunol, 2008 ; Avery DT et al., J Exp Med, 2010). Elle agit ainsi directement sur le 

maintien du nombre de lymphocyte B dans le GC (Linterman MA et al., J Exp Med, 2010).  

 

Dans les cellules hématopoïétiques, la sous-unité α du récepteur de l’IL-4 et la chaîne γC 

s’associent pour former l’IL-4R et signalisent par le biais des protéines JAK1 et JAK3 puis STAT6. 

Comme l’IL-21, l’IL-4 est produite par les Tfh après interaction avec un CC, ce qui laisse 

supposer un potentiel rôle de l’IL-4 dans la sélection des CC (Shulman Z et al., Science, 2014 ; 
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Cunningham AF et al., Eur J Immunol, 2004). Le rôle de l’IL-4 a notamment été mis en évidence 

par l’utilisation de souris déficientes en IL-4R. Même si ces souris ont des GC de plus petite 

taille que les souris sauvages, la différenciation en PC et notamment la différenciation extra-

folliculaire ne sont pas affectées par l’absence d’IL-4. En revanche, l’IL-4 intervient dans les 

CSR en IgG1 et IgE (Kuhn R et al., Science, 1991 ; Moens L et Tangye SG, Front Immunol, 2014). 

Par ailleurs, chez la souris, la signalisation IL-4 induit une diminution de l’expression du CD138, 

marqueur des PC, ce qui suggère là aussi un rôle de l’IL-4 dans les étapes terminales de la 

différenciation. Au sein même de notre laboratoire, et grâce à un modèle de différenciation 

des NBC in vitro qui suit l’activation de la voie IL-4 par le biais de l’expression du CD23, nous 

montrons d’ailleurs que les cellules qui se différencient en PC sont celles qui éteignent la voie 

IL-4/pSTAT6/CD23 (Caron G et al., Cell Rep, 2015 ; Pignarre A et al., Blood, 2020). Shi et al. ont 

également trouvé une extinction d’expression de STAT6 dans les PC de souris en comparaison 

aux autres populations B (Shi W et al., Nat Immunol, 2015). L’IL-4 agirait de manière indirecte 

sur la différenciation des B du GC en limitant le nombre de lymphocytes B qui entrent dans le 

GC. En effet, les souris déficientes en IL-4 et IL-13 (du fait de leur récepteur commun) 

présentent un nombre réduit de lymphocytes B du GC puisque ces cellules n’activent pas la 

voie STAT6 et ne peuvent pas sous-exprimer EBI2, ce qui maintient les lymphocytes B en 

dehors du follicule (Turqueti-Neves A et al., Eur J Immunol, 2014).  

 

Weinstein et al. ont publié une étude chez la souris qui montre que ces deux cytokines 

sont produites de manière séquentielle dans le temps et dans l’espace, et par des sous-

populations de Tfh différentes (Figure 12). Ainsi, les lymphocytes Tfh producteurs d’IL-21 

agissent dans un premier temps et permettent de sélectionner les clones les plus affins. Dans 

un second temps, les Tfh producteurs d’IL-21 et d’IL-4, très peu nombreux, sont induits, puis 

laissent place aux Tfh producteurs d’IL-4, qui interviennent dans la production des PC 

(Weinstein JS et al., Nat Immunol, 2016). Chez l’humain, aucune étude ne révèle la cinétique 

de production de ces cytokines. Toutefois, des analyses de cytométrie de flux montrent qu’il 

existe des lymphocytes Tfh qui exprime l’IL-4, l’IL-21, ou les deux, ce qui suppose qu’en 

fonction du contexte, les Tfh pourraient sécréter l’une ou l’autre de ces cytokines, ou les deux 

en même temps (Ma CS et al., Immunol and Cell Biol, 2009 ; Kroenke MA et al., J Immunol, 

2012).  
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Figure 12 : La production séquentielle de l’IL-21 puis de l’IL-4 permet la différenciation des B du centre 
germinatif en plasmocytes chez la souris. Weinstein et al. ont développé un modèle murin transgénique dans 
lequel ils ont transféré des lymphocytes Tfh qui expriment spécifiquement l’IL-4 (IL-4-GFP) ou l’IL-21 (IL-21-Kat). 
a. Après activation par la cellule dendritique (DC), les lymphocytes T CD4+ initient la réaction du centre germinatif 
(GC) et poursuivent leur différenciation en Tfh en produisant de l’IL-21 qui agit sur la maturation d’affinité des B 
du GC. Une autre sous-population de lymphocytes Tfh, sécrétrice d’IL-4 et d’IL-21 participe ensuite aux fonctions 
du GC. Enfin, les lymphocytes Tfh sécréteurs d’IL-4 permettent les recombinaisons de classes des Ig, et 
particulièrement en IgG1 et interviennent potentiellement dans la sélection des B du GC. Ces étapes permettent 
la différenciation en PC. b. Le modèle murin développé par Weinstein et ses collaborateurs met en évidence que 
l’IL-21 seule agit sur les hypermutations somatiques, combinée à l’IL-4, elle promeut la survie et la prolifération, 
enfin, l’IL-4 seule facilite les recombinaisons de classe des Ig et la différenciation en PC (Bélanger S et Crotty S, 
Nat Immunol, 2016, adapté de Weinstein JS et al., Nat Immunol, 2016).  
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Par ailleurs, l’IL-10 participerait également à la différenciation des B en PC, bien que cette 

cytokine soit principalement produite par les lymphocytes B et T régulateurs qui ne la 

produisent que de manière transitoire. Les lymphocytes B qui produisent l’IL-10, produisent 

également de l’IL-6 qui intervient dans la survie des PC (Lighaam LC et al., Front Immunol, 

2018). Enfin, l’IL-10 et l’IL-21 ont des rôles redondants, toutefois, l’IL-10 faciliterait la 

différenciation des PC IgG (Yoon SO et al., J Leuko Biol, 2009). Le peu de données existantes à 

ce sujet suggèrent que les lymphocytes B producteurs d’IL-10 seraient des PC 

immunosuppressifs (Lino AC et al., Immunity, 2018).  

 

Enfin, la sélection des lymphocytes B du GC passe également par leur propre production 

d’Ig. En effet, plus il y a d’Ig sécrétées, moins il a d’antigènes libres. Ce sont donc les 

lymphocytes B les plus affins qui vont capter l’antigène et tenter une différenciation en PC 

(Toellner KM et al., Cold Spring Harb Perspect Biol, 2018).  

 

Ces signaux de mieux en mieux décrits ne permettent cependant toujours pas de 

comprendre complètement comment les lymphocytes Tfh discriminent les CC qui peuvent 

recevoir les signaux positifs pour leur survie des CC qui n’en recevront pas.  

 

ii. La sélection négative  

 

L’ensemble des processus de maturation des lymphocytes B a pour but d’améliorer 

l’affinité du BCR contre l’antigène, pourtant de nombreux lymphocytes B auto-réactifs sont 

produits. L’équipe de Brink a montré que ces lymphocytes B auto-réactifs étaient, toutefois, 

majoritairement éliminés par sélection négative. Ainsi, dans une première étude, ils ont 

montré que les B du GC auto-réactifs étaient éliminés ou inactivés par SHM alors que les 

mutants non-auto-réactifs étaient sélectionnés positivement. Cependant, certains 

lymphocytes B reconnaissant des antigènes endogènes, rares ou tissus-spécifiques 

échappaient à ce mécanisme, expliquant l’émergence de maladies auto-immunes (Chan TD et 

al., Immunity, 2012). Dans une autre étude, où ils ont utilisé un modèle murin dans lequel les 
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FDC présentaient des auto-antigènes, les lymphocytes B auto-réactifs étaient également 

éliminés, et les quelques rares persistants ne survivaient pas longtemps, par manque de 

signaux de survie de la part des lymphocytes T (Yau IW et al., J Immunol, 2013).  

 

Les lymphocytes B qui expriment des BCR reconnaissant des antigènes endogènes ont 

trois façons de mourir : i) la délétion clonale, ii) l’anergie ou l’absence de réponse à l’antigène 

et iii) l’édition du récepteur via la recombinaison V(D)J des gènes des Ig en activant les 

recombinases (RAGs) (Meffre E et al., Immunol Rev, 2019). Dans ce cadre, les lymphocytes B 

auto-immuns ne reçoivent pas de signaux de survie des lymphocytes Tfh, ce qui entraîne leur 

mort.  Ainsi, les CC perdent l’expression des protéines anti-apoptotiques telles que BCL-2 et 

BCL-XL et augmentent l’expression du médiateur interagissant avec BCL-2 (BIM) pro-

apoptotique (Yokoyama T et al., Immunol Lett, 2002).  

 

Le couple PD-1/PD-L1 est également impliqué dans la sélection négative des lymphocytes. 

Les lymphocytes Tfh expriment fortement PD-1, et ses ligands (PD-L1 et PD-L2) sont exprimés 

de manière variable par les lymphocytes B. Ainsi, PD-L1 est exprimé par les NBC et PD-L1, PD-

L2 et PD-1 sont exprimés de manière intermédiaire par les B du GC, et plus fortement par les 

MBC. L’interaction PD-1/PD-L1 permet de sélectionner les lymphocytes B du GC les plus affins. 

Ainsi, la déplétion de PD-1 chez la souris conduit à une augmentation des Tfh qui sont 

cependant de moins bonne qualité puisqu’ils produisent des quantités réduites d’IL-4 et d’IL-

21. La diminution de ces cytokines conduit à la mort des lymphocytes B du GC et diminue ainsi 

le nombre de PC produits, sans pour autant affecter le compartiment mémoire. Ces données 

montrent donc que PD-1 intervient surtout sur la qualité des Tfh et des lymphocytes B qui 

entrent et qui sortent du GC, en sélectionnant les cellules les plus affines (Good-Jacobson KL 

et al., Nat Immunol, 2010). Au final, le couple PD-1/PD-L1 aurait plutôt un rôle inhibiteur dans 

la différenciation des lymphocytes Tfh et des B du GC (Thibult ML et al., Int Immunol, 2012). 

Par ailleurs, les lymphocytes B exprimant PD-L1 produisent également de l’IL-10 et sont 

considérés comme des B régulateurs (Mauri C et Bosma A, Ann Rev Immunol, 2012).  
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Nussenzweig et son équipe ont particulièrement étudié la question de la mort des B 

du GC chez la souris. Ils ont ainsi mis en évidence que les B du GC apoptotiques diminuent 

l’expression de certains marqueurs tels que le CD19, le CD86 et FAS. Ils ont également 

développé un système de transfert d’énergie par résonance Förster (FRET), qu’ils ont appelé 

INDIA (INDIcateur de l’Apoptose). Ce système contient un fluorochrome vert et un 

fluorochrome rouge, liés par un peptide contenant le site de clivage de la caspase 3 (DEVDG). 

Ainsi, les cellules non apoptotiques fluorescent en jaune (association du rouge et du vert) et 

les cellules apoptotiques dont le site de clivage de la caspase 3 est coupé, rendant la caspase 

3 active, fluorescent en vert (perte du FRET). Ils ont ainsi obtenu des souris transgéniques et 

ont suivi par microscopie à balayage laser à deux photons la cinétique de l’apoptose (Figure 

13). Ils ont remarqué que les B du GC montrent les premiers signes de l’apoptose 20 minutes 

après l’activation de la caspase 3 et ce, de manière équivalente pour les CB et les CC. Ainsi, 3% 

des lymphocytes B sont en apoptose dans le GC toutes les 20 minutes, soit près de la moitié 

des cellules en 5 heures. Ces résultats montrent donc l’important turn-over qui existe dans les 

GC. Par ailleurs, les cellules qui meurent préférentiellement dans la DZ sont des cellules dont 

le BCR est muté et qui est altéré ou non exprimé, alors que celles qui meurent dans la LZ ont 

un BCR d’affinité variable (Mayer CT et al., Science, 2017). Une autre étude montre que les 

cellules qui ont un BCR altéré ou non exprimé sont incapables de retourner dans la LZ, même 

en cas de surexpression transgénique de BCL-2. Les auteurs supposent que ces cellules doivent 

exprimer un nouveau BCR avant de pouvoir quitter la DZ (Stewart I et al., Immunity, 2018). 

Ces résultats sont également retrouvés par Lau et Brink qui montrent que les lymphocytes B 

du GC qui n’expriment pas de BCR s’accumulent dans la DZ lorsqu’ils perdent l’expression de 

la protéine pro-apoptotique Bim (Lau AW et Brink R, Curr Opin Immunol, 2020). Ces cellules 

n’arrivent probablement pas à retrouver sur les FDC l’antigène pour lequel elles sont 

spécifiques.  
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Figure 13 : La cinétique de l’apoptose dans le centre germinatif. A. Le système INDIcateur de l’Apoptose (INDIA) 
permet de visualiser par transfert d’énergie par résonance Förster (FRET) les cellules non apoptotiques (cellules 
jaunes), des cellules apoptotiques qui ont perdu le FRET par coupure du site de clivage de la caspase 3 : DEVDG, 
qui rend la caspase 3 active (aCasp3) (cellules vertes). B. La cinétique de mort par apoptose des lymphocytes B du 
centre germinatif, suivie par microscopie à balayage laser à deux photons dans les ganglions de souris. Les cellules 
sont jaunes puis deviennent vertes par perte du FRET et activation de la caspase 3. Ces cellules « bullent » et se 
transforment en corps apoptotiques 20 minutes après l’activation de la caspase 3 (Adapté de Mayer CT et al., 
Science, 2017).  

 

b. L’interaction entre les centrocytes et les cellules dendritiques 

folliculaires  

 

Il existe différents types de FDC qui ne présentent pas les mêmes caractéristiques en 

fonction de leur localisation (Figure 14). Ainsi, les FDC de la LZ sont caractérisées par 

l’expression du CD21 (ou CR2), du CD35 (CR1) et du CD23 alors que les FDC de la DZ (CRC) 

n’expriment pas le CD23 (Allen CDC et Cyster JG, Semin Immunol, 2008 ; Pikor NB et al., Nat 

Immunol, 2020). Selon une étude, l’expression du CD23 par les FDC serait même restreinte à 

la zone apicale de la LZ (Steiniger B et al., Histochem and Cell Biol, 2011). Le rôle principal des 

FDC de la LZ est de capter les antigènes et de les présenter sous leur forme native aux 

lymphocytes B, d’où leur appellation de « réservoirs à antigènes » (Mandel TE et al., 

Immunology, 1981). Les antigènes que présentent les FDC proviennent de la circulation 

sanguine (pour les amygdales) ou lymphatique et arrivent dans le follicule primaire et les GC 

sous forme de complexes immuns. Ces complexes immuns sont transportés jusqu’aux FDC par 

le biais des cellules présentatrices d’antigènes : les DC (Qi H et al., Science, 2006) ou les 

macrophages (Martinez-Pomares L et Gordon S, Cell, 2007), mais aussi par les lymphocytes B 

naïfs (Phan TG et al., Nat Immunol, 2007). Les FDC capturent et présentent ainsi les complexes 
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immuns en surface par le biais du CD21 et du CD35, ou via les récepteurs de faible affinité aux 

fragments Fc : FcγRIIB (CD32) (Barrington RA et al., J Exp Med, 2002) et FcεRII (CD23) (Maeda 

K et al., J Immunol, 1992). Allen et Cyster suggèrent d’ailleurs qu’il existerait plusieurs modes 

de capture des complexes immuns en plus des récepteurs au complément qui ne sont pas 

encore élucidés et qui passeraient notamment par CD32 et CD23 (Allen CDC et Cyster JG, 

Semin Immunol, 2008). D’ailleurs, une récente étude chez la souris montre qu’en l’absence 

d’expression du CD32 par les FDC, la sélection des B du GC est altérée avec la présence de 

clones de faible affinité (Van der Poel CE et al., Cell Rep, 2019), prouvant le rôle des FDC dans 

la maturation d’affinité des Ig (Victoratos P et al., Immunity, 2006). En revanche, aucune étude 

ne révèle le rôle du CD23 porté par les FDC dans la différenciation terminale B à l’heure 

actuelle.  

 

 

 

Figure 14 : La représentation des différentes catégories de cellules dendritiques folliculaires chez la souris. Dans 
le follicule primaire, on retrouve les cellules stromales folliculaires (FSC) et les cellules dendritiques folliculaires 
(FDC). Ces deux types cellulaires sont distincts notamment par l’expression du CD21/CD35. Le follicule secondaire 
se forme via la présence de complexes immuns (IC), de la lymphotoxine (LT) et du TNF produits par les lymphocytes 
B. On distingue les FDC de la zone sombre (DZ) nommées aussi cellules réticulaires sécrétant du CXCL12 (CRC) des 
FDC de la zone claire (LZ) par leur perte d’expression du CXCL13, en faveur du CXCL12 (ou SDF-1). Les FDC de la 
DZ n’expriment pas non plus le CD23, FCγRIIb et FDC-M2. Les FDC la LZ expriment le CD23. (Allen CDC et Cyster 
JG, Semin Immunol, 2008). 
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La sélection des CC passe par la compétition pour la reconnaissance de l’antigène entre le 

BCR (signal positif) et le FcγRIIB (signal inhibiteur). Ainsi, les BCR de haute affinité 

reconnaissent plus facilement les antigènes, se regroupent et activent un signal fort dans les 

CC ce qui induit leur survie, alors que les CC de faible affinité ont un taux de mortalité plus 

élevé (Anderson SM et al., J Immunol, 2009). En cas d’affinité faible et de potentielle auto-

réactivité, le FcγRIIB est plus engagé et conduit à la mort par apoptose des CC (Ravetch JV et 

Nussenzweig M, Nat Immunol, 2007). Le rôle des FDC dans la sélection des CC, par leur 

fonction de présentation d’antigènes, a été largement étudié notamment grâce à des modèles 

murins. Dans des expériences où les FDC perdent leur capacité de rétention des antigènes, la 

sélection des CC n’est pas modifiée en présence de quantités élevées d’antigènes mais est 

réduite pour des quantités faibles (Hannum LG et al., J Exp Med, 2000 ; Chen Z et al., J 

Immunol, 2000). En revanche, les souris déficientes en LTα et donc totalement déficientes en 

FDC ne forment pas de GC. Lorsque ces souris sont immunisées avec de faibles doses 

d’antigènes, les lymphocytes B produits ont un taux d’Ig affines réduites, alors que 

l’immunisation avec de fortes quantités d’antigènes conduit à une maturation d’affinité des 

Ig normale (Matsumoto M et al., Nature, 1996). Ces données montrent que les FDC jouent un 

rôle primordial dans la sélection des CC, mais non indispensable.  

 

Le rôle du BCR dans la sélection des CC est toutefois débattu et les données plus récentes 

montrent que la signalisation BCR ne suffit pas à sélectionner les CC fonctionnels. En effet, 

l’équipe de Shlomchik a montré qu’après stimulation par un antigène soluble, la majorité des 

B du GC qui prolifère n’active pas de signalisation BCR (Khalil AM et al., Science, 2012), 

supposant un rôle prédominant des Tfh. Aussi, lorsque les B du GC sont stimulés par des 

antigènes membranaires, ils activent la signalisation BCR sans pour autant activer la voie NF-

κB, nécessaire pour leur survie, ce qui prouve que la signalisation BCR n’est pas suffisante 

(Nowosad CR et al., Nat Immunol, 2016). En revanche, le fait de bloquer l’accès des antigènes 

au GC ou de dépléter les Tfh n’affectent pas la génération de PC (Kräutler NJ et al., J Exp Med, 

2017). Ces PC sont probablement obtenus par différenciation extra-folliculaire. Par ailleurs, 

Turner et al. ont récemment montré que même si la signalisation BCR n’est pas suffisante pour 

sélectionner les lymphocytes B, lorsque les signaux produits par les Tfh sont trop faibles ou 

lorsque les Tfh sont saturés, le BCR initie la sélection et la différenciation (Turner JS et al., Cell 
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Rep, 2018). Enfin, en plus d’agir dans la réponse humorale immédiate, les FDC participent 

également à la réponse B mémoire en présentant pendant de longues périodes les antigènes 

(Wu J et al., J Immunol, 1996).   

 

Les FDC ont également pour rôle de sécréter la chimiokine attractive CXCL13 (Allen CDC et 

al., Nat Immunol, 2004 ; Cosgrove J et al., Nat Commun, 2020) qui attirent les lymphocytes B 

et T CXCR5+ (récepteur de CXCL13) dans le follicule primaire (Förster R et al., Cell, 1996 ; 

Haynes NM et al., J Immunol, 2007). Les FDC produisent aussi des cytokines qui promeuvent 

la survie des lymphocytes B tels que l’IL-6 (Wu Y et al., Int Immunol, 2009) et le BAFF (Suzuki 

K et al., Immunity, 2010, Rodda LB et al., Immunity, 2018). Elles expriment des molécules 

d’adhésion comme ICAM-1 et V-CAM-1 qui permettent l’attachement des CC aux FDC et 

probablement aussi des lymphocytes T.  

 

Il faut noter que peu de données sont disponibles sur les cellules stromales humaines et 

en particulier sur les FDC. En effet, ces cellules sont peu nombreuses, difficiles à isoler (souvent 

sur la base de l’expression du CD21, du CD35 et de la podoplanine), ne survivent pas, et 

perdent leurs capacités fonctionnelles en culture (Mabbott NA et al., Immunolgy, 2011). Ainsi, 

toutes les données existantes ont été obtenues soit à partir de modèles murins, soit à partir 

de lignées cellulaires, mais ces dernières ne reflètent pas la situation in vivo car elles ne 

correspondent pas à des FDC (Aguzzi A et Krautler NJ, J Immunol, 2010 ; Wilke G et al., J 

immunol, 2010).  
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c. Le rôle des lymphocytes T folliculaires régulateurs dans la 

réaction du centre germinatif  

 

Les Tfr sont des lymphocytes T CD4+ CXCR5+ Bcl6+ Foxp3+, dont l’expression pour le CD25 

est plutôt débattue (Wing JB et al., PNAS, 2017 ; Ritvo PG et al., Sci Immunol, 2017). Ces 

cellules ont un profil intermédiaire entre les lymphocytes Tfh et les Treg. Elles sont localisées 

en bordure de la zone B-T et expriment faiblement PD-1 et BCL6 (Sayin I et al., J Exp Med, 

2018). Leur rôle dans la régulation des Tfh a été mis en évidence par des expériences de 

cocultures B-Tfr-Tfh. La coculture n’a pas d’impact sur le profil transcriptomique des Tfh mais 

elle induit une diminution d’expression du marqueur de prolifération Ki-67 et de l’IL-10, et une 

réduction de la sécrétion de l’IL-4 et de l’IL-21 par les Tfh (Sage PT et al., J Clin Invest, 2014 ; 

Sage PT et al., Nat Immunol, 2016). Ainsi, les Tfr sélectionnent les Tfh et régulent leur 

production de cytokines (Wing JB et al., Front Immunol, 2018).  

 

Les Tfr ont aussi un rôle immuno-modulateur envers les B du GC : ils régulent la sortie des 

PC du GC, contrôlent la taille des GC, la maturation et la sécrétion des Ig via les mécanismes 

de CSR et SHM (Wing JB et al., Front Immunol, 2018). Ainsi, plusieurs études montrent que les 

Tfr favorisent l’émergence de clones B hautement affins tout en limitant l’expansion des 

clones moins affins pour l’antigène (Botta D et al., Nat Immunol, 2017 ; Wu H et al., Eur J 

Immunol, 2016 ; Wing JB et al., Immunity, 2014). Les Tfr ont également un rôle dans la 

tolérance du soi et évitent les réactions auto-immunes. Ainsi, leur absence n’affecte pas la 

formation des follicules B (Fonseca VR et al., Sci Immunol, 2017) mais induit une accumulation 

de PC auto-réactifs (Botta D et al., Nat Immunol, 2017 ; Fu W et al., J Exp Med, 2018).  

 

Les mécanismes par lesquels les Tfr agissent ne sont pas encore bien déterminés mais ils 

agiraient par le bais de la sécrétion d’IL-10 et de TGF-β. En effet, lors de l’absence d’IL-10 

produite par les lymphocytes T Foxp3+ dans des modèles murins, les réactions du GC 

augmentent et les GC ont une LZ plus développée (Laidlaw BJ et al., Sci Immunol, 2017). Ces 

mécanismes impliquent également des signaux qui nécessitent des contacts cellulaires (Sage 
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PT et al., Trends Immunol, 2015). Ainsi, tout comme les Treg, les fonctions 

immunosuppressives des Tfr passeraient par l’expression de la protéine inhibitrice CTLA-4, qui 

est en compétition avec la protéine activatrice CD28 et qui inhibe la prolifération des Tfh (Wing 

K et al., Science, 2008 ; Sage PT et al., Immunity, 2014). De plus, l’activation du CTLA-4 

empêche la sécrétion d’IL-4 par les Tfh et bloque les signaux de co-stimulation CD80 et CD86 

par les lymphocytes B, ce qui diminue les réponses humorales (Wing JB et al., Immunity, 2014). 

Toutefois, même si le CTLA-4 semble être le principal facteur de la réponse suppressive des 

Tfr, des systèmes complémentaires sont nécessaires. Les Tfr produisent également du CD40L 

(Sayin I et al., J Exp Med, 2018) et du granzyme B, mais les mécanismes mis en jeu ne sont 

actuellement pas totalement élucidés (Linterman MA et al., Nat Med, 2011).  

 

  



73 
 

II. Les devenirs des centrocytes  

 

La sélection des CC est étroitement liée à leur devenir. Ainsi, quatre possibilités existent :  

- Les CC meurent par apoptose par sélection négative (détaillée précédemment), c’est 

le cas pour la majorité d’entre eux ;  

- Ils retournent dans la DZ et effectuent un nouveau cycle de prolifération/maturation ;  

- Ils se différencient en PB puis PC à longue durée de vie, avec un BCR hautement 

spécifique de l’antigène ;  

- Ils se différencient en MBC.  

 

Même si ces étapes de différenciation sont maintenant bien décrites, les mécanismes 

précis ne sont pas tous élucidés. Des études montrent d’ailleurs que les étapes de maturation 

subies par les lymphocytes B dans le GC, ne sont pas limitées à certaines zones. Ainsi, à l’aide 

d’imagerie in vivo et de RNA-seq à l’échelle de la cellule unique, des équipes ont montré que 

la prolifération et la sélection des lymphocytes B n’étaient pas limitées à la DZ et la LZ 

respectivement (Hauser AE et al., Nat Rev, 2007 ; Holmes AB et al., J Exp Med, 2020).  

 

1) Le retour dans la zone sombre  

 

Partant du fait que les mutations aléatoires des gènes des Ig produites lors d’un cycle de 

SHM sont peu nombreuses, Perelson et ses collaborateurs ont proposé un modèle dans lequel 

les CC sélectionnés positivement par les Tfh, retourneraient dans la DZ pour effectuer un 

nouveau cycle de maturation (Kepler TB et Perelson AS, Immunol, 1993 ; Oprea M et Perelson 

AS, J Immunol, 1997). Par la suite, des expériences d’imagerie intra-vitale ont permis de 

mettre en évidence qu’effectivement, un nombre faible de CC migrait dans la DZ (Schwickert 

TA et al., Nature, 2007 ; Hauser AE et al., Immunity, 2007). Ces études n’ont pas pour autant 

validé le retour dans la DZ, du fait du nombre limité de cellules mis en évidence et du temps 

d’étude trop court. Le retour dans la DZ a été validé par l’équipe de Nussenzweig grâce à un 
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système de rapporteur fluorescent photo-activable (Victora GD et al., Cell, 2010). Ils ont ainsi 

mis en évidence qu’après 4 heures, la moitié des CB avaient migré dans la LZ et moins de 10% 

des CC vers la DZ. Ils ont ainsi calculé qu’environ 30% des CC retournaient dans la DZ après 

chaque étape de sélection (Figure 15).  

 

 
 

Figure 15 : La migration des lymphocytes B entre la zone claire et la zone sombre dans le centre germinatif. Les 
cellules photo-activées dans la DZ (en haut) et dans la LZ (en bas) dans des ganglions de souris ont été enregistrées 
à différents temps par microscopie à balayage laser multiphotonique. Les points verts correspondent aux cellules 
présentes dans la zone photo-activée et les points violets correspondent aux cellules qui ont rejoint la zone 
opposée, non photo-activée (Victora GD et al., Cell, 2010). 

 

Le retour dans la DZ dépend notamment de l’expression du CXCR4 qui permet la migration 

via le CXCL12, et de l’internalisation du CXCR5 (Victora GD et al., Cell, 2010). Selon une étude 

récente, les CC (CXCR4- CD83+) nouvellement sélectionnés migrent dans une zone particulière 

de la DZ : la « zone grise ». Après prolifération, ces cellules (CXCR4+ CD83+) migrent à nouveau 

dans la DZ pour continuer leur différenciation (CXCR4+ CD83-) avant de retourner dans la LZ 

(Kennedy DE et al., Nat Immunol, 2020). La proportion d’antigènes captée par les CC et 

présentée à leur surface aux Tfh conditionne leurs capacités d’expansion et de SHM. Ainsi, les 

CC les plus affins pour l’antigène sont finement sélectionnés et sont ceux qui vont proliférer à 
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nouveau (Hauser AE et al., Immunity, 2007 ; Allen CDC et al., Science, 2007 ; Gitlin AD et al., 

Nature, 2014), en exprimant notamment la cycline D2 (CCND2) (Victora GD et al., Cell, 2010) 

et c-MYC (Dominguez-Sola D et al., Nat Immunol, 2012) dont l’expression dans le GC dépend 

à la fois du CD40 et du BCR (Luo W et al., Immunity, 2018). Ces résultats ont aussi été validés 

récemment par Finkin et al., qui montrent que les Tfh induisent l’expression de c-MYC par les 

CC dans la LZ, de manière proportionnelle à la quantité d’antigènes qu’ils reconnaissent. Cette 

expression de c-MYC est corrélée au nombre de divisions que va subir le CC dans la DZ, puisque 

c-MYC va être diluée au fur et à mesure des divisions, constituant ainsi un marqueur temporel 

de divisions (Finkin S et al., Immunity, 2019).  

 

Après ce nouveau cycle de maturation, les CC sont à nouveau sélectionnés dans la LZ et 

ont la possibilité de se différencier en PB.  

 

2) La différenciation des centrocytes en plasmablastes  

 

La différenciation des CC en PC passe par des stades intermédiaires : les pré-PB et les 

PB. De nombreux facteurs interviennent dans la différenciation plasmocytaire tels que le type 

d’antigène à l’origine de la réponse, la nature de la cellule activée (NBC ou MBC), les 

marqueurs exprimés par les PC, leur durée de vie, le type et le taux d’Ig qu’ils sécrètent, et 

font que le compartiment plasmocytaire est un compartiment extrêmement hétérogène 

(Pellat-Deceunynck C et Defrance T, Front Immunol, 2015 ; Halliley JL et al., Immunity, 2015).  

 

a. Les stades pré-plasmablastes et plasmablastes  

 

Plusieurs études ont montré l’existence de pré-PB : des cellules intermédiaires entre 

les CC et les PB. Ces cellules sont localisées dans la DZ du GC grâce à la présence de CXCL12 et 

expriment BLIMP1 (Radtke D et Bannard O, Front Immunol, 2019). Les pré-PB expriment une 

signature CD40 et BCR prouvant qu’ils ont interagit avec un lymphocyte Tfh (Ise W et al., 
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Immunity, 2018) et sont caractérisés par l’expression de gènes PC comme PRDM1, XBP1 et 

IRF4, et la répression des gènes de l’identité B tels que BCL6 et PAX5 (Zhang Y et al., J Exp Med, 

2018). Notre équipe a également participé à la caractérisation de ces cellules par un système 

de différenciation in vitro des MBC en PC. Dans ce système, les pré-PB co-expriment des 

marqueurs B et PC, commencent à sécréter des Ig et sont capables de se différencier en PC 

CD20- CD38++ CD138+ (Jourdan M et al., J Immunol, 2011).  

 

Récemment, Herviou et al. ont montré que les transitions des pré-PB en PB puis des 

PB en PC étaient contrôlées épigénétiquement par l’amplificateur de l'homologue zeste 2 

(EZH2). En effet, EZH2 a un rôle dans la prolifération des PB, il appose des marques répressives 

H3K27me3 (triméthylation de la lysine 27 de l’histone 3) sur les promoteurs des gènes PC et 

son expression est perdue au cours de la différenciation (Herviou L et al., Leukemia, 2019).  

 

Enfin, les PB correspondent aux premières cellules effectrices : ils sont produits 

rapidement et initient la production d’Ig mais meurent rapidement. Ces cellules subissent cinq 

cycles de division dans les OLS, avant de se différencier en PC non prolifératifs (Sze DM et al., 

J Exp Med, 2000).  

 

b. La régulation transcriptionnelle des plasmocytes 

  

Les PC sont des cellules totalement différenciées qui permettent l’immunité humorale via 

la production des Ig (Nutt SL et al., Nat Rev Immunol, 2015). La protection de l’organisme est 

ainsi assurée immédiatement par les PC à courte durée de vie qui résident principalement 

dans les OLS et qui meurent rapidement, et de manière prolongée via les PC à longue durée 

de vie qui se nichent dans la moelle osseuse et peuvent perdurer plusieurs années (Chang HD 

et al., Immunol Rev, 2018 ; Kometani K et al., Cur Opin Immunol, 2015). Chez l’humain, ces 

cellules sont caractérisées par l’expression de marqueurs membranaires comme le CD38 qui 

est exprimé fortement, le CD20 et le CD138 aussi appelé syndécan 1 (SDC1) et qui correspond 

à une glycoprotéine composée d’une association de chondroïtines sulfates et d’héparanes 
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sulfates. Une récente étude a caractérisé précisément les PC des amygdales grâce à des 

immunohistomarquages. Ils montrent notamment que les PC expriment le CD38, le CD138, le 

CD27, IRF4 et l’IgG en intra-cellulaire. Ces PC sont produits dans la LZ puis migrent ensuite 

dans la DZ avant de quitter le GC (Steiniger BS et al., Histochem Cell Biol, 2020). Chez la souris, 

les PC expriment également le CD138 mais perdent l’expression du CD38.  

 

La différenciation des PC passe par une régulation fine de l’expression des facteurs de 

transcription (Figure 16). Ainsi, les PC répriment l’expression des gènes de l’identité B comme 

PAX5, BCL6, SPIB, BACH2 et IRF8 principalement, et expriment les gènes de l’identité 

plasmocytaire tels que PRDM1, IRF4 et XBP1 (Nutt SL et al., Nat Rev, Immunol, 2015). 

Récemment, Shi W et al. ont séquencé le transcriptome de plusieurs populations de 

lymphocytes B de rate et de moelle osseuse de souris. Ces résultats ont permis d’identifier les 

gènes spécifiquement exprimés dans les PC en comparaison aux B folliculaires. Ainsi, parmi 

les gènes les plus exprimés dans les PC, on retrouve PRDM1 et SDC1, mais aussi des gènes de 

la réponse aux protéines mal-conformée (UPR) tels que le gène de la protéine de signalisation 

nucléaire 1 du réticulum endoplasmique (ERN1 qui code pour IRE1), XBP1 et la protéine 3 de 

liaison à l’élément de réponse AMPc apparentée 2 (CREB3L2) (Shi W et al., Nat Immunol, 

2015).  

 

 



78 
 

 

 

Figure 16 : Le réseau transcriptionnel régulant la différenciation des plasmocytes. Les PC expriment différents 
facteurs de transcription qui répriment mutuellement les facteurs de transcription de l’identité B. Ainsi, les PC 
expriment PRDM1, XBP1 et IRF4 majoritairement. Ils répriment CIITA, PAX5, SPIB, BCL6 et BACH2 principalement 
(Nutt SL et al., Nat Rev Immunol, 2015).  

 

 

Dans la lymphopoïèse B, PRDM1, le gène codant pour la protéine BLIMP1 est exprimé 

exclusivement dans les PC. Shaffer et al. ont montré dans un modèle murin, que Blimp-1 est 

nécessaire pour la génération des PC (Shaffer AL et al., Immunity, 2004). Toutefois, l’équipe 

de Nutt a réussi à différencier des pré-PB déficients pour Blimp-1 en PC prouvant ainsi que 

BLIMP1 n’est pas indispensable pour l’initiation de la différenciation mais qu’il est nécessaire 

pour la production d’Ig et donc la génération de PC complètement différenciés (Tellier J et al., 

Nat Immunol, 2016). La régulation transcriptionnelle de la différenciation plasmocytaire a 

notamment été mise en évidence grâce à des modèles de souris avec un rapporteur BLIMP-1-

GFP (Kallies A et al., J Exp Med, 2004). L’expression de BLIMP1 induit l’augmentation de 

l’expression de XBP1 dont le rôle principal est de faciliter les capacités de production des Ig 

par le biais de l’UPR (Reimold AM et al., Nature, 2001 ; Shaffer AL et al., Immunity, 2004 ; 

Minnich M et al., Nat Immunol, 2016 ; Tellier J et al., Nat Immunol, 2016). Par ailleurs, BLIMP1 

réprime des gènes de l’identité B tels que BCL6 (Shaffer AL et al., Immunity, 2002) ; PAX5 (Lin 
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KI et al., Mol Cell Biol, 2002) et AICDA (Minnich M et al., Nat Immunol, 2016). BLIMP1 est 

également impliqué dans la différenciation des lymphocytes T (Nutt SL et al., Nat Rev 

Immunol, 2007) et est inhibé par BCL6 dans les lymphocytes Tfh (DiToro D et al., Science, 

2018).  

 

La protéine IRF4 a un double rôle et agit de manière dose-dépendante : en faible 

quantité, elle augmente l’expression des protéines BCL6 et AID alors qu’en forte quantité, IRF4 

réprime l’identité GC en faveur d’une différenciation PC avec l’induction de BLIMP1 (Ochiai K 

et al., Immunity, 2013 ; Klein U et al., Nat Immunol, 2006 ; Teng Y et al., Eur J Cell Biol, 2007). 

IRF4 active également la protéine 20 à doigt de zinc et contenant un domaine BTB (ZBTB20) 

(Chevrier S et al., J Exp Med, 2014 ; Lam WY et Bhattacharya D, Trends Immunol, 2018) et 

OBF1 (Schubart DB et al., Nature, 1996) qui facilitent la différenciation en PC. Enfin, la 

régulation d’IRF4 nécessite l’intervention de l’ubiquitine ligase CBL-b qui le dégrade. Chez la 

souris, l’absence d’expression de CBL-b altère la maturation d’affinité et la production des PC 

(Li X et al., Immunity, 2018), probablement par le biais d’IRF4.  

 

Etant donné leur fonction de cellules sécrétrices d’anticorps et donc leur forte 

production d’Ig, les PC sont prônes à développer un stress du réticulum endoplasmique (RE). 

Afin d’éviter une surcharge du RE, les PC activent l’UPR, notamment par le biais de XBP1 

(Iwakoshi NN et al., Immunol Rev, 2003). Ainsi, même si XBP1 participe grandement à la 

génération des PC et des Ig, son inactivation n’empêche pas la formation des PC (Taubenheim 

N et al., J Immunol, 2012). En effet, la déplétion de XBP1 peut être partiellement compensée 

par l’activation de la cible de la rapamycine (mTOR) (Benhamron S et al., Mol Cell Biol, 2014). 

Enfin, le facteur de l’identité B PAX5 réprime XBP1 (Reimold AM et al., J Exp Med, 1996) alors 

que l’IL-4 l’induit (Iwakoshi NN et al., Immunol Rev, 2003). Il faut noter que IRE1 permet la 

production d’une forme alternative de XBP1 : XBP1s qui est impliqué dans ces mêmes 

fonctions.  
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Enfin, il existe un facteur récemment mis en évidence qui intervient sur la 

différenciation des lymphocytes B et T : le facteur de transcription induit par l’IFN-γ (T-bet). T-

bet a un rôle intermédiaire entre l’immunité innée et l’immunité adaptative (Lazarevic V et 

al., Nat Rev Immunol, 2013). Dans les lymphocytes T CD8+, T-bet régule notamment 

l’expression de BCL6 et BLIMP1 (Xin A et al., Nat Immunol, 2016) ce qui n’est pas le cas dans 

les lymphocytes B (Stone SL et al., J immunol, 2019). En revanche, T-bet intervient dans la CSR 

des Ig sous l’induction de l’IFN-γ (Peng SL et al., PNAS, 2002). Enfin, T-bet intervient dans la 

différenciation des lymphocytes B activés en réponse à l’IFN-γ et dans le cadre d’une infection 

virale, en facilitant leur différenciation en PC ce qui n’est pas le cas avec une stimulation de 

type Th2 avec de l’IL-4 (Stone SL et al., Immunity, 2019).  Récemment, l’équipe de Shlomchik 

a montré que l’IL-12 induite dans le cadre d’une infection par Salmonella (et donc une réponse 

immunitaire de type Th1) augmente l’expression de T-bet dans les lymphocytes T ce qui 

bloque leur différenciation en Tfh et empêche la formation des GC (Elsner RA et Shlomchik 

MJ, Cell Rep, 2019).  

 

Ces dernières années, les techniques d’étude du transcriptome au niveau cellule 

unique et les analyses bio-informatiques se sont énormément développées. Ces analyses 

permettent de mettre en évidence l’hétérogénéité qui existe au sein des populations 

lymphocytaires B, de valider les facteurs impliqués dans les différentes sous-populations 

cellulaires et d’établir des trajectoires moléculaires de l’engagement dans la différenciation 

(Milpied P et al., Nat Immunol, 2018 ; Scharer CD et al., Nat Commun, 2020 ; Dermadi D et al., 

iScience, 2020 ; Holmes AB et al., J Exp Med, 2020) (Figure 17).  
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Figure 17 : L’analyse du transcriptome au niveau cellule unique des lymphocytes B matures humains.  a. 
Représentation en t-SNE (t-distributed stochastic neighbor embedding) de 767 lymphocytes B du centre 
germinatif (GC), B mémoires (mem), plasmablastes (PB) et plasmocytes (PC) sur la base de l’expression de 91 
gènes. Les différentes populations de B du GC, de B mémoire ou de PB/PC sont bien distinctes les unes des autres. 
b. Expression de différents marqueurs spécifiques des populations correspondantes. Les B mémoires sont 
caractérisés par l’expression de NOTCH2 et de JAM3, les PC par l’expression de PRDM1 et de SDC1 et les B du GC 
par BCL6 et AICDA (Milpied P et al., Nat Immunol, 2018).  

 

3) La différenciation en lymphocytes B mémoires  

 

La différenciation des B du GC est maintenant bien décrite mais on n’explique toujours pas 

complètement comment un B va « prendre la décision » de se différencier en PB plutôt qu’en 

MBC. Il existe cependant quelques éléments de réponse. D’abord, Chiu et ces collaborateurs 

ont montré que le facteur des lymphocytes B activés 1 (ABF-1) activé par l’IL-21 et l’anti-CD40, 

favorise la différenciation des B du GC en MBC notamment parce qu’ABF-1 et BLIMP1 se 

répriment mutuellement (Chiu YK et al., J Immunol, 2014). Par ailleurs, une étude récente a 

montré que l’IL-9 produite par une faible proportion de Tfh favorisait la différenciation en 

MBC (Wang Y et al., Nat Immunol, 2017). Enfin, d’autres études montrent que la force 

d’affinité du BCR conditionne le devenir du lymphocyte B. En effet, les PC ont un BCR de plus 

forte affinité que les MBC, et donc avec une charge mutationnelle plus importante au niveau 

des gènes des Ig (Smith KG et al., EMBO J, 1997 ; Shinnakasu R et al., Nat Immunol, 2016 ; Ise 

W et al., Immunity, 2018). Ces études sont en lien avec celle de Weisel et al. qui montre que 

la durée de la différenciation impacte le « choix » du lymphocyte B de se différencier, avec la 

production de MBC qui précède celle des PC (Weisel FJ et al., Immunity, 2016). D’ailleurs, la 

différenciation des MBC n’est pas autant affectée que celle des PC en absence de CXCR4. En 
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effet, les MBC qui retournent dans la DZ pour améliorer l’affinité de leur BCR sont moins 

nombreux que les PC (Bannard O et al., Immunity, 2013). Les MBC dérivent en revanche des 

clones les plus affins (Mesin L et al., Cell, 2020). 

 

La différenciation des MBC est particulièrement compliquée à étudier du fait de l’absence 

de gène spécifiquement exprimé dans les MBC, même si la majorité de ces cellules exprime le 

CD27 (Wu YC et al., Front Immunol, 2011). Bien que les MBC aient un profil transcriptionnel 

proche de celui des NBC, ces cellules sont fonctionnellement très différentes. En effet, les 

MBC, et particulièrement les MBC avec un BCR commuté se différencient plus rapidement en 

PC que les NBC après une deuxième infection (Dogan I et al., Nat Immunol, 2009). Cette 

capacité accrue de différenciation pourrait en partie être expliquée par une expression plus 

élevée de BACH2 par ces cellules (Kometani K et al., Immunity, 2013 ; Shinnakasu R et al., Nat 

Immunol, 2016). Tout comme les NBC, les MBC sont des cellules quiescentes et expriment 

PAX5. Les MBC présentent toutefois quelques différences avec les NBC comme une 

surexpression des molécules de costimulation CD80 et CD86 et des protéines anti-

apoptotiques telles que BCL-2 et la protéine 6 contenant des IAP baculoviraux (BIRC6) 

(Bhattacharya D et al., J Immunol, 2007 ; Good-Jacobson KL et Shlomchik MJ, J Immunol, 

2010). Ces surexpressions augmentent leur capacité d’activation et de survie ce qui leur 

permet de se différencier plus rapidement en PC que les NBC. Aussi, cette différenciation est 

renforcée par le CD40L puisque les MBC qui se différencient en PC lors d’une seconde 

exposition au pathogène, sont ceux qui ont une signalisation CD40 forte, et donc, une 

interaction forte avec les Tfh (Koike T et al., elife, 2019).  

 

Enfin, certaines équipes ont identifié des précurseurs de MBC chez la souris : c’est le cas 

de Laidlaw et al. qui ont isolé une population de B du GC située dans la LZ qui exprime l’Ephrine 

B1. Ces cellules perdent l’expression de BCL6, augmentent celle du CD38 et d’EBI2 et ont une 

meilleure survie que les B du GC (Laidlaw BJ et al., J Exp Med, 2017). Suan et al. ont aussi isolé 

des précurseurs des MBC basés sur l’expression du CCR6 qui leur permet de résider dans les 

tissus lymphoïdes (Suan D et al., Immunity, 2017) et qui n’est pas exprimé par les PB (Elgueta 

R et al., J Immunol, 2015).  
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III. La sortie des plasmablastes du centre germinatif et la 

caractérisation des plasmocytes  

 

1) La sortie du centre germinatif et la niche médullaire des plasmocytes  

 

Deux vagues successives de PB sont issues des GC : la première est composée de PB à 

courte durée de vie qui résident dans les OLS mais qui peuvent aussi coloniser la moelle 

osseuse, où ils ne survivront pas longtemps (Zhang Y et al., J Exp Med, 2018). La seconde 

correspond aux PB à longue durée de vie et les PC issus de cette vague résideront à long terme 

dans la moelle osseuse (Weisel FJ et al., Immunity, 2016). Il faut noter que les PB et les MBC 

émergents des GC sont finement sélectionnés afin d’éviter la production d’anticorps auto-

immuns (Mayer CT et al., PNAS, 2020).  

 

Différents signaux permettent la sortie des PB des OLS. D’abord, les PB perdent 

l’expression du CXCR5 et sur-expriment le CXCR4 en réponse au CXCL12 produit par les CRC, 

ce qui leur permet de sortir du GC au niveau de la DZ (Meyer-Hermann M et al., Cell Rep, 

2012 ; Fooksman DR et al., Immunity, 2010). L’équipe de Tarlinton a mis en évidence que la 

migration via le CXCL12 ne dépend pas seulement de CXCR4 mais dépend également de 

l’expression de c-MYB. En effet, les souris dont l’expression de c-MYB est bloquée dans les 

lymphocytes B ont une altération de la migration des PB dans le sang et dans la moelle osseuse 

(Good-Jacobson KL et al., J Exp Med, 2015). Ensuite, les cellules stromales et principalement 

les FRC fournissent d’autres signaux qui attirent les PB dans la zone T comme le CCL19 et le 

CCL21. Ces cellules stromales promeuvent la survie et la prolifération des PB via le ligand 

induisant la prolifération (APRIL) (dont le récepteur est l’activateur transmembranaire qui 

interagit avec CAML (TACI) qui promeut l’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-XL 

(Belnoue E et al., Blood, 2008) ; l’IL-6 et le BAFF (Zhang Y et al., J Exp Med, 2018). Reijmers et 

al. ont montré qu’APRIL induit ses fonctions de survie en se liant aux héparanes sulfates 

comme le CD138, présents en surface des PC. En effet, ils ont délété l’épimerase glucuronyl 
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C5 qui permet aux héparanes sulfates d’acquérir une conformation particulière et d’effectuer 

certaines de leurs fonctions. Dans cette situation, les lymphocytes B continuent de lier le 

CXCL13 et le CCL21 mais ne fixent plus APRIL et le CXCL12-α. En conséquence, la maturation 

des lymphocytes B est altérée et le nombre de PC et les taux d’Ig produites sont réduits 

(Reijmers RM et al., Blood, 2011). Dans la zone T, les PB suivent ensuite le gradient de S1P qui 

s’étend des OLS jusqu’à la circulation sanguine (Schwab SR et al., Science, 2005 ; Kabashima K 

et al., J Exp Med, 2006), puis rejoignent la moelle osseuse, toujours grâce au gradient de 

CXCL12 (Nguyen DC et al., Front Immunol, 2019). Pabst et al. ont montré que la migration des 

PB jusqu’à la moelle osseuse dépend non seulement des gradients de chimiokines, mais 

également l’expression de protéines membranaires et notamment de l’intégrine β2 (LFA-1), 

dont la déplétion bloque complètement la migration (Pabst O et al., J Immunol, 2005).  

 

Au sein de la niche médullaire, de nombreux types cellulaires produisent des signaux 

qui permettent à la fois la migration des PB, leur différenciation en PC, leur survie et leur 

maintien (Figure 18). Parmi eux (et de manière non-exhaustive), on trouve les mégacaryocytes 

(Winter O et al., Blood, 2010), les polynucléaires basophiles (Rodriguez Gomez M et al., J 

Immunol, 2010), les DC (Lightman S et al., Front Immunol, 2019), ainsi que les précurseurs 

myéloïdes (Matthes T et al., Blood, 2011). Ces cellules peuvent être en contact direct avec les 

PC via des récepteurs particuliers (CD80-CD86 sur les DC qui se lient au CD28 sur les PC, par 

exemple) ou produire des facteurs solubles comme le CXCL12, l’IL-4, l’IL-6 et l’APRIL (Lindquist 

RL et al., Front Immunol, 2019) et l’ENPP1 (Wang H et al., Sci Rep, 2017).  
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Les PC sont en contact étroit avec les cellules stromales mésenchymateuses 

médullaires via l’expression de protéines d’adhésion comme LFA-1 qui se lie sur VLA-4 

(Zehentmeier S et al., Eur J Immunol, 2014). Ces cellules produisent principalement des 

signaux de survie ou nécessaires aux fonctions des PC sous forme soluble, et les contacts 

intercellulaires avec les PC ne sont donc pas indispensables (Nguyen DC et al., Nat Commun, 

2018). Cependant, une récente étude contredit ces résultats en suggérant que les contacts 

cellulaires entre les PC et les cellules stromales seraient nécessaires pour le maintien des PC 

dans ma moelle osseuse, et qu’ils passeraient notamment par des intégrines (Cornelis R et al., 

Cell Rep, 2020). Parmi les signaux produits par les cellules stromales, on trouve notamment 

BAFF et APRIL. BAFF peut se lier à trois récepteurs : BAFF-R ; TACI et l’antigène de maturation 

Figure 18 : La sortie des plasmablastes du centre germinatif et la niche médullaire des plasmocytes. Dans la 
zone claire (LZ) du centre germinatif, les centrocytes les plus affins se différencient en plasmablastes (1), les moins 
affins se différencient en lymphocytes B mémoire (2) et certains retournent dans la zone sombre (DZ) (3). Les 
plasmablastes quittent les organes lymphoïdes secondaires et rejoignent la circulation sanguine (Step 1). Ensuite, 
ils traversent les vaisseaux sanguins par transmigration et arrivent dans la niche medullaire (Step 2). Les cellules 
stromales expriment du CXCL12 qui attirent les plasmablastes. Les éosinophiles, les monocytes et les 
mégacaryocytes sécrètent de l’APRIL et de l’IL-6 qui leur permettent de se différencier en plasmocytes à longue 
durée de vie (Kometani K et Kurosaki T, Curr Opinin Immunol, 2015).  
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des lymphocytes B (BCMA). BAFF-R est exprimé par les NBC alors que BCMA est exprimé par 

les PC de la moelle osseuse. APRIL peut lier les mêmes récepteurs que BAFF : BCMA, et TACI 

quand il est associé aux héparanes sulfates. La fixation de BAFF sur TACI induit l’expression de 

la protéine anti-apoptotique de différenciation des cellules de leucémie myéloïde induite 1 

(MCL-1) (Peperzak V et al., Nat Immunol, 2013) et l’activation des voie canoniques et non 

canoniques de survie NF-κB via la protéine PIM2, qui inhibe elle-même la protéine pro-

apoptotique BAD (Mackay F et Schneider P, Cytokine Growth Fact Rev, 2008). Enfin, les PC 

sont des cellules qui survivent mieux en conditions hypoxiques (Nguyen DC et al., Nat 

Commun, 2018).  

 

2) La culture des plasmocytes  

  

La mise en place d’un système de culture qui maintien le phénotype des PC et les garde 

en vie est difficile à développer, notamment parce que ces cellules dépendent des cellules 

présentes et des signaux produits par leur micro-environnement. Ainsi, plusieurs modèles ont 

été développés dans différentes équipes en combinant les différents signaux décrits 

précédemment (Arpin C et al., Science, 1995 ; Jourdan M et al., Blood, 2009 ; Cocco M et al., 

J Immunol, 2012, par exemple). Notre équipe a également développé un système de culture 

en deux étapes qui permet d’obtenir des PB en six jours (Figure 19). Ce système de culture ne 

permet cependant pas de maintenir en vie les PB (Caron G et al., Cell Rep, 2015).  
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Figure 19 : Le modèle de différenciation in vitro développé dans notre équipe. Les NBC de sang humains sont 
d’abord cultivés pendant 4 jours avec la Stim 1, comprenant de l’IL-2, du CpG, de l’anti-BCR et du CD40L, puis 
pendant 2 jours avec la Stim 2 composée de : l’IL-2, IL-4 et IL-10. Au sixième jour de culture, il existe 3 
populations qui diffèrent par leur capacité de prolifération (suivie par la dilution du CFSE) et par l’expression du 
CD38 : la population P3 qui est prône à mourir, la population P2 qui contient les précurseurs des PB et la 
population P1 : CD38++ CFSEfaible qui correspond aux PB (Caron G et al., Cell Rep, 2015).  

 

 

 Certaines équipes utilisent également des « feeders » qui correspondent à des cellules 

stromales, ou des surnageants de culture de ces feeders, pour mimer l’interaction B-stroma 

in vitro. C’est par exemple le cas de l’équipe de Moreaux qui a développé un système de 

culture en trois étapes, dans lequel elle différencie des MBC en PC. Ainsi, elle cultive les MBC 

avec 30% de surnageant de culture de Resto, une lignée cellulaire de FRC. Pour activer les 

MBC, elle les cultive d’abord avec une combinaison de molécules incluant : des 

oligonucléotides CpG, du CD40L, de l’IL-2, de l’IL-10 et de l’IL-15 pendant les quatre premiers 

jours. Les trois jours suivants, elle enlève les CpG et le CD40L et ajoute de l’IL-6, en plus de l’IL-

2, l’IL-10 et l’IL-15 pour différentier les cellules activées en PB.  Enfin, pendant les jours 7 à 10, 

elle les différencie en PC avec de l’IL-6, IL-15 et IFN-α (Herviou L et al., Leukemia, 2019).  

 

 

3) Le CD138 et son rôle dans le myélome multiple  

 

Le CD138 exprimé par les PC joue un rôle primordial dans leur survie. En effet, les chaînes 

d’héparanes sulfates du CD138 permettent aux PC de capter et de concentrer des signaux de 

survie tels que l’IL-6 et l’APRIL (McCarron MJ et al., Blood, 2017). Par ailleurs, le CD138 se lie 

au collagène de type I dans la moelle osseuse (Ridley RC et al., Blood, 1993) et permet ainsi le 
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maintien des PC dans la niche médullaire. Il faut noter que le CD138 n’est pas le seul syndécan 

exprimé par les PC. Ils expriment également le SDC-4 à titre d’exemple (Yamashita Y et al., J 

Immunol, 1999). 

 

Le myélome multiple (MM) dérive de la prolifération clonale d’un PC dans la moelle 

osseuse et est donc caractérisé par une forte production d’Ig monoclonales. Même si 

l’expression du CD138 est hétérogène, il a un rôle dans la progression de la pathologie 

(Khotskaya YB et al., J Biol Chem, 2009 ; Yang Y et al., Blood, 2002 ; Jung O et al., Oncogenesis, 

2016) et sa délétion réduit fortement la croissance du MM in vitro et conduit à la mort par 

apoptose des cellules tumorales in vivo (Wu YH et al., J Immunol, 2012). Le groupe de 

Fooksman s’est intéressé à la caractérisation des populations CD138+ et CD138- dans le MM. 

En utilisant un modèle murin qui développe un MM, ils ont montré que les cellules exprimant 

le CD138 sont plus prolifératives et induisent une signalisation IL-6R qui promeut leur survie. 

De plus, ces cellules forment de plus grosses tumeurs que celles n’exprimant pas le CD138. 

Ces dernières sont, en revanche, plus apoptotiques et plus mobiles. Les auteurs suggèrent que 

l’expression du CD138 régulerait la localisation et la survie des cellules de MM dans la moelle 

osseuse et que son expression serait perdue lorsque la tumeur devient trop importante et n’a 

plus les ressources nécessaires pour se développer, ce qui permettrait aux cellules de MM de 

migrer et métastaser (Fooksman DR et al., Blood, 2015 ; Akhmetzyanova I et al., Leukemia, 

2020). Récemment, certains groupes ont caractérisé des cas de MM dont la totalité des 

cellules tumorales n’exprimait pas le CD138. Ils supposent que ces cellules pourraient être des 

cellules souches plus agressives que les cellules de MM classiques (Mykytiv V et al., Hematol 

Oncol and Stem Cell Therapy, 2019 ; Setiadi AF et Sheikine Y, BMJ Case Rep, 2019).   
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IV. La différenciation extra-folliculaire des lymphocytes B  

 

La différenciation extra-folliculaire permet de produire des PC rapidement. Cependant, les 

PC produits de cette manière sont de moins bonne affinité pour l’antigène et ne persistent 

pas à long terme dans l’organisme. Ainsi, il existe deux voies de différenciation extra-

folliculaires en fonction du type d’antigène à l’origine de la réaction immunitaire.  

 

1) La différenciation extra-folliculaire T-dépendante  

 

Les antigènes qui initient ce type de différenciation correspondent aux mêmes antigènes 

qui induisent les réactions du GC et ils stimulent de la même manière les NBC et les 

lymphocytes T. Les NBC sur-expriment d’abord le récepteur au CCL19 et au CCL21 : le CCR7 

pour se localiser dans la zone T, où ils interagissent avec les lymphocytes T spécifiques. Ces 

lymphocytes T, bien qu’indispensables pour la différenciation des NBC en PC, sont bien 

distincts des lymphocytes Tfh puisqu’ils n’expriment pas les gènes Tfh tel que PD-1, et ne 

migrent pas selon le gradient de CXCL13. Toutefois, ces lymphocytes T produisent des 

cytokines communes aux Tfh et impliquées dans la différenciation des PC comme l’IL-21 et le 

CD40L (Odegard JM et al., J Exp Med, 2008). Les lymphocytes B activés ne quittent pas la zone 

B-T avant d’avoir subi au moins deux étapes de division. Aussi, cette interaction B-T induit une 

surexpression de l’AID à l’origine des CSR, que l’on ne trouve pas exclusivement dans le GC 

(Xu W et al., Nat Immunol, 2007). Ensuite, les lymphocytes B activés migrent grâce au gradient 

d’oxystérol via leur récepteur EBI2 autour du follicule B, où ils prolifèrent et se concentrent 

dans les foci extra-folliculaires pour se différencier en PC. Dans ces foci, les lymphocytes B 

interagissent avec les DC CD11c++ qui participent à leur survie et à leur différenciation 

(MacLennan IC et al., Immunol Rev, 2003). Les PC issus de la différenciation extra-folliculaire 

produisent des Ig, potentiellement commutées, pendant 3 jours puis meurent par apoptose 

(Smitch KG et al., Eur J Immunol, 1997 ; Nutt SL et al., Nat Rev Immunol, 2015). La génération 

de ces PC est régulée notamment par l’affinité du BCR pour l’antigène (Kräutler NJ et al., J Exp 

Med, 2017 ; Luo W et al., Immunity, 2018). En effet, les lymphocytes B dont le BCR est le plus 
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affin se différencient en PC et ceux dont le BCR est le moins affin forment le pool de B 

mémoires IgM (Toyama H et al., Immunity, 2002) ou IgM/IgG de plus faible affinité (Weisel FJ 

et al., Immunity, 2016). Les PC produits de cette manière ont longtemps été décrits comme 

ayant un répertoire BCR non muté (Jacob J et al., J Exp Med, 1991 ; McHeyzer-Williams MG et 

al., J Exp Med, 1993), mais des études plus récentes montrent que ces PC peuvent subir des 

SHM et exprimer un BCR muté (William J et al., Science, 2002 ; Cattoretti G et al., Blood, 2006 ; 

Di Niro R et al., Immunity, 2015).  

 

2) La différenciation extra-folliculaire T-indépendante  

 

Deux catégories d’antigènes sont à l’origine de ce type de différenciation : les 

antigènes T-indépendants de type I, qui correspondent à des agents mitotiques tels que le 

LPS, et les antigènes T-indépendants de type II qui sont composés de motifs répétés viraux ou 

bactériens. La différenciation extra-folliculaire T-indépendante passe par le biais des MZB ou 

des lymphocytes B-1. Ces derniers expriment exclusivement l’IgM et produisent des anticorps 

naturels sans exposition préalable à l’antigène (Baumgarth N et al., Nat Rev Immunol, 2011). 

Ces cellules sont localisées exclusivement dans les cavités pleurales et péritonéales et dans le 

tissu adipeux associé à la rate. Parmi les deux catégories qui existent, différentiées selon 

l’expression du CD5 : les CD5+ (ou B1a) sont celles qui produisent les anticorps naturels et les 

CD5- (B1b), celles qui produisent des anticorps T-indépendants et qui participent aux réponses 

mémoires (Haas KM et al., Immunity, 2005).  

 

Les antigènes solubles ou opsonisés par le complément sont d’abord captés par les 

cellules présentatrices d’antigènes comme les MZM ou les DC avant d’être transférés aux 

MZB, ou sont directement captés par les MZB (Nutt SL et al., Nat Rev Immunol, 2015). Les 

antigènes de type I comme le LPS, activent la voie des TLR (TLR4 pour le LPS, souvent utilisé 

chez la souris), alors que les antigènes de type II activent le BCR et renforcent leur signal par 

regroupement des BCR (Haas KM et al., J Immunol, 2009). Les MZB se différencient en pré-PB 

en seulement 48 heures car ils expriment BLIMP1 plus fortement que les lymphocytes B 
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folliculaires (Jones DD et al., J Immunol, 2015). Ils expriment aussi plus fortement TACI qui va 

indirectement faciliter la différenciation et la CSR en activant la voie mTOR, elle-même à 

l’origine de la répression de BACH2 et l’activation de c-MYC et de PRDM1, et de deux facteurs 

de transcription peu connus dans la lymphopoïèse B : DEC1 et DEC2, qui seront décrit dans le 

Chapitre 3 (Sintes J et al., Nat Commun, 2017). Les PC nouvellement générés survivent jusqu’à 

six jours dans la rate et produisent de grandes quantités d’Ig. Ces cellules ne meurent pas par 

l’activation classique de la caspase 3. Du fait de leur production rapide et intense d’Ig, ces 

cellules sont plus aptes à résister au stress du RE. Ainsi, ces cellules meurent par activation de 

la caspase 12, induite lors d’un stress du RE prolongé (Auner HW et al., Blood, 2010).  
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V. L’expression du CD23 par les lymphocytes B matures  

 

1) La structure, la signalisation et la régulation du CD23  

 

Le CD23 est le récepteur de faible affinité aux IgE et est codé par le gène FCER2. Il est 

principalement impliqué dans les réponses allergiques avec forte production d’IgE (Selb R et 

al., J Allergy Clin Immunol, 2017). C’est une protéine transmembranaire qui contient un 

domaine de type lectine-C et qui existe sous deux formes : CD23a et CD23b dont les extrémités 

N-terminales cytoplasmiques diffèrent de 6 à 7 acides aminés (Yokota A et al., Cell, 1988). Ces 

deux isoformes proviennent du même gène mais sont issus d’un site d’initiation de la 

transcription différent. Par ailleurs, le récepteur de haute affinité aux IgE (FCERI) et celui de 

faible affinité (FCER2) se répriment mutuellement. De plus, FCER1 lie préférentiellement les 

IgE libres alors que FCER2 fixe plutôt les IgE sous forme de complexes immuns (Engeroff P et 

al., J Allergy Clin Immunol, 2020). Concernant sa régulation protéique, le CD23 doit se trouver 

sous forme trimérique pour pouvoir capter les complexes immuns contenant des IgE (Sutton 

BJ et Davies AM, Immunol Rev, 2015). Il est clivé par la protéine contenant un domaine de 

disintegrine et de métalloprotéinase 10 (ADAM10) qui produit ainsi du CD23 soluble, soit 

monomérique : dont le rôle est de diminuer la synthèse d’IgE, soit trimérique et qui permet 

l’augmentation de la synthèse des IgE (Cooper AM et al., J Immunol, 2012). De manière 

générale, les lymphocytes B ont plutôt un rôle de régulateurs négatifs de la production des IgE 

(Yabuuchi S et al., Int Immunopharmacol, 2002 ; Cheng LE et al., J Immunol, 2010 ; Fellmann 

P et al., Immun Inflamm Dis, 2015). 

 

Le CD23a est exprimé constitutivement par les lymphocytes B activés et est régulé par 

PAX5 (Visan I et al., Eur J Immunol, 2003). Le CD23b est induit sous stimulation anti-CD40, anti-

µ, ou IL-4 via STAT6 dans les lymphocytes B d’amygdales (Yokota A et al., Cell, 1988 ; Challa 

AJD et al., Allergy, 1999 ; Ewart MA et al., Genes and Immunity, 2002). Une fois activé, le CD23 

signalise notamment par la voie ERK dans les lymphocytes B (Chan MA et al., Clin Immunol, 

2010). Des études récentes sur des culture d’échantillons de sang humains sains (Ramadani F 
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et al., Allergy, 2017) et des analyses au niveau cellules uniques de patients allergiques (Croote 

D et al., Science, 2018) révèlent que les lymphocytes B IgE se différencient plus difficilement 

en PC que les autres. D’ailleurs, les PC IgE+ sont des PC à courte durée de vie, ils sont rares et 

se différencient indépendamment du GC (Yang Z et al., Curr Opin Immunol, 2014). A noter 

qu’il n’existe pas de MBC IgE+ et que les PC IgE+ sont produits rapidement après une seconde 

exposition. D’ailleurs, les travaux de He et al. ont permis d’identifier une sous-catégorie de 

MBC IgG1 à l’origine des PC IgE (He JS et al., Nat Commun, 2017).  

 

Le CD23 est par ailleurs un marqueur caractéristique des FDC (Allen CDC et Cyster JG, 

Semin Immunol, 2009). Une étude chez la souris a mis en évidence que la régulation du CD23 

était différente dans les lymphocytes B et dans les FDC. Pour se faire, les auteurs ont isolé des 

FDC de ganglions de souris par digestion enzymatique et séparation sur colonne magnétique 

basée sur l’expression de FDC-M1, CD40, CD21, CD35 et FcγRII. Ils ont ensuite montré que la 

stimulation avec de l’anti-CD40 et de l’IFN-γ induisait l’expression du CD23 par les FDC mais 

pas par les lymphocytes B. Au contraire, une stimulation avec de l’IL-4 associée à de l’anti-

CD40, induit l’expression du CD23 par les lymphocytes B mais pas par les FDC (Maeda KGF et 

al., J Immunol, 1992 ; Sukumar S et al., J Immunol, 2006). Ces résultats sont tout de même à 

prendre avec précaution puisque les cibles régulées par l’IL-4 ne sont pas tout à fait les mêmes 

chez la souris et chez l’humain (Ruiz-Lafuente N et al., Biochem Biophys Rep, 2018).  

 

 

2) L’utilisation du CD23 comme marqueur de la différenciation 

lymphocytaire B  

 

Chez la souris, le CD23 est un marqueur des lymphocytes B folliculaires. C’est d’ailleurs 

pour cela que les scientifiques utilisent régulièrement des modèles murins dans lesquels ils 

délètent leur gène d’intérêt dans l’ensemble des cellules exprimant le CD23, lorsqu’ils veulent 

inhiber l’expression de ce gène dans les lymphocytes B du GC. Son expression in situ est 

difficile à étudier, du fait de sa forte expression par les FDC (Maeda KGF et al., J Immunol, 
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1992). L’équipe de Waldschmidt s’est intéressée à la cinétique d’expression du CD23 au cours 

de la différenciation lymphocytaire B chez la souris. Ainsi, elle a montré que les lymphocytes 

B folliculaires qui expriment le CD23, perdent l’expression de l’IgD membranaire et du CD38 

avant celle du CD23, lorsqu’ils se différencient en lymphocytes B du GC et que les MBC et les 

PB n’expriment pas le CD23 (Shinall SM et al., J Immunol, 2000). Ses données sont 

contradictoires avec celles de Victora et al., qui montrent une augmentation d’expression du 

CD23 par les lymphocytes B de la LZ en comparaison à ceux de la DZ par : i) cytométrie de flux 

chez la souris (Figure 20A), il faut tout de même noter que l’expression du CD23 reste 

inférieure ou égale à celle des lymphocytes B non GC (B220+ FAS- CD38+) (Victora GD et al., 

Cell, 2010), et ii) par immunohistofluorescence chez l’humain (Figure 20B), avec des CC 

exprimant le CD23 dans les amygdales et dans les ganglions réactifs (Victora GD et al., Blood, 

2012), résultat potentiellement faussé par la forte expression de ce marqueur par les FDC. 

Chez l’humain, le CD23 n’est pas utilisé pour différencier les sous-catégories de lymphocytes 

B. Toutefois, Kolar et al. ont isolé une population IgD+ CD38- CD23- dans les amygdales 

humaines, qu’ils caractérisent comme étant une population pré-GC et montrent que les NBC 

expriment de manière hétérogène le CD23 (Kolar GR et al., Blood, 2007). Notre équipe s’y est 

également intéressée : nous avons ainsi montré qu’à partir de NBC humains différenciés in 

vitro, ce sont majoritairement les lymphocytes B activés qui n’expriment pas le CD23 qui se 

différencient en PB (Caron G et al., Cell Rep, 2015 ; Pignarre A et al., Blood, 2020).  
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Figure 20 : L’expression du CD23 dans le centre germinatif. A. Expression du CD23 chez la souris déterminée par 
cytométrie de flux. Les lymphocytes B de la zone claire (LZ) CXCR4- CD86+ expriment plus fortement le CD23 que 
les lymphocytes B de la zone sombre (DZ) CXCR4+ CD86-. Le CD23 est exprimé autant par les B de la LZ que les B 
non GC. B. Le CD23, le CD83, le CD86 et le CXCR4 permettent de distinguer la DZ de la LZ en 
immunohistofluorescence. Les 4 premières images correspondent à des coupes d’amygdales humaines congelées, 
et les deux suivantes à des ganglions réactifs humains emparaffinés (Adapté de Victora GD et al., Cell, 2010 et 
Victora GD et al., Blood, 2012).  

 

 

3) Le CD23 dans le lymphome folliculaire  

 

Le lymphome folliculaire (FL) est un cancer indolent, principalement caractérisé par la 

translocation t(14 :18)(q32;q21) qui place le gène BCL2 sous le contrôle du promoteur du gène 

IGH, ce qui provoque une surexpression de la protéine anti-apoptotique BCL2 (Rabkin CS et 

Janz S, JNCI Monographs, 2008). Cette translocation est accompagnée d’autres événements 

génétiques, dont souvent des mutations des gènes modifiant la chromatine (KMT2D, CREBBP, 

EZH2) (Green MR et al., Blood, 2018). Les FL sont caractérisés par l’expression monoclonale 

de la chaîne légère des Ig, l’expression du CD19, du CD20, du CD10 et de BCL‐6. Ce lymphome 

dérive des lymphocytes B du GC et plus particulièrement des CC (Roulland S et al., Adv in 

Immunol, 2011). En effet, en plus de leur localisation dans le GC, les lymphocytes B tumoraux 

ont un transcriptome proche de celui des B du GC et notamment des CC (Victora GD et al., 

Blood, 2012 ; Carbone A et al., Nat Rev, 2019) et ils expriment l’AID qui permet les SHM de 
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leur BCR (Hardianti MS et al., Leukemia, 2004). Les B tumoraux de FL sont décrits comme étant 

des cellules bloquées dans leur différenciation (Basso K et Dalla-Favera R, Nat Rev Immunol, 

2015 ; Victora GD et al., Blood, 2012). Pourtant, Milpied et ses collaborateurs ont récemment 

mis en évidence grâce à des analyses du transcriptome au niveau cellule unique qu’il existe 

plusieurs stades cellulaires au sein d’un même patient atteint de FL, prouvant que ces cellules 

ne sont pas toutes bloquées au même stade de leur progression vers la différenciation et qu’il 

existe une hétérogénéité tumorale. Ces dernières études sur l’hétérogénéité du GC au niveau 

cellule unique apportent ainsi de nouvelles informations quant à l’origine et au 

développement des lymphomes (Milpied P et al., Nat immunol, 2018, Holmes AB et al., J Exp 

Med, 2020). Enfin, pour une proportion variable de patients (10 à 70%), le FL se transforme 

en une forme plus agressive : le lymphome diffus à grandes cellules B (DLBCL).  

 

Les lymphocytes B tumoraux des patients expriment de manière variable le CD23, ce 

qui appuie encore l’idée d’une hétérogénéité tumorale intra et inter-patients. Ainsi, les 

patients ayant des lymphocytes B tumoraux exprimant le CD23 auraient une meilleure survie 

que ceux n’en ayant pas (Olteanu H et al., Am J Clin Pathol, 2011). C’est également le cas, dans 

le DLBCL, où les patients exprimant le CD23 sont ceux qui survivent le mieux en comparaison 

à ceux qui ne l’expriment pas (Linderoth J et al., Clin Canc Res, 2003). Siddigi et al. ont 

caractérisé spécifiquement les FL CD23+ et pour 9 patients sur 11, ils ont trouvé une mutation 

gain de fonction de STAT6 et l’expression de sa forme phosphorylée (et active) dans le noyau. 

Ainsi, dans cette étude, 82% des patients souffrant d’un FL CD23+ ont une mutation de STAT6, 

un pourcentage bien plus important que le pourcentage global retrouvé dans tous les FL (11%) 

(Siddig IN et al., Mod Pathol, 2016). Bösl et al. ont également fait le lien entre les mutations 

gain de fonction de STAT6 et le CD23 en utilisant la lignée cellulaire OCY-Ly1 qui exprime soit 

STAT6 sous sa forme normale, soit une version de STAT6 mutée. Ils ont ainsi constaté qu’après 

stimulation à l’IL-4, les lignées exprimant STAT6 muté produisaient plus de CD23 soluble que 

celles exprimant la version normale (Bösl MW et al., Blood, 2015). Cependant, aucune étude 

à l’heure actuelle n’explique le rôle du CD23 dans le lymphome folliculaire.  

 



97 
 

Ainsi, dans ce chapitre, nous avons décrit les principales caractéristiques de la 

différenciation des CC en PC. Au cours de mon doctorat, j’ai également travaillé sur cette 

question et mis en évidence l’expression de DEC2, exclusivement exprimé dans les cellules en 

fin de différenciation. Encore peu étudié, ce facteur pourrait être impliqué dans les 

fonctionnalités des PC. Nous allons donc nous intéresser aux données déjà publiées sur DEC2 

et sur son paralogue DEC1 dans le chapitre 3.  
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Chapitre 3 :    

La structure et les fonctions du 

facteur de transcription DEC2 et 

de son paralogue DEC1   
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L’étude du facteur de transcription DEC2 aussi connu sous le nom de BHLHB3 (domaine 

basique contenant une hélice-boucle-hélice de classe 3), ou chez la souris : BHLHE41 (domaine 

basique contenant une hélice-boucle-hélice E41), ou chez le rat : SHARP1 (protéine activatrice 

du fractionnement et apparentée aux protéines Hairy), est souvent associée à celle de DEC1, 

aussi connu sous les noms de BHLHB2, BHLHE40, SHARP2 et STRA13 (protéine stimulée par 

l’acide rétinoïque 13) puisqu’ils sont homologues à 42% (Fujimoto K et al., Biochem Biophys 

Res Commun, 2001). Ces facteurs ont été initialement décrits dans la différentiation neuronale 

(Rossner MJ et al., Mol Cell Neurosci, 1997), puis dans le rythme circadien (Honma S et al., 

Nature, 2002). Au cours de ces dernières années, l’intérêt pour ces facteurs de transcription a 

pris de l’ampleur puisque qu’ils interviennent dans de nombreuses fonctions cellulaires et ont 

été décrits dans plusieurs cancers. Pour faciliter la lecture, nous utiliserons les termes DEC2 et 

DEC1 tout au long de ce chapitre, puisque ce sont les termes les plus employés chez l’humain.  

 

 

I. La classification et la structure des membres de la 

famille bHLH  

 

1) La classification des membres bHLH et la structure des gènes de DEC2 

et de DEC1  

 

Les facteurs de transcription bHLH ont été identifiés en 1989 (Murre C et al., Cell, 1989). 

Ils sont caractérisés par la présence d’une boîte E (E-box) composée de l’hexanucléotide 

CANNTG ou d’une boîte N : CANNAG dans leur séquence nucléotidique, qui sont des domaines 

de liaison pour les facteurs de transcription. Ils ont d’abord été classés selon leur localisation 

tissulaire et leur capacité de dimérisation et de liaison à l’ADN (Murre C et al., Biochim Biophys 

Acta, 1994). La classification de ces facteurs a ensuite été revue par Atchley et Fitch grâce à 

une analyse phylogénétique. Ils ont ainsi établi cinq classes (A à E) en fonction de la 

composition nucléotidique de la boîte E (Atchley WR et Fitch WM, PNAS, 1997). Enfin, la 
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classification de Ledent et al. répertorie les 125 gènes bHLH en 6 groupes (A-F) en tenant 

compte de la présence de domaines additionnels protéiques à l’extrémité C-terminale comme 

le domaine PAS qui permet la dimérisation protéique ; le domaine Orange qui permet l’activité 

transcriptionnelle répressive des facteurs de transcription et le domaine Leucine-Zipper, aussi 

impliqué dans la dimérisation protéique (Ledent V et al., Genome Biol, 2002) (Tableau 3). 

DEC2 et DEC1 appartiennent au groupe E.  

 

 

Tableau 3 : Classification des protéines de la famille bHLH. Il existe 6 groupes de protéines bHLH classés en 
fonction de la composition de la boîte E, de leur site de liaison sur l’ADN et de la présence de domaines 
additionnels. A titre d’exemple, on trouve le facteur c-MYC dans le groupe B, les facteurs induits par l’hypoxie 
(HIF) dans le groupe C et les facteurs DEC1 et DEC2 dans le groupe E (adapté de Jones S, Genome Biol, 2004).  

 

Les gènes DEC2 et DEC1 sont situés sur les chromosomes 12 et 3 respectivement, et 

contiennent 5 exons. Il existe 3 variants issus d’épissages alternatifs de DEC2 et de DEC1, dont 

deux ne codant pas pour des protéines. Les boîtes E de DEC2 sont composées de 

l’hexanucléotide CANNTG et situées à 0,3 et 1,8 kb en amont de son promoteur. Celles de 

DEC1 sont composées de l’hexanucléotide : CACGTG et sont situées à 3,1 ; 1,4 et 0,5 kb en 

amont du promoteur. Les boîtes E correspondent à des domaines de fixation pour DEC1 et 

DEC2, d’autres protéines comme MYC leur permettent également de former des dimères avec 

d’autres membres de la famille bHLH via leur structure hélice-boucle-hélice, dont ils partagent 

97% d’homologies (Fujimoto K et al., Biochem Biophys Res Commun, 2001). Ils reconnaissent 

plusieurs boîtes E en plus de la leur : TCAGGTGA, CACATG, et CACGCG et la boîte E′ : CACGTT 

(Kato Y et al., Curr Topics Dev Biol, 2014). De plus, ils contiennent un domaine Orange pour 
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assurer leurs fonctions répressives. Ces deux facteurs partagent 52% d’homologie dans ce 

domaine au niveau de la région C-terminale, ce qui suggère qu’ils présentent de nombreuses 

fonctions communes, en plus de celles qui leur sont propres (Fujimoto K et al., Biochem 

Biophys Res Commun, 2001).  

 

2) L’expression tissulaire et la structure protéique de DEC2 et de DEC1  

 

La protéine DEC2 est composée de 482 acides aminés, soit un poids moléculaire de près 

de 50 kDa. Elle est exprimée de manière ubiquitaire, mais on la trouve principalement dans le 

cerveau, le muscle, le tissus adipeux jaune, les poumons et plus faiblement dans les reins, la 

rate et les testicules. La protéine DEC1 contient 412 acides aminés, pour un poids moléculaire 

de 45,5 kDa et est exprimée dans de nombreux tissus tels que le cartilage, la rate et les 

intestins (Noshiro M et al., J of Biol Rythms, 2005). DEC2 et DEC1 contiennent une région 

conservée riche en acides aminés basiques dans la région N-terminale, et particulièrement en 

prolines, qui permet leur fixation sur l’ADN au niveau des boîtes E. DEC2 contient en plus, une 

région riche en glycines et en alanines qui se superpose à la région riche en prolines, que ne 

possède pas DEC1. De plus, ils contiennent un domaine hélice-boucle-hélice dans la région C-

terminale, qui leur permet de former des homo- ou des hétérodimères (Murre C et al., 

Biochem Biophys Acta, 1994). D’ailleurs, ces protéines sont régulièrement retrouvées sous 

forme d’hétérodimères DEC1/DEC2, ce qui permet notamment à DEC1 de réprimer 

l’expression de DEC2 (Li Y et al., J Biol Chem, 2003). Enfin, contrairement aux autres membres 

du groupe E, DEC2 et DEC1 ne possèdent pas de séquence WRPW qui permet l’interaction 

avec les corépresseurs de la famille GROUCHO.  
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3) Les modes d’action   

 

a. La liaison à l’ADN  

 

Des expériences avec un reporter luciférase ont montré que DEC2 et DEC1 impactent la 

transcription de gènes cibles par fixation sur les boîtes E. D’autres protéines reconnaissent 

également ces régions, telles que le dimère CLOCK:BMAL1, ce qui suggèrent que ces protéines 

régulent l’expression de DEC1 et DEC2 et sont en compétitions avec eux. Ainsi, les protéines 

DEC empêchent la transcription du gène de la cycline D1, de MYC, et leur propre expression 

par exemple (Li Y et al., J Biol Chem, 2003). De par leur similarité structurale, DEC2 et DEC1 

sont régulés de la même manière. Par exemple, ils recrutent des histones désacétylases 

(HDAC) comme l’HDAC1 et l’HDAC2 au niveau de leur boîte E, ce qui réprime leur expression 

(Fujimoto K et al., Int J Mol Med, 2007 ; Sun H et Tajena R, PNAS, 2000). Le traitement avec 

un inhibiteur d’HDAC atténue la répression médiée par les facteurs DEC via la fixation sur 

la boîte E, ce qui suggère que la présence d’HDAC au niveau des gènes DEC2 et DEC1 

contribue à leur effet répresseur induit par fixation sur les boîtes E (Garriga-Canut M et al., 

J Biol Chem, 2001 ; Sun H et Taneja R, PNAS, 2000).  

 

b. L’interaction protéine-protéine  

 

Les facteurs de transcription DEC1 et DEC2 ont également la possibilité d’interagir 

avec des protéines et de réguler par ce biais leur expression, mais les mécanismes précis 

impliqués sont encore flous à l’heure actuelle. Par exemple, dans les lignées de cancer du 

sein, DEC2 favorise la dégradation des facteurs induits par l’hypoxie (HIF) par interaction 

directe (Montagner M et al., Nature, 2012). En ce qui concerne DEC1, une étude révèle qu’il 

interagit directement avec STAT3α et β pour induire l’apoptose (Ivanova AV et al., J Mol 

biol, 2004).  
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II. Les fonctions cellulaires régulées par DEC2 et DEC1 

 

Les facteurs de transcription DEC2 et DEC1 ont été bien décrits pour leurs rôles dans le 

rythme circadien et notamment à travers la mutation Y362H de DEC2 qui induit une réduction 

du temps de sommeil. Beaucoup de travaux descriptifs ont été effectués afin de comprendre 

leurs rôles fonctionnels dans la cellule et leur implication dans les cancers, principalement sur 

des lignées cellulaires. A ce jour les données sur ces facteurs de transcription sont encore 

parcellaires et souvent contradictoires. Cela peut s’expliquer en partie par le fait que ces 

facteurs de transcription ont des fonctions parfois différentes, parfois similaires, dans le noyau 

et dans le cytoplasme. Par exemple, dans le cytoplasme DEC1 bloque la progression dans le 

cycle cellulaire alors qu’il la promeut lorsqu’il est exprimé dans le noyau (Zawel L et al., PNAS, 

2002 ; Kiss Z et al., Genes Cancer, 2020 ; Bhawal UK et al., J Pathol, 2011). La répression 

mutuelle, l’homologie de séquences et l’expression cyclique (du fait de leur rôle dans le 

rythme circadien) de DEC2 et DEC1 laissent penser qu’ils seraient exprimés l’un après 

l’autre pour induire leurs fonctions à la fois communes, mais aussi propres  (Azmi S et al., J 

Biol Chem, 2003).  

 

 

1) La différenciation cellulaire  

 

DEC2 est décrit comme un inhibiteur de la différenciation cellulaire, notamment dans 

les chondrocytes (Sasamoto T et al., Int J Mol Med, 2016) et les spermatogonies (Makino Y 

et al., Sci Rep, 2019). DEC1 lui, favorise la différenciation des cellules souches 

mésenchymales en chondrocytes et en adipocytes (Shen M et al., J Biol Chem, 2002 ; Iwata 

T et al., Eur J Cell Biol, 2006). Enfin, en conditions physiologique, DEC2 et DEC1 promeuvent 

la différenciation des monocytes en macrophages alvéolaires (Rauschmeier R et al., EMBO, 

2019).  
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DEC2 serait donc un inhibiteur de la différenciation cellulaire alors que DEC1 serait 

plutôt un inducteur.   

 

2) La prolifération cellulaire  

 

DEC2 a particulièrement été étudié pour son rôle dans la prolifération cellulaire. Ainsi, 

dans les lignées de glioblastome, DEC2 favorise la prolifération en facilitant l’entrée des 

cellules dans la phase S, via l’augmentation de l’expression des cyclines D1, D3 et E1, et 

active la voie MAPK/ERK (Wang C et al., Canc Manag Res, 2019). Ce résultat a également 

été mis en évidence dans les neurones (Sun Y et al., Mol Cell Biochem, 2019). De plus, il 

existe des sites potentiels de fixation pour c-MYC et E2F en amont du site d’initiation de la 

transcription de DEC2, des protéines impliquées dans la prolifération (Hu T et al., J Exp Clin 

Cancer Res, 2015) et DEC2 induit l’expression de c-MYC, favorisant ainsi la prolifération (Wu 

Y et al., Int J Mol Med, 2015).  

 

Paradoxalement, certaines études montrent le rôle suppresseur de tumeur de DEC2 

avec un effet sur la quiescence cellulaire. En effet, dans les carcinomes de la tête et du cou, 

l’activation de la voie TGF-β2 dans les cellules dormantes tumorales de la moelle osseuse 

(environnement riche en TGF-β2) induit d’une part, l’expression de DEC2 qui inhibe la CDK4 

et donc la transition G1/S du cycle cellulaire, et induit d’autre part la  protéine p27, 

inhibitrice du cycle cellulaire. Dans le poumon où la concentration de TGF-β2 est faible, les 

cellules tumorales sont réactivées ainsi que leur dissémination, ce qui suppose que la perte 

d’expression de DEC2 suite à l’absence de TGF-β2 faciliterait la prolifération cellulaire 

(Bragado P et al., Nat Cell Biol, 2013). De plus, DEC2 empêche la prolifération, notamment 

en bloquant la voie MAPK/ERK dans des lignées de cancer gastrique (Li P et al., Am J Cancer 

Res, 2016) et en bloquant l’expression de la cycline D1 et donc la progression dans le cycle 

cellulaire dans les lignées cellulaires de cancer des poumons (Falvella FS et al., Oncogene, 

2008).  
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Selon plusieurs études, DEC1 bloque la prolifération des cellules tumorales en retardant 

notamment la transition G1/S du cycle cellulaire. En effet, DEC1 intervient au niveau de la 

formation du complexe Cycline E/CDK2 en retardant l’association de la CDK2 avec la cycline 

A, ce qui prolonge la phase S et bloque la croissance cellulaire (Bi H et al., Cell Death Dis, 

2015). Au contraire, d’autres études montrent que DEC1 favorise la prolifération comme 

dans les lignées d’ostéosarcome (Li S et al., Exp Ther Med, 2020) et de cancer de la prostate 

(Liu Q et al., Mol Med Rep, 2018). Toutefois, des études montrent que les fonctions de DEC1 

varient en fonction de sa localisation cellulaire. En effet, DEC1 se lie à la cycline E ce qui 

empêche sa translocation nucléaire et inhibe la progression dans le cycle cellulaire, alors que 

dans le noyau, DEC1 empêche directement la transcription de la cycline D1 et donc son 

expression (Kiss Z et al., Genes Cancer, 2020 ; Bhawal UK et al., J Pathol, 2011).  

 

3) La réponse à l’hypoxie et l’angiogenèse  

 

La réponse cellulaire à l’hypoxie est induite principalement par le régulateur clé HIF-1α. 

En normoxie, HIF-1α est dégradé par le protéasome après ubiquitinylation alors qu’il est 

induit spécifiquement en condition hypoxique. Dans ces conditions, HIF-1α forme un 

hétérodimère dans le noyau avec HIF-1ꞵ qui lui, est exprimé de manière constitutive et 

ubiquitaire. Cet hétérodimère se fixe ensuite au niveau des promoteurs des gènes qu’il 

régule comme des gènes impliqués dans l’angiogenèse tels que VEGF et EPO.  

 

HIF-1α régule l’expression de DEC2 en se fixant en amont de son site d’initiation de la 

transcription, dans une région transcriptionnellement très active où l’on trouve beaucoup 

de marques H3K27Ac (acétylations de la lysine 27 de l’histone 3) qui permettent d’ouvrir la 

chromatine et de faciliter son accès aux facteurs de transcription. En effet, dans cette 

région, il existe trois sites potentiels de fixation pour HIF-1α (Hu T et al., J Exp Clin Cancer 

Res, 2015). HIF-2α (un isoforme de HIF-1α) induit lui aussi l’expression de DEC2, notamment 

dans la lignée MCF-7 (Wu Y et al., Int J Mol Med, 2015). DEC2 forme une boucle de 

rétrocontrôle négatif en favorisant la dégradation des facteurs HIF dans les lignées de 
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cancer du sein (Montagner M et al., Nature, 2012), et de cancer de l’endomètre (Liao Y et 

al., Plos One, 2014), ou en empêchant la fixation d’HIF-1α sur les promoteurs de ces gènes 

cibles tel que VEGF (Sato F et al., Genes Cells, 2008). En revanche, dans les lignées 

d’ostéosarcome, DEC2 facilite l’activation d’HIF-1α et l’expression de ses cibles : ANGPTL4, 

VEGFA, HK2 et PGK1 (Hu T et al., J Exp Clin Cancer Res, 2015).  

 

Enfin, dans le carcinome rénal multiple, le polymorphisme mononucléotidique (SNP) sur 

le locus 12p12.1 conduit à une surexpression de DEC2. Cette surexpression favorise 

l’angiogenèse sans pour autant affecter la voie HIF, et la croissance tumorale notamment 

en induisant l’expression de l’IL-11 (Bigot P et al., Nat Commun, 2016).  

 

 Plusieurs équipes ont montré dans des lignées cellulaires que DEC1 comme DEC2, 

est induit en condition hypoxique par HIF-1α et qu’il inhibe l’expression de ce facteur 

(Currie MJ et al., J Clin Pathol, 2004 ; Zheng Y et al., Mol Biol Rep, 2012 ; Wanshan Ma et 

al., Oncol Rep, 2013 ; Murakami K et al., Biomed Res, 2017).  

 

4) L’apoptose  

 

Plusieurs études descriptives révèlent le rôle anti-apoptotique de DEC2. Ces études se 

basent sur la surexpression transgénique ou la perte d’expression de DEC2 dans des lignées 

cellulaires et sur l’exploration des protéines impliquées dans l’apoptose. Ainsi, dans la 

lignée MCF-7, DEC2 limite l’expression des protéines pro-apoptotiques BAX, de la caspase 

8 clivée et de PARP clivé (Liu Y et al., Genes Cell, 2010). Ce résultat a également été trouvé 

dans les lignées de carcinome de l’œsophage, où la surexpression transgénique de DEC2 

diminue l’expression de BIM, PARP clivé et des caspases 8 et 3 clivées, et augmente celle 

de la protéine anti-apoptotique BCL-XL (Sato H et al., Mol Med Rep, 2017). De plus, dans 

les lignées de cancer de la prostate, la perte d’expression de DEC2 conduit à une 

augmentation de PARP clivé, suggérant là aussi un rôle anti-apoptotique de DEC2 (Liu Q et 

al., Int J Mol Med, 2016). Enfin, dans le sous-type de leucémie myéloïde aiguë (LAM) qui 
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contient des fusions des gènes MLL, et particulièrement celle de mauvais pronostic : la LAM 

MLL-AF6, DEC2 a un rôle oncogénique en empêchant la mort cellulaire. En effet, les souris 

déficientes en DEC2 survivent plus longtemps et ont un nombre de leucocytes sériques plus 

élevé (+20%) que les souris contrôles (Numata A et al., Nat Commun, 2018).   

 

Les fonctions pro-apoptotiques de DEC1 ont été largement décrites. En effet, après 

induction par des cytokines telles que l’IL-2, l’IL-6, l’IL-12, l’IL-15, le TNF- α, et l’IFN-β, DEC1 

interagit par sa région C-terminale avec STAT3α et β, qui interagissent ensuite avec FAS et 

induisent ainsi l’apoptose (Ivanova AV et al., J Mol biol, 2004). Aussi, dans les lignées de 

cancer de l’œsophage, DEC1 a des fonctions pro-apoptotiques via l’augmentation du PARP 

clivé (Seino H et al., Biomed Res, 2015). Cet effet a également été mis en évidence dans le 

cancer du sein traité (Wu Y et al., Int J Mol Med, 2011). En revanche, certaines études 

montrent que DEC1 a plutôt une action anti-apoptotique en empêchant l’activation de la 

caspase 3 dans les lignées de carcinome hépatocellulaire (Peng Y et al., Toxicol, 2012) ; en 

induisant l’expression de BIRC5 (un inhibiteur de l’apoptose) en conditions hypoxiques dans 

les lignées de cancer gastrique (Jia Y et al., Gastric Cancer, 2018) ; ou sous induction par 

TGF-ꞵ dans les lignées de carcinome mammaire (Ehata S et al., Cancer Res, 2007).  

 

5) La migration et les capacités de métastase  

 

Les rôles de DEC1 et de DEC2 dans la migration cellulaire ont principalement été 

étudié dans des lignées de cellules tumorales à travers la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT). Ce processus se caractérise par la perte d’expression des 

protéines d’adhésion inter-cellulaires (la E-cadhérine, les laminines) en faveur des 

protéines d’interaction et de dégradation de la matrice extra-cellulaire (la N-cadhérine, la 

Vimentine, SNAIL, TWIST, les fibronectines, le syndécan 1, les métalloprotéases (MMP)) et 

est à l’origine des métastases.  
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DEC2 empêche l’EMT in vitro dans des lignées cellulaires de cancers gastrique et 

mammaire et la métastase vers les ganglions lymphatiques in vivo (Li P et al., Am J Cancer 

Res, 2016 ; Montagner M et al., Nature, 2012). Il bloque aussi la migration dans les lignées 

de cancer de la thyroïde (Zhou ZH et al., Mol Med Rep, 2016) ou du pancréas (Sato F et al., 

Int J Mol Med, 2012). Enfin, dans le cancer de l’endomètre, DEC2 est moins exprimé dans 

les tissus métastatiques que dans la tumeur primaire et empêche l’EMT et les métastase en 

bloquant le voie de signalisation NOTCH1 (Liao Y et al., BMC Cancer, 2014). Au contraire, 

d’autres études montrent que DEC2 augmente le potentiel métastatique  : c’est le cas dans 

les lignées d’ostéosarcome (Hu T et al., J Exp Clin Cancer Res, 2015) et de carcinome rénal 

(Shen Z et al., Oncol Rep, 2019).  

 

DEC1 favorise la migration cellulaire et l’EMT dans les lignées d’ostéosarcomes (Li S et 

al., Exp Ther Med, 2020), de carcinome hépatocellulaire (Murakami K et al., Biomed Res, 

2017), de cancer du sein (Sethuraman A et al., Breast Cancer Res, 2018) et de cancer de la 

prostate (Liu Q et al., Mol Med Rep, 2018). De plus, il intervient dans la régulation du 

collagène, la formation de la matrice extra-cellulaire et la formation des vaisseaux (Gallo C 

et al., Cell Death Dis, 2018).  

 

La double déplétion de DEC1 et de DEC2 dans des lignées de cancer de l’endomètre 

induit l’EMT en promouvant la transcription de SNAI1, SNAI2, et TWIST1 (Asanoma K et al., 

Mol Cell Biol, 2015), montrant ainsi que ces deux facteurs bloquent l’invasion tumora le.  

 

6) Conclusion sur les fonctions de DEC2 et de DEC1  

 

DEC2 et DEC1 sont impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires physiologiques 

et tumorales (Figure 21). De manière générale, DEC2 réprime la voie HIF, les molécules pro-

apoptotiques, les molécules pro-inflammatoires et les facteurs impliqués dans l’EMT, mais 

il induit le cycle cellulaire. DEC1, au contraire bloque le cycle cellulaire et favorise la 

quiescence, il induit l’apoptose et facilite l’EMT.  
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Figure 21 : La régulation de DEC2 et de DEC1. DEC2 et DEC1 sont globalement régulés de la même manière : ils 
sont induits par les protéines du rythme circadien, certaines cytokines et des drogues anti-tumorales. DEC2 est 
également induit lors d’infections virales. DEC2 est plutôt un répresseur transcriptionnel puisqu’il bloque la 
plupart des fonctions cellulaires, alors que DEC1 a plutôt un rôle opposé à DEC2 (Adapté de Sato F et al., J Cancer, 
2016). 

 

 

Ainsi, DEC1 et DEC2 ont été décrits principalement dans des lignées cellulaires et les 

résultats sont souvent contradictoires. Les études sont majoritairement descriptives, sans 

réelles démonstrations physiopathologiques et elles montrent que la régulation de ces 

facteurs varie en fonction des tissus. Ce constat illustre les difficultés qui entourent 

l’exploration de leurs fonctions.  
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III. Les fonctions de DEC2 et de DEC1 dans les 

lymphocytes  

 

Les protéines bHLH sont impliquées dans le développement des lymphocytes B et T, 

elles régulent leur survie, leur prolifération et le réarrangement des gènes des récepteurs. 

La délétion chez la souris de certaines de ces protéines bloque complètement la 

différenciation des lymphocytes : c’est le cas de E2A pour les lymphocytes B et d’ID3 pour 

les thymocytes, par exemple (Murre C, Nat Immunol, 2005 ; Wöhner M et al., J Exp Med, 

2016).  

 

1) Les fonctions de DEC2 et de DEC1 dans les lymphocytes T  

 

a. Les études chez la souris  

 

i. Le rôle de DEC2  

 

DEC2 est exprimé exclusivement dans les lymphocytes Th2 et son expression est 

augmentée pendant la différenciation de ces lymphocytes par le biais de l’IL-4 et de STAT6, 

et du CD25 (Figure 22). Il promeut la production de cytokines Th2 comme l’IL-4, l’IL-5 et 

l’IL-13 (Liu Z et al., J Immunol, 2009 ; Yang XO et al., Nat Immunol, 2010). De plus, DEC2 se 

fixe sur le promoteur de GATA3, un facteur indispensable pour la différenciation Th2, et 

induit son expression. GATA3 induit lui aussi l’expression de DEC2 ce qui montre qu’il existe 

une boucle de rétrocontrôle positif entre DEC2 et GATA3, qui facilite la différentiation Th2 

(Yang XO et al., Nat Immunol, 2009).    
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Figure 22 : Le rôle de DEC2 dans la régulation de la différentiation des lymphocytes Th2 murins. Les voies IL-
2/IL-2R/STAT5 et IL-4/IL-4R/STAT6 induisent l’expression de GATA3, ce qui promeut l’activation de ces voies en 
retour. GATA3 peut également être induit par DEC2. DEC2 favorise la différenciation Th2 en induisant GATA3 et 
la sous-unité α du récepteur à l’IL-2 : le CD25 (Zhu J, Cytokine, 2016).  

 

 

ii. Le rôle de DEC1  

 

DEC1 est exprimé par les lymphocytes T CD4+ après stimulation du TCR avec de l’anti-

CD3 et de l’anti-CD28 (Sun H et al., Nat Immunol, 2001) ou lors d’infections, par 

Mycobacterium Tuberculosis par exemple (Huynh JP et al., J Exp Med, 2018). Il permet le 

recrutement des lymphocytes T sur le lieu de l’infection en induisant la production de CCL3 

et de CCL4 (Huynh JP et al., J Exp Med, 2018). Dans les encéphalomyélites auto-immunes 

expérimentales et les infections par Mycobacterium Tuberculosis, DEC1 promeut la 

production de cytokines pro-inflammatoires comme le GM-CSF et l’IFN-γ et diminue celle 

de la cytokine immunosuppressive IL-10 par les lymphocytes Th1 et Th17 (Lin CC et al., Nat 

Commun, 2014 ; Yu F et al., J Exp Med, 2018). 

 

DEC1 intervient dans la différenciation des lymphocytes T. En effet, son expression dans 

ces cellules favorise la production d’IL-2 qui promeut la prolifération, la différentiation en 

lymphocytes T effecteurs et la survie (Sun H et al., Nat Immunol, 2001 ; Martínez-Llordella 

M et al., J Exp Med, 2013). DEC1 permet également la différenciation des Treg en 
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promouvant l’expression du CD25 par les thymocytes (Miyazaki K et al., J Immunol, 2010). 

De plus, DEC1 est nécessaire pour la transcription des gènes Th2 et la production de 

cytokines Th2 (Jarjour NN et al., J Immunol, 2020).  

 

Enfin, l’expression de DEC1 par les lymphocytes T impacte la survie des lymphocytes B, 

puisque les lymphocytes T déficients en DEC1 ne peuvent pas éliminer les lymphocytes B 

prêts à entrer en apoptose et qui expriment FAS, puisqu’ils perdent l’expression de FASL, 

ce qui engendre une accumulation de lymphocytes B activés et une hyperplasie des OLS, 

voire le développement de maladie auto-immune (Sun H et al., Nat Immunol, 2001).  

 

 

b. Les études chez l’humain   

 

Chez l’humain, DEC1 a principalement été décrit dans les lymphocytes T mémoires, où 

il est co-exprimé avec T-BET et associé à un profil pro-inflammatoire. DEC1 induirait 

indirectement la voie NF-κB par son rôle de répresseur transcriptionnel (Li C et al., 

Immunity, 2019 ; Hu G et Chen J, Nat Commun, 2013). Une récente étude a révélé que DEC1 

était exprimé plus fortement par les lymphocytes T résidents dans les tissus que par les T 

circulants, et qu’il permettait l’expression de gènes impliqués dans la rétention de ces 

cellules dans le tissu comme Cxcr6 et Itgae. De plus, DEC1 promeut le métabolisme 

mitochondrial dans ces cellules, ce qui permet de fournir l’énergie aux T mémoires 

résidents et de les maintenir en vie (Li C et al., Immunity, 2019).  

 

Il n’existe pas d’étude sur DEC2 dans les lymphocytes T humains.  
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2) Les fonctions de DEC2 et de DEC1 dans les lymphocytes B  

 

a. Les études chez la souris  

 

De rares mais récentes études se sont intéressées au rôle de DEC2 dans les lymphocytes 

B. Ainsi, chez la souris l’expression de DEC2 est retrouvée spécifiquement dans les 

lymphocytes B-1 (Figure 23) et il est indispensable pour le développement des lymphocytes 

B-1a de la rate et de la cavité péritonéale (Kreslavsky T et al., Nat Immunol, 2017).  

 

 

 

 

Figure 23 : L’expression de de DEC2 dans les lymphocytes B murins. A. L’expression transcriptomique de 
DEC2 (Bhlhe41) dans différentes populations de lymphocytes B. Données issues du séquençage de l’ARN des 
lymphocytes B. Les valeurs d’expression sont exprimées en transcrits par million (TPM). PC = Plasmocytes ; FO 
= B folliculaires ; MZ = B de la zone marginale ; GC = B du centre germinatif ; BM = Moelle osseuse ; PP = 
Plaque de Peyer ; PerC = Cavité péritonéale.  
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B. L’expression de DEC2 a été analysée dans les lymphocytes B murins de souris transgéniques Bhlhe41 -iCre-
IRES-hCD2 et sauvage via l’expression du CD2 humain en cytométrie de flux. MFI = médiane d’intensité de 
fluorescence. T1/T2 = B transitionnels 1 et 2 ; FO = B folliculaires ; MZ = B de la zone marginale. Bhlhe41 = 
DEC2  

 

Kreslavsky et al., ont travaillé sur des souris dont les lymphocytes B-1a étaient 

doublement déficients en DEC1 et DEC2. Ils ont pu mettre en évidence les cibles spécifiques 

de DEC2 en superposant les résultats de RNAseq obtenus sur les souris doublement 

déficientes et les résultats de ChIP-seq de DEC2 obtenus chez des souris contrôles. Ainsi, 

les gènes les plus exprimés dans les souris n’exprimant pas DEC1 et DEC2, et liés par DEC2 

dans les lymphocytes B-1a normaux ont été identifiés comme cibles réprimées de DEC2. En 

couplant ces données au séquençage des régions de la chromatine accessibles à la 

transposase (ATAC-seq), ils ont montré que 63% des sites de fixation de DEC2 se situaient 

dans des régions promotrices et dans des régions ouvertes de la chromatine. Ils ont 

également révélé 41 gènes potentiellement activés et 90 gènes potentiellement réprimés 

par DEC2. Parmi les cibles réprimées, on trouve : 6 cyclines H, un gène apparenté au CDK : 

la CDKL1, et des membres de la famille E2F. Ce résultat suggère que DEC2 bloque la 

prolifération cellulaire des lymphocytes B-1a. Ils ont également mis en évidence le rôle de 

DEC2 et de DEC1 sur la formation et la signalisation du BCR, puisque ces souris ont 

notamment des altérations de l’expression des gènes variables des chaînes des Ig et une 

diminution des phosphorylations de BLNK, BTK, ERK, SYK et  PLCγ2. De plus, pour ces souris 
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doublement déficientes en DEC2 et DEC1, 168 gènes sont activés et 151 gènes sont 

réprimés avec, un fold change supérieur à 2, dont des gènes du cycle et du BCR. Ces 

données suggèrent donc que DEC2 et DEC1 contrôlent les stades précoces de sélection du 

répertoire BCR (Kreslavsky T et al., Nat Immunol, 2017), hypothèse qui a également émise 

dans d’autres équipes (Xu X et al., PNAS, 2020).  

 

Enfin, ils ont montré que DEC2 n’est pas exprimé dans les lymphocytes B folliculaires 

murins mais qu’il peut être induit avec du LPS, ou une combinaison d’IL-4, d’anti-CD40 

et/ou d’anti-IgM, simulant une stimulation T-dépendante. En revanche, DEC2 n’affecte pas 

le développement des lymphocytes B folliculaires et des MZB (Kreslavsky T et al., Nat 

Immunol, 2017).  

 

Par ailleurs, les lymphocytes classiques B-2 murins peuvent se différencier en 

lymphocytes B-1 et cette transition passe par l’expression de DEC2 (Graf R et al., Science, 

2019).  

 

Selon une étude plus ancienne, DEC1 est exprimé dans les lymphocytes B murins non 

stimulés et son expression est réprimée après stimulation de type T-dépendante 

comprenant du CD40L, de l’anti-IgM, du LPS ou de l’IL-4 (Figure 24) (Seimiya M et al., Bioch 

Biphys Res Commun, 2002).  
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Figure 24 : L’expression de DEC1 dans les lymphocytes B murins sous stimulation T-dépendante. 
L’expression de DEC1 a été suivie après 3h, 18h ou 48h de stimulation avec du CD40L, de l’anti-IgM seul ou 
couplé au CD40L, du LPS ou de l’IL-4, et révélée par western-blot. EF1-a a été utilisé comme témoins de charge 
(Seimiya M et al., Bioch Biphys Res Commun, 2002).  

 

 

Dans une seconde étude, les auteurs ont développé un modèle murin qui exprime 

fortement DEC1 dans la rate (Tg (2-3)) et un qui l’exprime moyennement dans le thymus 

(Tg (3-5)) et ont montré que la différenciation des lymphocytes B et T n’était pas impactée 

en comparaison aux souris sauvages. Toutefois, après immunisation avec du DNP‐OVA, les 

souris avaient un nombre plus faible de B du GC (B220+ PNA+) et une production d’anticorps 

réduite (Figure 25) (Seimiya M et al., Cell Immun Resp, 2004) prouvant le rôle de DEC1 dans 

les réactions du GC.  
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Figure 25 : DEC1 n’a pas d’impact sur la différenciation des lymphocytes B et T mais participe aux réactions 
du centre germinatif. Les auteurs ont utilisé des modèles murins exprimant fortement DEC1 dans la rate (Tg 
(2-3)) et un autre l’exprimant moyennement dans le thymus (Tg (3-5)). A. Les proportions de cellules non-
lymphoïdes (TCR- B220-), de lymphocytes T (TCR+), de lymphocytes B (B220+), B. de B immatures (IgM+ IgD-), 
B transitionnels (IgM+IgD+), B matures (IgM- IgD+), C. de B de la zone marginale (CD21+ CD23-), B folliculaires 
(CD21- CD23+) ont été évaluées par cytométrie de flux. D. Analyse du pourcentage de B du GC (B220+ PNA+) 
après immunisation au DNP-OVA, et D. Quantification des IgM (à gauche) et IgG1 (à droite) produits par ces 
cellules et spécifiques au DNP (Seimiya M et al., Cell Immun Resp, 2004).  

 

 

b. Les études chez l’humain  

 

Chez l’humain, l’expression de DEC1 est induite dans les NBC ou les MBC par stimulation 

du BCR ou de TLR9. Sous cette stimulation, il bloque la prolifération cellulaire des 

lymphocytes B activés. De plus, son expression est plus importante dans les lymphocytes B 

anergiques clonaux de patients atteints de cryoglobulinémie mixte associée au virus de 

l’hépatite C, qui sont des patients pour lesquels les lymphocytes B ne prolifèrent pas en 

réponse au BCR ou au TLR9. La perte d’expression de DEC1 ne suffit pas à  restaurer un 

phénotype normal mais augmente légèrement les capacités de prolifération de ces cellules 

(Camponeschi A et al., Immunol Letter, 2018).  
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Une étude chez l’homme révèle que contrairement à la souris, le facteur DEC2 est 

exprimé dans les PC et il est également exprimé dans les myélomes multiples. Dans cette 

étude, les auteurs suggèrent d’ailleurs que son expression exclusive dans les PC pourrait 

jouer un rôle dans la différentiation terminale B (De Vos J et al., Immunol Rev, 2006) (Figure 

26).  

 

 

 

Figure 26 : Représentation du réseau transcriptionnel régulant la différenciation des PC et incluant DEC2. Les 
rectangles verts correspondent à des gènes de l’identité B et les rectangles orange à des gènes plasmocytaires. 
Les lignes foncées correspondent à des interactions directes avec le promoteur du gène cible et les lignes en 
pointillés correspondent à des interactions indirectes. DEC2 (BHLHB3) serait potentiellement réprimé par PAX5 
lors de la différentiation terminale B (De Vos J et al., Immunol Rev, 2006).   

 

 

 

Ces données montrent donc que DEC2 et DEC1 sont régulées différemment chez 

l’humain et chez la souris et qu’ils sont induits par des stimuli différents, supposant donc 

qu’ils réguleraient des fonctions spécifiques au cours des réactions humorales.  
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Les publications portant sur la différenciation terminale des lymphocytes B sont 

nombreuses et ont permis de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans ce processus 

chez la souris et chez l’humain. Toutefois, les connaissances actuelles ne permettent pas de 

comprendre l’ensemble des mécanismes mis en jeu, notamment chez l’humain. Notre équipe 

a développé un système de culture mimant les étapes terminales de la différenciation des 

lymphocytes B matures (Caron G et al, Cell Rep, 2015). Ce système a permis de mettre en 

évidence que les cellules qui s’engagent dans la différenciation en PB, sont celles qui perdent 

la capacité de réponse à l’IL-4, et donc qui n’expriment pas le CD23 (Pignarre A et al., Blood, 

2020). Le premier objectif de ma thèse a été de valider que la voie IL-4 s’éteint également 

dans les lymphocytes B issus d’organes lymphoïdes secondaires lorsqu’ils se différencient en 

PB et d’établir une cinétique de la différenciation de ces cellules à travers des analyses du 

transcriptome au niveau cellule unique (Partie 1 des résultats).  

 

Dans ce contexte, nous avons mis en évidence une signature particulière exprimée par 

les PB et leurs précurseurs, qui comprend le facteur DEC2. Bien que décrit dans la 

différenciation des lymphocytes T et dans les B-1a murins, aucune étude ne s’intéresse au rôle 

de DEC2 dans les PB humains. Ainsi, le second objectif de ma thèse a été de déterminer le rôle 

de DEC2 dans ces cellules (Partie 2 des résultats).  

 

Enfin, dans le FL, l’expression du CD23 par les lymphocytes B tumoraux est très 

hétérogène et est associée à un bon pronostic (Olteanu H et al, Am J Clin Pathol, 2011). 

Puisque nos précédents résultats montrent que les lymphocytes B perdent l’expression du 

CD23 au cours de leur différenciation en PB, nous avons supposé que la population tumorale 

CD23pos était bloquée dans une étape plus précoce de la différenciation que la contrepartie 

CD23neg. Ainsi, le troisième objectif de ma thèse a été de caractériser les B tumoraux CD23pos 

et CD23neg et d’étudier leurs capacités de différenciation en PB (Partie 3 des résultats).  
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PROJET 1 :  

La perte d’expression du CD23 

permet d’identifier les centrocytes 

qui s’engagent dans la différenciation 

en plasmablastes.   
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The CD23 cell surface marker labels the light zone of human germinal center and 

its downregulation identify plasmablast-committed B cells 

 

 

Introduction (in progress)  

Germinal center (GC) are the site of affinity maturation of B cells and lead to the 

production of plasmablasts (PB) and then plasma cells (PC) highly affine for the antigen. First, 

this differentiation requires the proliferation of GCB cells in the dark zone (DZ), where they 

acquire somatic hypermutations to produce highly affinity antibodies. Then, DZ GCB cells 

migrate into the light zone (LZ), where they are selected by the follicular dendritic cells (FDC) 

and follicular helper T (Tfh) cells to differentiate into PB. Thanks our in vitro model of terminal 

B cell differentiation, we have shown that activated B cells lose the capacity to respond to IL-

4 with the CD23 downregulation (Caron et al., 2015; Pignarre et al, 2020). Furthermore, IgD+ 

CD38- CD23- cells have an intermediate profile between naïve B cells (NBC) and GCB cells, 

supposing that CD23 downregulation is associated with PB commitment (Kolar GR et al, Blood, 

2007). In mice also, PB differentiation is also accompanied by the loss of CD23 expression 

with follicular B cells expressing CD23 and PB and MBC that do not express it (Shinall et al, 

2000). Finally, LZ GCB cells express CD23 more strongly than DZ B cells (Victora et al, Cell, 

2010).  

However, CD23 expression is induced by IL-4 and CD40 in murine and human B cells 

(Sukumar et al, 2006; Yokota A et al, 1988; Challa et al, 1999; Ewart et al, 2002), both 

produced by Tfh cells, which led us to wonder why LZ GCB cells lose CD23 expression after 

their productive synapse with cognate Tfh cells. Here, we report that CD23 expression is lost 

during PB commitment, with CD23- LZ GCB cells which express a similar phenotype of PB. 

Furthermore, we show a kinetics of LZ GCB cells differentiation at the single cell level, through 

the CD23 expression that confirm previously published data about terminal B cell 

differenciation.  

 

  



127 
 

Materials and methods  

Human samples and primary B cell purification  

Tonsils were obtained from children undergoing routine tonsillectomy in the clinic La Sagesse 

of Rennes (France). Tonsil-derived LZ GCB cells were isolated by negative selection using 

magnetic cell separation with the MojoSort Human Pan B cell Isolation Kit (Biolegend) following 

the manufacturer’s instructions and using an IgD Biotine antibody, with the AutoMACS 

depletes-sensitive program. LZ GCB cells (CD19+ IgD- CD10+ CD38+ CXCR4lo) and PB (CD19+ 

IgD- CD38++) were sorted by the BD FACS Aria cell sorter (BD Biosciences, San Jose, CA).  

 

Cell culture  

All cultures were performed in complete medium consisting of RPMI 1640 (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) supplemented with 10% FCS (Biowest, Nuaillé, France) and antibiotics 

(Invitrogen).  

Tonsil-derived LZ GCB cells were cultured at 0.8 x 105 cells/ml and stimulated for 12h or 24h 

with 10 ng/ml Human IL-4 (R&D Systems), 50 ng/ml recombinant human soluble CD40L (NCI) 

and 50 µg/mL Human IL-21 (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany).  

For differentiation experiments, CD23+ and CD23- LZ GCB cells obtained after 24h of culture 

with IL-4, CD40L and IL-21 were sorted by the BD FACS Aria (BD Biosciences, San Jose, CA) 

and were cultured 48h with 50 U/ml human IL-2 (Proleukin Novartis), 10 ng/ml IL-4 (R&D 

Systems) and 12 ng/ml recombinant human IL-10 (R&D Systems).  

For LZ GCB cells-Tfh coculture, autologous CD4+ T cells were purified by negative selection 

using magnetic cell separation with CD19+, CD8+, CD16+ and CD14+ microbeads (Miltenyi 

Biotech) with the AutoMACS depletes-sensitive program. Tfh cells (CD4+ CXCR5+ PD1+) were 

then sorted by the BD FACS Aria cell sorter (BD Biosciences, San Jose, CA). Tfh cells were 

added to LZ GCB cells (ratio 1T:2B) with 0.2 μg/ml anti-CD3 plus 0.2 μg/ml anti-CD28 

(PeliCluster Sanquin, Amsterdam, The Netherlands) or 250 µg/mL Staphylococcal Enterotoxin 

B (SEB) during 24h.  

For pSTAT6 inhibition, LZ GCB cells were cultured with 1µM of pSTAT6 inhibitor (#AS1517499, 

Axon Medchem) or 1µM of DMSO during 24h in complete medium.   

 

Surface and intracellular staining for flow cytometry  

Naïve B cells were defined as CD19+ IgD+ CD38-, memory B cells as CD19+ CD38- CD27+ and 

GCB cells as CD19+ IgD- CD38+.  

For intracellular staining of pSTAT6, cells were fixed with 1.6% paraformaldehyde in complete 

medium during 10 minutes at room temperature. After a wash in PBS, cells were permeabilized 

with cold methanol during 15 minutes at 4°C. Cells were then labelled with STAT6(pY641)-

Alexa 488 and CD23-PE antibodies for 15 minutes at 4°C. Data were acquired on a CytoFLEX 

flow cytometer (Beckman Coulter) and analyzed using FlowJo software. 

All monoclonal antibodies (mAbs) used are detailed in Table I. 

 

RNA extraction, reverse transcription and real time quantitative PCR  

RNA was extracted by using NucloSpin RNA Plus XS Kit (Macherey-Nagel) and reverse 

transcribed into cDNA with Superscript II (Invitrogen). Multiplex qPCR were performed with 

Assay-on-demand primers and the TaqMan Universal Master Mix (Thermo Fischer) on a 96.96 

Dynamic Array IFC using the Fluidigm BioMark HD system. Gene expression was calculated 

by using the 2 exp(-∆Ct) method with the ABL1 gene as endogenous control. Taqman assays 

used are recapitulated in Table II.  

https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/invitrogen.html
https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/invitrogen.html
https://www.rndsystems.com/
https://www.rndsystems.com/
https://www.rndsystems.com/
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Single cell qPCR  

Single cell qPCR were performed accordingly to manufacturer recommendations using the C1 

Single-Cell system in 96.96 C1 small-cell (5-10µM) microfluidic plates (Fluidigm). Number of 

cells per well was determined by microscopy to eliminate doublets or empty wells.  After cell 

lysis, reverse transcription and pre-amplification, multiplex qPCRs were made with Assay-on-

demand primers and TaqMan Universal Master Mix on a 96.96 Dynamic Array IFC using the 

Fluidigm BioMark HD system. Expression data was imported in R (version 3.6.2) with the 

fluidgmSC package (version 3.6.2) (Sun and Wang, 2017). Quality control, data scaling and 

dimensionality reduction analysis were performed using the Seurat package (version 3.1.3) 

(Stuart et al., 2019). Particularly, UMAP computation was executed on PCA coordinates using 

the following parameters: dims=1:5, n.neighbors=15, min.dist=0.45. Based on this UMAP 

results, Monocle3  package (version 0.2.0) was used to produce cell trajectory, which was 

ordered according to LZ GCB cells and PB  coordinates. Graphical representations of gene 

expression according to pseudotime were performed using ggplot2 (version 3.3.0) (Wickham 

et al., 2016) and pheatmap (version 1.0.12) (Kolde et al., 2019) packages. 

 

5 Ŕapid Amplification of cDNA Ends PCR (RACE PCR)  

A mix containing mRNAs of CD23+ and CD23- lymph node-derived LZ GCB cells, 1µL of 10µM 

reverse primer complementary to IGHM IGHG, IGL and IGK constant regions (5’-

CGGGTRCTGCTGATGTCAGA-3’, 5’-GTGTTGCTGGGCTTGTGAT-3’, 5’-

GACTTCGCAGGCGTAGACTT-3’, 5’-CTGGCCGCYTACTTGTTGTT-3’, respectively), and 

1µL-deoxynucleoside 5’-triphosphate solution mix (New EnglandBiolabs), adjusted to a final 

volume of 12mL with water, was incubated for 3 minutes at 72°C and 2 minutes at 42°C. After 

a short spin, the mix was placed on ice for 2 minutes. Then, 4µL ProtoScript buffer, 2µL 

dithiothreitol solution, 1µL ProtoScriptII (New England Biolabs), and 1µL cap-race primer (5’-

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACAT[GGGG]-3’, with the 4 G between brackets being 

ribonucleotides) was added. This mix was incubated 90 minutes at 42°C and 10 minutes at 

70°C. At the end of the reaction, 20µL RNAse free water was added.  

The cDNA was amplified with TaqPhusion (New England Biolabs), using a universal forward 

universal primer mix (5’-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ and 5’-

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’, in a ratio of 4:1) 

and a reverse primer hybridizing within the to IGHM IGHG, IGL and IGK constant exons (5’-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCTCGTATCCGACGGGGAATT-3’, 5’-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGGTTCGGGGAAGTAGTCC-3’, 5’-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCGGGAAGATGAAGACAGAT-3’, 5’-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGTTGGCTTGYAGCTCCTCAG-3’). 

Each PCR was performed in four replicates. Cycling conditions were 30 seconds at 98°C, 32 

cycles of 30 seconds at 98°C, 30 seconds at 65°C, 30 seconds at 72°C, final elongation 5 

minutes at 72°C. The 4 replicates were pooled and migrated on an agarose gel, and the 

fragments of interest were purified using the kit Nucleospin gel and PCR clean-up (Macherey-

Nagel). Then, Illumina sequencing adapter and tag sequences were added by primer 

extension using Taq Phusion. Four PCR replicates of 25mL were made using primers 

containing a unique couple of tags per sample. Cycling conditions were 30 seconds at 98°C, 

12 cycles of 30 seconds at 98°C, 30 seconds at 65°C, 30 seconds at 72°C, and final elongation 

5 minutes at 72°C. The 4 replicates were mixed, gel purified as previously. 

Resulting amplicons were sequenced on an Illumina MiSeq sequencing system using MiSeq 

Reagent Kit V3 600 cycles. Paired reads were merged using FLASH software. Repertoire 
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analysis was performed using IMGT/HighV-QUEST tool (http://imgt.org/) for sequence 

alignments and annotations, and in house R script to identify clonotypes (Li et al., 2013). 

Briefly, reads were considered to originate from the same clonotype if they share the same V 

and J genes and a significant similarity in their CDR3 sequence. To define the extent of 

variability allowed between CDR3, each CDR3 amino acid (AA) sequence was aligned against 

itself to define a maximum alignment score. Then all CDR3 from reads bearing the same V 

and J genes were aligned against each other. CDR3 were considered as coming from the 

same clonotype if their alignment score was superior or equal to 70% of their maximum 

alignment score, and grouped together. 

 

RACE PCR Analysis  

CDR3 AA clonotypes were filtered to remove any CDR3 AA clone in each clonotype identified 

by less than 3 sequences, or including a stop codon. The B-cell repertoire was studied for each 

IgM and IgG libraries for each patient. The Venn diagram shows distribution of unique and 

overlappping CD23pos and CD23neg CDR3 AA clonotypes (VennDiagram R package 

v1.6.20). The CDR3 AA clonotypes in common between IgG and IgM for each patient are 

represented in a Circos plot (circlize R package v0.4.10). The histogram track, displayed for 

each population, illustrates the relative proportion of the number of sequences representing 

each CDR3 AA  clonotype as a fraction of the total number of sequences for a sample. V-gene 

usages complement the characterization of each repertoire. The Fisher exact test was used to 

compare V-gene usage between the two populations for each repertoire. 

 

Immunohistofluorescence  

Human tonsils and reactive lymph nodes were embedded in Optimal Cutting Temperature 

Compound (OCT, Sakura) and conserved at -80°C. Cryostat sections (18µm thick) were fixed 

with 4% paraformaldehyde for 15 minutes at room temperature. Sections were then incubated 

during 1h with a blocking solution (PBS, 2% Bovine Serum Albumin, 4% donkey serum and 

0.1% saponin) at room temperature and incubated in a humidified chamber overnight at 4°C 

with primary antibodies. Sections were washed with PBS 0.1% saponin and incubated with 

secondary antibodies for 1h at room temerature. Finally, tissue sections were mounted with 

Mowiol (Merck) antifade reagent containing 20µM of SytoxBlue nucleic acid stain (Thermo 

Fischer) and analyzed by confocal microscopy on a SP8 (Leica Microsystems). ImageJ 

software (National Institutes of Health) was used for image analysis. The list of primary and 

secondary antibodies used for immunohistofluorescence is provided in Supplemental Table 

III. 

 

Statistical analysis Quantitative variables were expressed as mean ± standard deviation 

(SD). Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 5 software and R 3.6.0. 

Significance was tested using the Mann-Whitney nonparametric U test and one-way analysis 

of variance (*P ≤ .05; **P < .01; ***P < .001).   
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Table I: Flow cytometry antibodies list  
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Table II: List of Taqman primer assays  

 

 

 

Table III: List of antibodies for immunohistofluorescence  

Antibody target Fluorochrome Manufacturer Reference 

Anti-rabbit PAX5 Unconjugated  Abcam Ab109443 

Anti-rat CD3 Unconjugated  Abcam Ab11089 

Anti-rabbit CD20 Unconjugated  Abcam Ab78237 

Anti CD23  Unconjugated  Abcam  

Anti CD21L  Unconjugated  Dako Cytomation  -  

Anti-pSTAT6  Unconjugated  Abcam  

Anti-PD1  Unconjugated  Abcam  

Anti-CXCL12     

Anti-Mouse Alexa-Fluor 647 Jackson ImmmunoResearch 715-606-151 

Anti IgM Mouse Alexa-Fluor 594 Jackson ImmmunoResearch 715-606-020 

Anti-Rabbit Alexa-Fluor 488 Jackson ImmmunoResearch 711-546-152 

Anti-Rabbit Alexa-Fluor 647 Jackson ImmmunoResearch 711-606-152 

Anti-Rabbit Alexa-Fluor 594 Jackson ImmmunoResearch 711-586-152 

Anti-Rat Alexa-Fluor 488 Jackson ImmmunoResearch 712-546-153 
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Results  

In the germinal center, CD23+ cells are mainly light zone FDC 

By using an in vitro B cell differentiation model, we demonstrated that activated B cells need 

the IL-4/STAT6 signaling to upregulated FCER2 expression which encodes the CD23 cell 

surface marker (Pignarre et al., 2020). In this study, we explored LZ germinal center B cells 

(LZ GCB cells) in human tissues using tonsils and reactive lymph nodes (rLN). By 

immunofluorescence, we analyzed the expression of CXCL12, CD21 and CD23. CXCL12 

staining allowed to distinguish the DZ (CXCL12+) and the LZ (CXCL12-), while the CD21L 

protein targeted specifically follicular dendritic cells (FDC) (Allen & Cyster, 2009). CD23 

expression was restricted to the light zone (LZ) of the GC as previously described by Victora 

et al. (Victora et al., 2012) (Figure 1A). By replacing CXCL12 by PAX5, we identified GCB cells 

and noticed that CD23 staining did not really match with these cells (Figure 1B). We then 

reasoned that IL-4 was delivered to GCB cells by Tfh cells. We did not find CD23+ GCB cells in 

the vicinity of TGC-cells, but we found dendritic extensions surrounding some TGC-cells and 

expressing the CD23 in tonsils (Figure 1C) and in rLN (Figure 1D). Altogether, our results 

reveal that CD23 expression is confined to the LZ of the GC and restricted to FDC as previously 

described (Allen & Cyster, 2009). Microscopic examination of GC do not really allow 

discriminating CD23+ GCB cells because of FDC that express it strongly and with a different 

pattern than CD21L.  

 

IgD- GCB cells are mainly CD23- and share a common progenitor with the CD23+ 

counterpart 

Tonsils and rLN tissues were dislocated, cells resuspended and subsequently analyzed by 

flow cytometry to determine the percentage of CD23+ cells in the different B cell populations. 

Unlike naïve B cells (NBC) and IgD+ GCB cells which expressed strongly CD23, IgD- GCB cells, 

PB (PB) and memory B cells (MBC) presented less than 30% of CD23+ cells for tonsils and 

rLN (Figure 2A, Figure S2A). We focused on CXCR4hi CD86lo DZ and CXCR4lo CD86hi LZ GCB 

cells as described previously (Le Gallou et al., 2013; Victora et al., 2010) and found that LZ 

GCB cells expressed stronger CD23 than DZ BGC-cells. Moreover, CD23 expression was higher 

in rLN than tonsil LZ BGC-cells with respectively 6.99% +/- 1.45 and 7.7% +/- 3.99 of CD23+ LZ 

GCB cells (Figure 2B and S2B). In B cells, CD23 expression is induced by Tfh-derived cytokines 

and especially IL-4 which binds to its receptor and induces a STAT6 signaling (Pignarre et al., 

2020). We found similar levels of the expression of IL-4 receptor (CD124), IL-21 receptor 

(CD360) and CD40 on the cell surface of CD23+ and CD23- LZ GCB cells (Figure 2C). Since a 

minority of LZ GCB cells expressed CD23, we reasoned that these cells may indicate the 



133 
 

presence of productive B-Tfh synapses between cognate cells which could drive a restrained 

BCR repertoire diversity compared to CD23- cells. We explored this hypothesis on CD23+ and 

CD23- LZ GCB cells isolated from rLN of three different subjects. To this end, we applied a 

RACE PCR approach for fragment analyses and interrogated CDR3 regions to constitute 

clusters and to assess variable (V) genes identity for both IgM and IgG. Our investigations for 

the three subjects showed common CDR3 clusters and no significant difference for V genes 

for IgM and IgG. Altogether, these results signed that both, CD23+ and CD23- LZ GCB cells 

share a common progenitor without specific clonal selection within the CD23+ compartment 

(Figure 2D and Supplemental Figure 2D).  

 

FCER2/CD23 expression delineates specific LZ GCB cell subsets 

To capture the transcriptional differences that may exist between LZ GCB cells according to 

FCER2 expression, we analyzed in silico single-cell (sc) transcriptomic data obtained from 

tonsil derived GCB cells by Holmes et al. (Holmes et al., 2020). The comparison between DZ 

and LZ GCB cells of sc-RNAseq profiles showed respectively 3% versus 15% of FCER2 

expressing cells (Figure 3A and Supplemental Figure 3A). To investigate the heterogeneity of 

the LZ compartment for the FCER2 expression, we interrogated non-proliferating LZ GCB cells 

(in G0-G1 cell cycle) for the 12 clusters described by Holmes et al. (Holmes et al., 2020) in 

Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) (Figure 3B and Supplemental Figure 

3B). The FCER2 expression levels were increased for clusters related to cell activation and 

BCR engagement (Figures 3C-3E). In contrast, the expression of FCER2 was significantly 

weaker in 6 clusters including one associated to plasmablast signature, two related to cell 

entering or exiting the DZ and one associated with Ox-Phos metabolism (Figures 3D-3E).  

Cells expressing genes associated with the S-G2-M phases of the cell cycle (proliferating cells) 

showed significant changes in FCER2 expression for only 2 of the 11 clusters, including S 

phase cluster (upward regulation) and DZ re-entry (downward regulation) (Supplemental 

Figures 3C-F).  

Taking as a whole, these insights show that the FCER2 expression is linked to non-

proliferating, BCR-active B cells, which could correspond to GCB cells that are at the end of the 

differentiation process, diverted from a fate of PC. Moreover, despite the small size of the 

“precursor memory B cells” cluster, 6 cells of 34 expressed FCER2 (Figure 3D-E). Therefore, 

we reasoned that CD23- LZ BGC cells could hold committed cells for plasma cell differentiation 

as shown recently in our in vitro differentiation model (Pignarre et al., 2020). To explore this 

hypothesis, we developed a sensitive sc-qPCR approach using Fluidigm platform with a panel 

of 89 genes selected from the RNA-seq comparison between CD23+ versus CD23- 
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compartments of post-activated B cells (Pignarre et al., 2020). We analyzed freshly sorted 

CD19+IgD-CD10+CD38+ CXCR4lo CD23-positive or -negative LZ GCB cells and CD19+IgD-

CD38bright PB. Unsupervised clustering analysis delimited two cell compartments associated 

either with B cell or plasma cell identity genes (Figure 3F). Five PB were ranked in the B cell 

compartment because of their B cell genes expression and especially PAX5. However these 

cells expressed also plasma cell genes including PRDM1, XBP1 and even for some of them 

XBP1s.  The comparison between CD23+ and CD23- LZ GCB cells showed only limited 

differences with a slightly higher expression of PRDM1, IRF4, XBP1 & XBP1s genes in CD23- 

LZ GCB cells, closer to the plasmablast identity than the CD23+ counterpart (Figure 3G). 

Interestingly, besides of a trend of a higher number of proliferating cells in the CD23- 

compartment based on the global expression of MKI67 and E2F1 (Figure 3G), we identified a 

proliferative signature expressed by a specific subset of 16 cells constituted by 12 CD23-, 3 

CD23+ LZ GCB cells and one plasmablast (Figure 3F). Finally, the CD86 expression was 

significantly higher in CD23+ GCB cells, a marker induced by IL-21 in B cells and present on 

memory B cells (Figure 3G) (Good KL et al., 2009; Attridge K et al., 2014).   

 

Tfh driven LZ GCB cells stimulation leads to a CD23-dichotomized response  

To investigate the functionally response of LZ GCB cells to Tfh-type stimulation, we sorted 

CD19+IgD-CD38+CD10+CXCR4lo LZ GCB cells and cultured them for 12h  with IL-4, CD40 and 

IL-21, alone or in combination. Both, IL-4 and CD40, and even better their association, were 

efficient to induce a significant CD23 response but more than 50% of the cells remainded 

negative for this marker (Figure 4A). Both, CD23+ and CD23- resulting cell compartments 

express similar levels of IL-4R, IL-21R and CD40 (Supplemental Figure 4A). We selected for 

our subsequent experiments the combination of these three cytokines since the combination 

of IL-21 and IL-4 expression by GCTfh cells maximally supports GCB cells in addition to CD40L 

(Weinstein JS et al., 2016; Crotty S, 2019). CD23 expression was pSTAT6-dependent and 

STAT6 inhibition blocked CD23 expression (Figure 4B and Supplemental Figure 4B). We then 

cocultured LZ GCB cells with autologous CD4+CXCR5+PD1+ Tfh cells for 24h and analyzed 

subsequently the CD23 expression. Although only few CD23+ LZ GCB cells appeared after 

coculture, this number raised when Tfh cells were activated either with aCD3/aCD28 or 

Staphylococcal Enterotoxin B (SEB) with up to 14% and 34% cells respectively (Figure 4C). 

The number of CD23+ LZ GCB cells reached almost 100% when the stimulation was maintained 

up to 48h (Supplemental Figure 4C). In total, these results suggested to us at this point of our 

investigations two possible interpretations: (i) considering the low number of CD23+ LZ GCB 

cells in tonsils and rLN GC, only a small number of GCB cells experienced an efficient or 
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complete Tfh cell help - which one is a key limiting resource in GC and B cells compete for it - 

therefore majority of LZ GCB cells are CD23- (Crotty S, 2019), or (ii) after early Tfh:GCB synaptic 

engagement and in absence of a sustained Tfh help,  CD23+ BGC cells disappear most likely 

die within 24h of antigen recognition (Akkaya et al., 2018). Previously, we showed that CD23+ 

activated B cells generated in vitro are more susceptible to cell death than their CD23- 

counterpart (Pignarre et al., 2020). Tonsil derived CD23+ LZ GCB cells were also more 

susceptible to die than CD23- cells as their viability was rescued using a pan-caspase inhibitor 

(Supplemental Figure 4D). By immunohistostaining we identified rare B:Tfh synapses in tonsil 

GC, based on the following staining PD1 (Tfh cells), CD20 (B cells) and pSTAT6 expression 

in GCB cells;  with pSTAT6 expression induced logically, as shown above, the CD23 expression 

(Figure 4D).  Weinstein et al. described in mice that Tfh cells localized in the proximity of the 

GC DZ and provided firstly IL-21 to B cells and then switched upon full differentiation of Tfh 

cells to an IL-4 production into the GC, associated with a robust expression of the co-stimulator 

CD40L (Weinstein JS et al., 2016). When applying a two-step culture model build firstly by 12h 

of IL-21 followed by 12h of IL-4 w/wo CD40L and compared the number of generated CD23+ 

LZ GCB cells without IL-21 priming, we found that IL-21 impeded significantly the CD23 

expression (Figure 4E). This latter result may complete the above list of reasons explaining 

the low number of CD23+ LZ GCB cells noted in GC. However, our findings show that an 

appropriate stimulation of LZ GCB cells for few hours is not enough to upregulate CD23 

expression in every single cell. 

 

CD23- LZ GCB cells contain plasmablast precursors  

We then focused our investigations on the CD23- compartment and to this end, we 

undertook a paired analysis of BCL6, PAX5, XBP1 and PRDM1 gene expression on freshly 

purified CD19+IgD-CD38+CD10+CXCR4lo LZ GCB cells, LZ GCB cells cultured 12h with IL-4, 

CD40L and IL-21 before subsequent CD23- and CD23+ cell sorting, and CD19+IgD-CD38bright 

PB. Compared to fresh LZ GCB cells, both CD23+ and CD23- LZ GCB cells downregulated B cell 

identity genes expression as BCL6 and PAX5 and upregulated XBP1. However, only CD23- 

LZ GCB cells upregulated PRDM1 expression, the master plasma cell gene (Figure 5A). The 

capacity of CD23- and CD23+ subsets to differentiate into PB (CD38bright) and PC (CD138+) 

was next assessed. We sorted CD23- and CD23+ LZ GCB cells and maintained them in culture 

for 48h with a differentiation cocktail containing IL-2, IL-4 and IL-10. The three independent 

experiments showed that only the CD23- subpopulation of LZ GCB cells had the capacity to 

differentiate into PB and PC (Figure 5B).  
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Cellular trajectories of human GCB cells after Tfh-type stimulation  

Since CD23+ and CD23- subsets of 24h stimulated GCB cells presented distinct ability 

to differentiate into PC, we decided to explore both populations at the transcriptional level using 

a sc-qPCR approach with 93 selected genes. Sorted tonsillar LZ GCB cells (T0h) and PB were 

compared to T4h, T24h CD23+ and T24h CD23- cultured LZ GCB cells (Figure 6A). The UMAP 

projection was colored based on the pseudotime by using Monocle and showed an ordered 

stage progression from T0h LZ GCB cells, T24 h CD23- LZ GCB cells and PB, while the T24h 

CD23+ LZ GCB cells were inferred in a distinct cluster (Figure 6B). The UMAP reduction drew 

two cell trajectories with different BCL6, PAX5, IRF4, XBP1 and PRDM1 gene expression 

pattern and showed distinct cell destinies: one toward a plasmablast differentiation, and 

another that remained B cell fate (Figures 6B-E). As early as 4h, LZ GCB cells migrated along 

the axis of plasma cell fate. FCER2 expression was present in early time points (T0h and T4h 

LZ GCB cells) and mainly as expected in CD23+ GCB cells, while CCL22 a well-characterized 

IL-4/STAT6 target (Takemura et al., 2018), was expressed in both T24h CD23+ and CD23- GCB 

cells but not into the final cluster of cells from the trajectory, which contained PB and also some  

T24h CD23- LZ GCB cells (Figure 6B-C).  

 

Insights in gene expression kinetics throughout the differentiation trajectory 

The heatmap generated by Monocle ordered cells as expected with genes informing 

the pseudotime order and displaying a pattern of expression leading to the linear transition 

from CD19+IgD-CD38+CD10+CXCR4lo LZ GCB cells to CD19+IgD-CD38bright plasmablast group 

of cells, which present some T24h, T4h cells and 2 fresh LZ GCB cells (Figure 7A). Using this 

ordering we could dynamically analyze gene expression by dividing in quadrants the pseudo-

time. Thus, we identified six Modules of genes with specific expression kinetics related to 

transcription factors and cell functions or identity (Figure 7A-B). Module 1 and 2 corresponded 

to PC differentiation with an early expression for genes of the Module 1 and a latter expression 

for the Module 2. However, Module 1 expressed also POU2AF1, described in mice as an 

enhancer of antibody-secreting cell differentiation (Emslie et al., 2008) and as an activator of 

GCB cells in GC formation during T-dependent B cell responses, especially after IL-4 stimulation 

(Nutt et al., 2015). Interestingly, Module 5 depicted an enhanced B cell signature that peaks at 

the end of the third quadrant, before a sharp decrease and extinction in PB. This expression 

pattern was preceded by the Module 3 that encompassed several transcription factors 

including MYC. Module 4 presented a transient expression, likely in response to upstream 

factors, characterized notably by the ATF5 expression, a transcription factor involved in the 

CREB3L2-ATF5-MCL1 survival pathway and which acts as a stress sensor (Sheng et al., 
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2010). Finally, Module 6 represented a proliferation signature that increased sharply and 

transiently in quadrant 3 before its extinction.  

The kinetic of expression of transcription factors are in agreement with previous 

knowledge on these factors (Willis & Nutt, 2019). Indeed, we found a bimodal expression of 

IRF4 with a first peak that preceded B cell identity gene upregulation like PAX5, BCL6, BACH2 

and SPIB, while the second peak appeared after the sharp decrease of these 4 factors (Figure 

7C). Interestingly, PAX5 expression showed a striking increase which peaks at the end of the 

third quadrant before a sharp decrease. Since PAX5 repress the expression of non-lineage B 

cell genes including PRDM1 and in the meantime drives the expression of IRF8, BACH2 and 

SPIB, our data suggested that before the shift to plasmablast generation, LZ GCB cells went to 

a B cell activation state (Willis & Nutt, 2019). While XBP1 increased early in the differentiation 

process, PRDM1 and XBP1s were late transcription factors that sealed the destiny as PB.  The 

pseudotime shed lights on the expression pattern of MYC which sustains the cell proliferation 

before differentiation, a crucial step in the GC (Willis & Nutt, 2019; Dominguez-Sola et al., 

2012). Almost absent in a large number of LZ GCB cells at steady state, MYC expression 

increased early in the timeline dragging behind target genes such as TP53 (Zindy et al., 1998) 

and CDK4 (Hermeking et al., 2000) as well as CDK6. This burst was followed by a second 

group of genes (MIK67, E2F1, CDC25A, CCNB1 and CCNE1) and finally, at the end of the 

differentiation the expression of these 9 genes decreased dramatically (Figure 7D).  

The signal delivered by the IL-4 cytokine - which is present in our differentiation cocktail 

(Figure 6A) - can be assessed through the expression of STAT6, IL4R, FCER2 and CCL22 

(Figure 7E). Despite a slight, transient but inoperant - insufficient to induce membrane CD23 

expression - increase of FCER2, we detected however a clear STAT6 response in the second 

quadrant, a maximum expression in the third and a deep decrease before extinction in PB. In 

parallel, IL-4R and mainly CCL22, two well-documented target of pSTAT6, followed STAT6 

expression with a slight noticeable delay for the peak in the third quadrant.  This result confirms 

that B cells committed to differentiate into PB need a transient IL-4 signal with a defective 

response for FCER2 (Pignarre et al., 2020). 

 

The minimal commitment signature encodes, besides PC identity elements, factors that 

inhibit cell proliferation   

Module 2 contained PRDM1, the master plasma cell factor, as well as XBP1s, ERN1 and 

CREB3L2, all three belong to unfolding protein response, crucial for plasma cell differentiation 

(Gass et al., 2002; Iwakoshi et al., 2003). Therefore, we proposed that this late wave of gene 

expressions represented a committal signature sealing the plasma cell generation. This 
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minimal signature included also NLRP14, CDKN1B and DEC2. NLRP14 was expressed in few 

cells. This gene encodes a protein that belongs to the NALP family involved multiprotein 

complexes such as the inflammasome (Inohara et al., 2003). Increased CDKN1B expression 

appeared when cells started to differentiate and reached the maximal levels in PB (Figure 8A). 

This gene encodes p27KIP1 protein that binds to and prevents the activation of the cell cycle. 

Associated to this factor we found also DEC2 where the expression was well restricted to PB 

and confirmed on previous data (Figure 8B) (Holmes et al., 2020). This transcription factor 

(also called BHLHE41), functions as a repressor and was found upregulated in murine B1 cells 

relative to follicular B cells, cells prompted to differentiate into PC (Kreslavsky et al., 2017). At 

the molecular level, DEC2 was suspected to repress the cell cycle and to inhibit BCR signaling, 

while it allows pro-survival functions of cytokine signaling (Willis & Nutt, 2019).  

 

 

 

Discussion (in progress)  

 



Figure 1 

Figure 1 : In the germinal center, CD23+ cells are mainly light zone FDC. (A) Tonsil CXCL12 staining
(green) allows to discriminate the dark zone (DZ) CXCL12+ and the light zone (LZ) CXCL12-. CD21L
(orange) is used as a stromal cells marker. CD23 expression (red) is localized in the light zone. (B) CD23
expression seems to be restricted to LZ CD21L+ (yellow) FDC. We can not discriminate CD23+(red)
PAX5+ (green) tonsil B cells. (C) Staining with CD3 (T cells, green), PAX5 (B cells, red) and CD23 (LZ FDC,
pink) allows to characterize the LZ organization. (1) and (2) T cells interact with CD23+ FDC. (3) and (4)
T cells in the vicinity of CD23- B cells. (D) GC architecture in reactive lymph node with CD21L (green)
CD23 (blue) and PAX5 (red) staining. The top white arrow shows a CD21L+CD23+ FDC that enfolds a
PAX5+ B cell. The down arrow points a typical meshwork staining characteristic to FDC.
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Figure 2 : IgD-
GCB cells are mainly CD23- and share a common progenitor with the CD23+ counterpart.

The percentage of CD23 expressing B cells has been determined by flow cytometry in different B cell
subsets: (A) CD19+ CD38- IgD+ naïve B cells (NBC), CD19+ CD38+ IgD+ and IgD-

GCB cells, CD19+ CD38++ IgD-

plasmablasts (PB) and CD19+ CD38- IgD- CD27+ memory B cells (MBC) and (B) CXCR4hi CD86lo DZ GCB cells
and CXCR4lo CD86hi LZ GCB cells from tonsils and reactive lymph nodes (rLN). (C) The ratio of the median
fluorescence intensity (rMFI) for IL-4R, CD40 and IL-21R in CD23+ and CD23- LZ GCB cells from tonsils. (D)
RACEPCR approach for CDR3 regions for IgM in CD23+ and CD23- LZ GCB cells from rLN. Venn diagram of
the clusters of amino acids sequences of CDR3 regions (CDR3 AA) for both populations. Circos
representation of commons CDR3 AA clusters with histograms of their frequency arranged by descending
order. Histograms on the right shows the number of CDR3 AA clusters associated to each IGVH.
* = p value < 0.05 ; ** = p value < 0.01
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Supplemental figure 2. (A) Gating strategy of different B cells subsets analyzed for CD23 expression by
flow cytometry. Cells are defined as: 1- CD19+ CD38- IgD+ naïve B cells (NBC), 2- CD19+ CD38+ IgD+ and
3- IgD-

GCB cells, 4- CD19+ CD38++ IgD- plasmablasts (PB) and 5- CD19+ CD38- IgD- CD27+ memory B cells
(MBC). (B) Gating strategy for CD23 expression of CXCR4hi CD86lo DZ GCB cells and CXCR4lo CD86hi LZ GCB
in tonsils and reactive lymph node.
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Supplemental figure 2. (D) RACE-PCR approach for CDR3 regions for IgM and IgG in CD23+ and CD23-

LZ GCB cells from rLN for three subjects. Venn diagrams (left) of the clusters of amino acids sequences
of CDR3 regions (CDR3 AA). Circos representations (middle) of commons CDR3 AA clusters with
histograms of their frequency arranged by descending order. Histograms (right) of the number of
CDR3 AA clusters associated to each IGVH.
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Figure 3: FCER2/CD23 expression delineates specific LZ GCB cell subsets. (A-E) Single cell dataset of human
tonsil derived B cells in G0-G1 phases of the cell cycle (non-proliferating), from Holmes et al. 2020. (A) FCER2
expression in CXCR4hi CD83lo DZ and CXCR4lo CD83hi LZ GCB cells. (B) FCER2 expression in different B cells
clusters defined by Holmes et al. in U-MAP representation. (C) Violin plots of FCER2 expression in the
different B cells clusters. (D) Percentages of FCER2pos non-proliferating LZ GCB cells in the different clusters
(green) compared to all non-proliferating LZ GCB cells (red). (E) Table of FCER2 expression in the clusters. * For
cells which belong to the cluster.
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(F) Single cell qPCR approach with a panel of 89 genes selected from the RNA-seq comparison of CD23+

and CD23- compartments of post-activated B cells (Pignarre et al., 2020). Unsupervised clustering analysis
of CD23+ and CD23- LZ GCB cells defined as CD19+ IgD- CD10+ CD38+ CXCR4lo and plasmablasts CD19+ IgD-

CD38++ . (G) Violin plots of PRDM1, IRF4, XBP1 and XBP1s, MKI67, E2F1, FCER2 and CD86 in CD23+ and
CD23- LZ GCB cells.
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Supplemental figure 3. Single cell dataset of human tonsil derived B cells from Holmes et al. 2020. (A)
FCER2 expression in CXCR4hi CD83lo DZ and CXCR4lo CD83hi LZ GCB cells. (B) B cells clusters defined by
Holmes et al. in U-MAP representation.
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Supplemental figure 3. Single cell dataset of human tonsil derived B cells in G2-S-M phases of the
cell cycle (proliferating cells), from Holmes et al. 2020. (C) FCER2 expression in U-MAP
representation. (D) Violin plots of FCER2 expression in the different B cells clusters. (E)
Percentages of FCER2pos proliferating LZ GCB cells in the different clusters (green) compared to all
proliferating LZ GCB cells (red). (F) Table of FCER2 expression in the clusters. * For cells which
belong to the cluster.

Supplemental figure 3 
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Figure 4 : Tfh-driven LZ GCB cells stimulation leads to a CD23-dichotomized response. (A) Analysis by flow
cytometry of the percentage of CD23+ LZ GCB cells after 12h of culture with IL-4, CD40L, IL-21 alone or in
combinations. (B) Flow cytometry analysis of pSTAT6 expression by CD23+ and CD23- LZ BGC cells. (C) LZ

GCB cells and Tfh cells coculture (NT), with a-CD3/a-CD28 or SEB during 24h and analysis of CD23
expression by flow cytometry. (D) Immunohistostaining with DAPI (nucleus), CD20 (B cells), PD1 (Tfh cells)
and pSTAT6. B:Tfh synapse in GC are highlighted by pSTAT6 expressing GCB in contact with Tfh cell. (E)
Percentage of CD23+ LZ GCB cells after 24h of culture with IL-4 or with a priming with IL-21 during 12h
followed by 12h of IL-4 stimulation. Same analysis with CD40L added to IL-4 stimulation.
* = p value < 0.05 ; ** = p value < 0.01
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Supplemental figure 4. (A) IL-4R, CD40 and IL-21R expression by CD23+ and CD23- LZ GCB cells after 24h
of culture with IL-4, CD40L and IL-21. (B) Percentage of CD23+ LZ GCB cells after 24h of culture with a
pSTAT6 inhibitor or DMSO in control. CD23 expression is blocked with the pSTAT6 inhibitor showing
that its expression is pSTAT6-dependent. (C) CD23 expression kinetics during culture of tonsil derived
LZ GCB cells with IL-4, CD40L and IL-21. After 48h of culture, all cells are expressing CD23. (D)
Percentage of alive cells after treatment with a pan-caspase inhibitor (QVD-OPH) or with DMSO in
control. CD23+ LZ GCB cells viability is rescued with the QVD-OPH treatment.
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Figure 5: CD23- LZ GCB cells contain plasmablast precursors (A) BCL6, PAX5, XBP1 and PRDM1 expression
by LZ GCB cells, sorted CD23+ and CD23- LZ GCB cells cultured with IL-4, CD40L and IL-21 12h and
plasmablasts (PB). (B) Sorted 24 hours cultured CD23+ and CD23- LZ GCB were cultured 48h with IL-2, IL-4
and IL-10 and analysed by flow cytometry to highlight CD38++ CD138- PB and CD38++ CD138+ plasma cells
(PC). CD23- LZ GCB cells but not CD23+ LZ GCB cells are able to differentiate in PB and PC. * = p value < 0.05 ;
** = p value < 0.01
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Figure 6: Cellular trajectories of human GCB cells after Tfh-type stimulation. (A) Experiment design. qPCR
analysis of sorted tonsillar LZ GCB cells (T0h), plasmablasts, T4h, T24h CD23+ and T24h CD23- cultured LZ

GCB cells with IL-4, CD40L and IL-21. (B) Trajectories of the different subsets of B cells. Ranking of cells in
different clusters based on the pseudotime. (C) Expression of IL-4 pathway genes (FCER2 and CCL22), (D) B
cell identity genes (BCL6, PAX5) and plasma cell identity genes (PRDM1, XBP1, IRF4) in the different
clusters.
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Figure 7: Insights in gene expression kinetics throughout the differentiation trajectory. (A)
Unserpervised clustering analysis of LZ GCB cells (T0h), plasmablasts, T4h, T24h CD23+ and T24h CD23-

cultured LZ GCB cells. We identified 6 Modules of genes. (B) Expression of the different Module in
pseudotime. (C) Expression of genes implicated in B cell differenciation to plasma cell or (D) in cell cycle or
(E) in IL-4 pathway in the pseudotime.
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Figure 8: The minimal commitment signature encodes, besides PC identity elements, factors that inhibit
cell proliferation. (A) Expression of DEC2, CDKN1B and NLRP14 in pseudotime. (B) Expression of DEC2 in
proliferating LZ GCB cells clusters identified by Holmes et al. 2020.
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PROJET 2 :  

Quelle place pour le facteur de 

transcription DEC2 dans la 

différenciation plasmocytaire ?  
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Introduction 

 

Le modèle de différenciation in vitro développé par notre groupe a permis de mettre 

en évidence que lors de leur différenciation en PB, les NBC perdent peu à peu la capacité de 

réponse à l’IL-4, par perte progressive de l’expression du CD23 (Caron G et al., Cell Rep, 2015 ; 

Pignarre A et al., Blood, 2020). Le séquençage du transcriptome des populations CD23pos et 

CD23neg obtenues dans ce modèle a révélé des cibles intéressantes que nous avons choisi 

d’analyser dans des lymphocytes B issus d’organes lymphoïdes secondaires lors de leur 

dernière étape de maturation, c’est-à-dire lors de la transition des CC en PB. Ainsi, nous avons 

validé l’extinction de la voie STAT6/CD23 dans les CC précurseurs de PB provenant 

d’amygdales et mis en évidence l’expression d’une signature particulière par ces cellules. 

Parmi ces gènes, on trouve des gènes de l’identité plasmocytaire : PRDM1 et XBP1s, des gènes 

impliqués dans la réponse aux protéines mal conformées (Unfolded Protein Response UPR) : 

ERN1 (qui code pour IRE1) et CREB3L2, et un gène jusqu’alors jamais décrit dans la 

différenciation lymphocytaire B : DEC2.  

 

Chez l’Homme, le facteur de transcription DEC2 a principalement été décrit pour son 

rôle dans le rythme circadien. De nombreuses études, souvent contradictoires, portent sur 

son implication dans la progression tumorale, notamment au travers d’un effet au niveau du 

cycle cellulaire (Wang C et al., Canc Manag Res, 2019 ; Bragado P et al., Nat Cell Biol, 2013 ; 

Sun Y et al., Mol Cell Biochem, 2019 ; Wu Y S et al., Int J Mol Med, 2015 ; Falvella FS et al., 

Oncogene, 2008), dans la réponse à l’hypoxie (Hu T et al., J Exp Clin Cancer Res, 2015 ; 

Montagner M et al., Nature, 2012 ; Bigot P et al., Nat Commun, 2016) ou dans la migration 

et la métastase cellulaire (Li P et al., Am J Cancer Res, 2016 ; Montagner M et al., Nature, 

2012 ; Liao Y et al., BMC Cancer, 2014). Enfin, dans les lymphocytes B, DEC2 est décrit comme 

exclusivement exprimé au stade PC (De Vos J et al., Immunol Rev, 2006) mais il est également 

exprimé dans les MBC. Chez la souris, BHLHE41/DEC2 participe à la différenciation des 

lymphocytes T en facilitant la polarisation Th2 par le biais de l’IL-2 et de STAT6. Dans les 

lymphocytes B, BHLHE41/DEC2 promeut le développement des lymphocytes B1 spléniques 

notamment en bloquant la prolifération cellulaire (Kreslavsky T et al., Nat Immunol, 2017). 
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De plus, il est induit dans les lymphocytes B folliculaires lorsqu’ils sont cultivés avec du LPS, 

ou une combinaison d’IL-4, d’anti-CD40 et/ou d’anti-IgM, mais il n’est pas impliqué dans le 

développement de ces lymphocytes. Dans ce contexte, nous nous sommes demandés si 

DEC2 avait un rôle dans la transition CC à PB chez l’Homme et s’il participait plus 

spécifiquement à une fonction dans le PC.  
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Matériels et Méthodes  

 

Purification des lymphocytes B primaires  

Les amygdales ont été obtenues lors d’amygdalectomies réalisées en routine à la clinique La 

Sagesse (Rennes, France). Les PB d’amygdales ont été purifiés par sélection négative avec le 

kit MojoSort Human Pan B cell Isolation de Biolegend en suivant les instructions du 

fournisseur, sur l’AutoMACS avec le programme depletes-sensitive (Miltenyi Biotec). Un 

anticorps anti-IgD-Biotine a été ajouté en même temps que le cocktail d’anticorps afin 

d’éliminer les NBC (#555777, BD Biosciences). Les PB CD19+ (#562440, BD Biosciences), IgD- 

(#555778, BD Biosciences) CD38++ (#303510, Biolegend) ont ensuite été triés avec le trieur de 

cellules FACS Aria (BD Biosciences).  

La purification des PB générés in vitro a été réalisée comme décrit précédemment (Le Gallou 

S et al., J Immunol, 2012 ; Caron G et al., Cell Rep, 2015). Les lymphocytes B totaux ont été 

purifiés à partir de sang de donneurs sains provenant de l’Etablissement Français du Sang 

(Rennes, France). Après séparation sur gradient de Ficoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), les 

lymphocytes B totaux ont été purifiés à l’aide du kit B Cell Isolation II Human (Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Allemagne) en suivant les instructions du fournisseur. La pureté des 

lymphocytes B était supérieure à 95 %.  

 

Cultures cellulaires et analyses par cytométrie de flux  

Toutes les cellules ont été cultivées dans un milieu complet constitué de RPMI1640 

(Invitrogen) supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal (FCS, Biowest) et des 

antibiotiques (Invitrogen). 

Les PB d’amygdales ont été cultivés à une concentration de 5 x 105 cellules/ml pendant deux 

jours avec 50 U/ml d'IL-2 (Proleukin, Novartis), 330 ng/ml d'IL-6 (Peprotech), 12,5 ng/ml d’IL-

10 (R&D Systems) et 400 U/ml d'IFN Alpha 2 (PBL assay science).  

Les lymphocytes B totaux de sang ont été marqués avec 1 μM de Violet Proliferation Dye 450 

(VPD450) (BD Biosciences) dans du PBS à 37°C pendant 15 minutes puis lavés en milieu 
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complet. Les cellules purifiées ont été cultivées à une concentration de 7,5 x 105 cellules/ml 

et stimulées pendant quatre jours avec la Stim 1 composée de 2,6 μg/ml de fragments de 

chèvre F(ab’)2 anti-IgM, IgA et IgE humains (H + L) (Jackson ImmunoResearch Laboratories), 

100 ng/ml de CD40L soluble (NCI), 1 mg/ml d'oligodésoxynucléotide CpG 2006 (Miltenyi 

Biotec) et 50 U/ml d'IL-2. Les lymphocytes B ont ensuite été lavés dans du PBS et cultivés à 

une concentration de 5 x 105 cellules/ml avec la Stim 2 composée de 50 U/ml d'IL-2, 12,5 ng/ml 

d'IL-10 et 5 ng/ml d'IL-4 (R&D Systems) pendant deux jours. Le sixième jour, les PB obtenus in 

vitro (aussi appelés P1) ont été marqués avec du CD38-APC (#303510, Biolegend) et le kit 

CaspGLOW (eBioscience) selon les instructions fournies par le fabricant, pour éliminer les 

cellules engagées dans l’apoptose présentant une caspase-3 activée. Ces PB ont ensuite été 

cultivés comme les PB d’amygdales.  

Pour les analyses de cytométrie de flux, les données ont été acquises sur un cytomètre 

CytoFLEX (Beckman Coulter) et analysées avec le logiciel FlowJo (BD Biosciences). Pour 

l’analyse de l’expression du CD138, les cellules de myélome multiple U266 ont été marquées 

avec l’anticorps CD138-PE (#A54190, Beckman Coulter).  

 

Analyse du cycle cellulaire  

Pour analyser le cycle cellulaire, les cellules ont été marquées avec le kit Click-iT EdU Alexa 

Fluor 647 Flow Cytometry Assay (Thermo Scientific) selon les instructions données par le 

fournisseur. Après 24 heures de culture, les cellules U266 ont été marquées avec du DAPI, et 

le cycle cellulaire a été analysé à l’aide d’un CytoFLEX (Beckman Coulter) et du logiciel FlowJo 

(BD Biosciences).  

 

Extraction d’ARN, transcription inverse et PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) 

Les ARN ont été extraits avec le kit NucloSpin RNA XS Plus (Macherey-Nagel) pour les PB 

primaires et avec le kit NucloSpin RNA Plus (Macherey-Nagel) pour les lignées cellulaires, en 

suivant les instructions fournies par le fabricant. Les ARN ont ensuite été rétro-transcrits en 

ADNc avec le kit utilisant la Superscript II (Invitrogen). Les RT-qPCR utilisant la stratégie SYBR-

Green sur les ADNc ont été réalisées avec un couple d'amorces sélectionné pour cibler un gène 
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spécifique à partir du site Primer3Plus, puis synthétisé par la société Eurogentec. Une PCR in 

silico sur le site Genome Browser a permis de vérifier la spécificité des amorces. Les qPCR ont 

été réalisées sur le Step One Plus Real-time PCR System (Applied BioSystems). L’expression 

génique a été quantifiée par la méthode 2-ΔCt, en utilisant le gène ABL1 comme contrôle 

endogène.  

Des qPCR multiplexées ont été réalisées avec des sondes TaqMan et le TaqMan Gene 

Expression Master Mix dans une plaque IFC 48.48 Dynamic Array en utilisant le système 

Fluidigm BioMark MX. Les expressions géniques ont été converties en 2-ΔCt, en utilisant le gène 

ABL1 comme contrôle endogène. La liste des sondes TaqMan utilisées est disponible dans le 

Tableau 1.  

 

Gène cible Référence Gène cible Référence 

AICDA HS 00221068_m1 IL-21R HS 00222310_m1 

BACH2 HS 00222364_m1 IRF4 HS 00180031_m1 

BCL6 HS 00153368_m1 IRF8 HS 00175238_m1 

CAV1 HS 00971716_m1 NLRP14 HS 00698226_m1 

CCL22 HS 00171080_m1 PAX5 HS 00277134_m1 

CREB3L2 HS 01592193_m1 PIM2 HS 00179139_m1 

DEC1 HS 00186419_m1 PRDM1 HS 00153357_m1 

DEC2 HS 00229146_m1 SPIB HS 00162150_m1 

ERN1 HS 00176385_m1 STAT6 HS 00598618_m1 

EZH2 HS 00172783_m1 XBP1 HS 02856596_m1 

FCER2 HS 00233627_m1 XBP1s HS 03929085_g1 

HIF1a HS 00153153_m1   

 

Tableau 1 : Liste des sondes TaqMan utilisées 

 

 

Inhibition d’expression de DEC2  

Pour le siRNA, les PB d’amygdales, PB obtenus in vitro et les cellules U266 ont été transfectées 

avec le kit Amaxa Cell Line Nucleofector V (VCA-1003, Lonza). Pour cela, les cellules ont été 

diluées dans le tampon de transfection avec 20 pmoles de siRNA pour 100 000 cellules et 
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électroporées avec le programme O-17 de l’Amaxa Nucleofector II (Lonza). Le siRNA contrôle 

(5’-GCAAGCUGACCCUGAAGUU-3’) et le siRNA ciblant DEC2 (5’-CGAGACGACACCAAGGAUA-3’) 

ont été obtenus à partir de Montagner M et al., Nature, 2012. Les cellules ont été cultivées 24 

ou 48 heures avec les siRNA.  

Pour l’oligonucléotide anti-sens (ASO), la séquence ciblant DEC2 (5’-

TCGGGAACTTACACTTACCTTGGTG-3’) a été élaborée en collaboration avec l’UMR 1262 CRIBL 

à Limoges (France) puis commandée sur le site GeneTools. Les cellules ont été cultivées 24 ou 

48 heures avec 2µM d’ASO.  

 

Vérification du saut d’exon  

Après extraction des ARN et transcription inverse, les ADNc ont été amplifiés par PCR en 

utilisant la Phire Hot Start DNA Polymerase II (Thermo Scientific) avec des sondes (sens : 5’-

CAGTTGAACATGGACGAAGGA-3’ et anti-sens : 5’-TCTGATGCTGTTGCTCGGTT-3’) mises à 

disposition par l’UMR 1262 CRIBL à Limoges (France). Le programme utilisé comprenait quatre 

phases : 1) 98°C pendant 5 minutes, 2) 40 cycles de 98°C pendant 5 secondes, 62°C pendant 5 

secondes et 72°C pendant 20 secondes, 3) 72°C pendant 1 minute et 4) 12°C jusqu’à 

récupération des échantillons. Les produits de PCR ont été mélangés avec du tampon de 

charge (#R0611, Thermo Scientific) puis ont migrés sur un gel d’agarose 2% avec du SYBR Safe 

(Invitrogen) dans du tampon d’électrophorèse TAE (Thermo Scientific). Les gels ont été révélés 

dans le système d'imagerie G:BOX Chemi (Syngene).  

 

Immunoblotting 

Les protéines ont été extraites avec le tampon de lyse RIPA (Pierce) avec un cocktail contenant 

des inhibiteurs de protéases (#04693116001, Roche). Pour isoler les extraits nucléaires et 

cytoplasmiques, le kit d’extraction nucléaire (#ab113474, Abcam) a été utilisé en suivant les 

instructions fournies par le fabricant. La concentration protéique a été déterminée en utilisant 

la méthode de Bradford (Biorad). Les protéines ont ensuite été séparées par migration sur un 

gel NuPAGE 4-12% Bis Tris (Thermo Scientific) et transférées sur des membranes de 

nitrocellulose via le dispositif de transfert iBlot 2 (Invitrogen). Les membranes ont été saturées 
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avec du TBS 0,1% Tween (Sigma) contenant 5 % de sérum de veau fœtal (Sigma) pendant une 

heure à température ambiante, puis incubées toutes la nuit à 4°C avec l’anticorps ciblant DEC2 

(#E-4:sc-373763, Santacruz), l’anti-β-actine (#AC-15, Sigma) ou l’anti-histone H3 (#39763, 

Active Motif). Les membranes ont été révélées après incubation une heure à température 

ambiante avec les anticorps secondaires couplés à la péroxydase de Raifort (ou HRP) anti-lapin 

(Biolegend) et anti-souris (SantaCruz), et avec le kit Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate 

(Thermo Scientific) dans le système d'imagerie G:BOX Chemi (Syngene).  

 

Séquençage de l’ARN (RNA-seq)   

Après la culture, les cellules mortes ont été éliminées à l’aide de billes magnétiques en utilisant 

le kit Dead Cell Removal (Miltenyi Biotec) en suivant les instructions du fabricant. Après 

extraction des ARN et transcription inverse, comme indiquées ci-dessus, la fabrication des 

bibliothèques (librairies) d'ARN a été réalisée en vue d'un séquençage haut-débit avec le kit 

QIAseq Stranded Total RNA Lib (QIAGEN) en tandem avec le kit QIAseq FastSelect ™ –rRNA 

HMR (QIAGEN), qui supprime les ARN ribosomaux. Ce travail mis en place au laboratoire en 

collaboration avec la société Qiagen a conduit à la publication d'une note d'application 

(Desmots F, Santamaria K et al., 2020, Annexe).  Une étape préalable de fragmentation des 

échantillons a été réalisée et le nombre de cycles pour l'étape d'amplification a été établi en 

fonction de la concentration d'ADN utilisée pour la transcription inverse des échantillons 

d'ARN, soit 11 cycles pour 400ng. Les échantillons ont été séquencés en haut débit sur le 

séquenceur HiSeq4000 (Illumina-Société Integragen) en lecture "paired-end" de deux fois 75 

nucléotides par échantillon. Pour l'analyse des données RNA-seq, un pipeline créé par l'équipe 

informatique de l'unité a été utilisé. Il intègre notamment l'outil STAR (Spliced Transcripts 

Alignment) pour l'alignement sur le génome de référence Hg38 et l'outil featureCounts pour 

estimer le nombre de lectures (reads) attribuées au génome. Le package RSeQC a été utilisé 

pour estimer la qualité et la distribution des reads sur le génome. DESeq2 a été utilisé pour 

estimer l'expression différentielle des gènes entre les échantillons. Les conditions ont été 

fixées pour extraire uniquement les gènes avec un changement d'expression (fold change) de 

1,5 fois et avec une P-value de 0,05. En appliquant cette limite, nous avons extrait 1159 gènes 

différentiellement exprimés, qui ont été analysés à l'aide de packages R tels que d3heatmap, 

heatmaply, EMA et ggplot2. Pour les tracés de sashimi, l'interface IGV a été utilisée.  
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Résultats  

 

1) Chez l’humain, DEC2 est exprimé par une proportion de B du GC, 

PB/PC et MBC   

 

Pour mieux caractériser la phase terminale de la différenciation des lymphocytes B en 

PB, nous avons cultivé des CC d’amygdales (CD19+ CD38+ CD10+ IgD- CXCR4faible) avec un 

cocktail de cytokines (IL-4, IL-21 et CD40L) mimant l’interaction avec les lymphocytes Tfh, et 

décrit précédemment. Dans ces conditions, les CC répondent de manière hétérogène avec une 

population qui exprime le CD23 et une fraction variable de CC qui reste négative pour ce 

marqueur. Nous avons montré précédemment que cette dernière est celle qui contient les 

précurseurs des PB. Dans ce contexte, nous nous sommes demandés comment les gènes mis 

en évidence dans la population CD23neg issue du modèle de différenciation in vitro (Caron G 

et al., Cell Rep, 2015) évoluaient dans les CC engagés dans la différenciation en PB. Ainsi, nous 

avons réalisé des qPCR sur des CB, CC et PB fraîchement isolés d’amygdales, des CC cultivés 

12h et triés selon l’expression du CD23 (CD23pos_12h et CD23neg_12h) et des PC de moelle 

osseuse (Figure 1A), mais aussi des qPCR à l'échelle de la cellule-unique de CC, de CC cultivés 

4 heures (CC_4h), de CC cultivés 24 heures pour des cellules qui demeurent CD23 négatives 

(CD23neg_24h) et de PB (Figure 1B). Nous avons ainsi mis en évidence que DEC2 est 

spécifiquement exprimé dans les PB et que son expression est induite tardivement dans 

certains CC CD23neg (CD23neg_24h), précurseurs de PB.   
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Figure 1 : DEC2 est exprimé par les PB et par certains de leurs précurseurs CD23neg. A. Expression de DEC2 dans 
les centroblastes (CB), centrocytes (CC), CC cultivés avec de l’IL-4, du CD40L et de l’IL21 pendant 12h et exprimant 
le CD23 (CD23pos_12h) ou ne l’exprimant pas (CD23neg_12h), les plasmablastes (PB) d’amygdales et les 
plasmocytes (PC) de moelle osseuse, déterminée par RT-qPCR. Le 2-ΔCt a été utilisé pour calculer l’expression de 
l’ARNm de DEC2 en utilisant ABL1 comme gène de référence . B. Expression de la signature plasmablastique 
comprenant ERN1, NLRP14, DEC2, PRDM1, CDKN1B, CREB3L2, XBP1s, CAV1 et IL-6R, au niveau cellule unique et 
de FCER2 dans les CC, les CC cultivés 4h (CC_4h), les CC CD23neg cultivés 24h (CD23neg_24h) et les PB 
d’amygdales.   

 

 

Nous avons également analysé in silico les données de transcriptome obtenues au 

niveau cellule unique pour des lymphocytes B d’amygdales et de rates humaines obtenues par 

le groupe du CIML de Marseille (Milpied P et al., Nat Immunol, 2018). Cette analyse montre 

que DEC2 est exprimé dans quelques rares B du GC (CD20+ IgD- CD38+ CD10+) et qu’il est 

principalement exprimé dans une sous-population de lymphocytes B CD20+ IgD- non GC (BCL6-

) considérée comme étant une population de MBC. (Figure 2).  
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Figure 2 : Chez l’humain, DEC2 est principalement exprimé dans les lymphocytes B non GC et dans quelques B 
du GC _ Analyse in silico. A. Stratégie de sélection des lymphocytes B du GC. Les B IgD- ont été sélectionnés sur la 
base de l’expression du CD20 et les B du GC ont été sélectionnés sur la base de l’expression du CD20, du CD38 et 
du CD10. B. Analyse en composante principale qui valide la stratégie de sélection des lymphocytes B avec 
l’expression de BCL6 spécifiquement dans les B du GC. C. Expression de DEC2 dans les B du GC et les IgD- non GC. 
Adapté des données obtenues en technique 10X Genomics de Milpied P et al., Nat Immunol, 2018.   

 

 

Nous avons également analysé l’expression de DEC2 dans les B du GC, MBC et PB/PC 

d’amygdales humaines dans d’autres données issues des travaux de la même équipe (Figure 

3) (Attaf N et al., Front Immunol, 2020). Ici, les données ont été obtenues par séquençage de 

l’ARN au niveau cellule-unique, basé sur les extrémités 5’ et sur le tri cellulaire (FACS-based- 

5’-end scRNAseq). Ainsi, DEC2 semble peu exprimé, comme nous l’avons trouvé dans nos 

données, et il est exprimé dans quelques MBC et PB/PC.  
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Figure 3 : Expression de DEC2 dans les lymphocytes B du centre germinatif, mémoires et 
plasmablastes/plasmocytes humains. _ Analyse in silico A. tSNE (t-distributed stochastic neighbor embedding) 
des lymphocytes B d’amygdale permettant de différencier les 3 populations : B du centre germinatif (GC), B 
mémoires (MBC) et plasmablastes/plasmocytes (PB/PC). B. L’expression de DEC2 est faiblement détectée et est 
mise en évidence dans quelques MBC et PB/PC. Adapté des données obtenues en technique FACS-based- 5’-end 
scRNAseq de Attaf N et al., 2020 Front Immunol.  

 

Ces résultats invitent donc à s’interroger sur le rôle fonctionnel de DEC2 dans les 

lymphocytes B, et particulièrement dans les cellules totalement différenciées : les PB/PC.  

 

 

2) Mise en place des outils techniques  

 

a. Choix des cellules et système de culture des PB primaires 

d’amygdales et des PB obtenus par différenciation in vitro  

 

Pour étudier le rôle de DEC2 dans la différentiation des PB humains, nous souhaitions 

utiliser des PB provenant d’amygdales humaines. Malheureusement, cela n’a été possible que 

dans de rares cas, puisque ces cellules sont difficiles à maintenir en vie lors de la culture et 

leur nombre est trop faible pour permettre des analyses fonctionnelles. Nous avons donc 

choisi d’utiliser des PB obtenus in vitro par le biais du modèle de différenciation des B totaux 

de sang développé dans l’équipe (Le Gallou S et al., J Immunol, 2012) et des lignées cellulaires 
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de myélome multiple (versant tumoral dérivant des PC) exprimant DEC2 comme la U266 et la 

RPMI8226 (Figure 4).  

 

 

Figure 4 : Expression de DEC2 dans les PB obtenus in vitro et dans les lignées de myélome multiple U266 et 
RPMI8226. L’expression de DEC2 a été déterminée par RT qPCR en utilisant le 2-ΔCt et ABL1 comme gène de 
référence.  

 

 

Puisque DEC2 est exprimé à partir du stade PB, nous avons développé un cocktail de 

cytokines pour cultiver les PB primaires issus d’amygdales et les PB obtenus in vitro 

(VPD450faible CD38fort) deux jours supplémentaires. Nous avons choisi de conserver l’IL-2 et l’IL-

10 de la Stim 2 et d’enlever l’IL-4 puisque les PB n’y répondent plus. Nous avons en plus ajouter 

l’IL-6 qui favorise la survie des PC (Jourdan M et al., Leukemia, 2014) et l’IFN-α qui intervient 

dans la production des PC à courte durée de vie (Mathian A et al., Eur J Immunol, 2011). Ainsi, 

les PB ont été cultivés avec de l’IL-2, de l’IL-6, de l’IL-10 et de l’IFN-α pendant 2 jours (Figure 

5).  
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Figure 5 : Modèle de culture cellulaire des PB obtenus in vitro et utilisés pour étudier le rôle de DEC2.  Les 
lymphocytes B naïfs et B mémoires de sang ont été cultivés tel que décrit précédemment (Le Gallou et al., J 
Immunol, 2012). Pendant 4 jours, les lymphocytes B ont été cultivés avec de l’IL-2, du CD40L, des CpG et de l’anti-
BCR (Stim 1) pour les activer. Ils ont ensuite été cultivés avec de l’IL-2, de l’IL-4 et de l’IL-10 (Stim 2) pendant 2 
jours pour les différencier. Au 6ème jour de culture, les P1 ou « PB obtenus in vitro » ont été triés puis cultivés 2 
jours supplémentaires avec de l’IL-2, de l’IL-6, de l’IL-10 et de l’IFN-α (Stim 3). A l’issue du 8ème jour, nous avons 
procédé à l’acquisition des données et à l’analyse des résultats.  

 

 

b. Inhibition de DEC2  

 

Après avoir validé l’expression de DEC2 dans les lignées cellulaires et dans les PB 

obtenus in vitro, nous avons bloqué l’expression de DEC2 par plusieurs méthodes afin 

d’étudier son rôle fonctionnel. Ainsi, nous avons cultivé les PB obtenus in vitro avec un siRNA 

(Figure 6A) (Montagner M et al., Nature, 2012), mais l’électroporation induite pour permettre 

l’entrée du siRNA dans les cellules provoquait la mort de près de 20% d’entre elles (Figure 6B).  
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Figure 6 : Inhibition de l’expression de DEC2 avec un siRNA dans les PB obtenus in vitro. A. L’expression de DEC2 
dans les lymphocytes B différenciés in vitro a été inhibée par un système de siRNA (Montagner M et al., Nature, 
2012) siCTL = siRNA contrôle, siDEC2 = siRNA dirigé contre DEC2. L’expression de DEC2 a été déterminée par RT-
qPCR en utilisant le 2-ΔCt et ABL1 comme gène de référence.  B. Analyse de la viabilité cellulaire par cytométrie de 
flux des PB obtenus in vitro cultivés avec ou sans siRNA (% de viabilité = pourcentage de cellules dont la caspase 
3a n’est pas active : CaspGlow-).  

 

 

Nous avons également utilisé un autre outil d’inhibition qui ne nécessite pas 

d’électroporation et qui passe à travers la membrane plasmique sans électroporation : un 

oligonucléotide morpholino anti-sens (ASO). Cet oligonucléotide se fixe sur l’ARN pré-

messager de DEC2 dans le noyau des cellules et provoque un saut de l’exon 2 lors de la 

synthèse de l’ARN messager. Ce saut d’exon induit un décalage du cadre de lecture et la 

production d’un codon STOP, empêchant la synthèse d’une protéine fonctionnelle. Nous 

avons vérifié la délétion de l’exon 2 par PCR sur gel d’agarose : DEC2 complet est composé de 

334 paires de bases (pb), avec le saut de l’exon 2, DEC2 ne fait plus que 270 pb (Figure 7A). En 

dépit du changement de technique et de l’absence d’électroporation, la viabilité cellulaire 

n’était pas meilleure dans ces conditions (Figure 7B). Néanmoins, nous avons conservé l’ASO 

pour sa facilité d’utilisation.  
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Figure 7 : Inhibition de l’expression de DEC2 dans les PB issus du modèle de différenciation in vitro. A. Détection 
du saut d’exon par PCR sur gel d’agarose, PB_J8 = plasmablastes (PB) obtenus par différenciation in vitro après 8 
jours de culture, ASO CTL = PB cultivés avec l’oligonucléotide anti-sens contrôle, ASO DEC2 = PB cultivés avec l’ASO 
dirigé contre DEC2. B. Analyse de la viabilité des cellules cultivées avec ou sans ASO, par cytométrie de flux (% de 
viabilité = pourcentage de cellules dont la caspase 3a n’est pas active : CaspGlow-).  

 

 

Nous avons ensuite mis en évidence la perte d’expression protéique de DEC2 par 

western-blot (Figure 8), ce qui a été un défi technologique puisque : 1) les anticorps proposés 

dans le commerce ne sont pas totalement spécifiques de la protéine, et 2) DEC2 est un facteur 

de transcription faiblement exprimé dans les PB et donc difficile à mettre en évidence. Le 

western-blot ci-dessous a été réalisé sur la lignée U266 cultivée deux jours avec l’ASO contrôle 

(CTL) ou l’ASO dirigé contre DEC2 (DEC2) ou avec les siRNA. Afin de faciliter la détection de 

DEC2, nous avons extrait les protéines nucléaires (N) et les protéines cytoplasmiques (C), en 

attendant DEC2 à 50kDa, et majoritairement exprimé dans le noyau puisqu’il s’agit d’un 

facteur de transcription. La diminution d’expression de DEC2 a ainsi été validée pour le siRNA, 

et également pour l’ASO, mais plus faiblement. Curieusement, dans les extraits nucléaires, 

nous avons observé une bande supplémentaire supposant que DEC2 pourrait porter des 

modifications post-traductionnelles ou qu’il existerait sous forme de variants alternatifs. Cette 

double bande a d’ailleurs déjà été observée dans une autre étude (Makino Y et al., Sci Rep, 

2019).  
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Figure 8 : Validation de la perte d’expression protéique de DEC2 dans la lignée U266 par western-blot. Le 
western-blot a été réalisé avec les extraits protéiques cytoplasmiques (C) et nucléaires (N) des cellules U266 
cultivées avec le siRNA contrôle (CTL) ou dirigé contre DEC2 (DEC2), ou avec l’ASO CTL ou contre DEC2 pendant 
deux jours. La ꞵ-actine a été utilisée comme témoin de charge et l’histone 3 pour valider l’enrichissement en 

protéines nucléaires.   
 

 

3) Rôles de DEC2 dans les PB   

 

Etant donné que DEC2 est un gène impliqué dans la différenciation de nombreux types 

cellulaires tels que les chondrocytes (Sasamoto T et al., Int J Mol Med, 2016), les lymphocytes 

Th2 murins (Liu Z et al., J immunol, 2009) et les lymphocytes B1 murins (Kreslavsky T et al., 

Nat Immunol, 2018), nous avons cherché à savoir s’il était impliqué dans la différenciation des 

lymphocytes B activés en PB. Dans ce contexte, nous avons cultivé les lymphocytes B activés 

avec l’ASO afin d’inhiber DEC2 au quatrième jour de culture, soit en même temps que le 

changement de stimulation qui permet la différenciation des lymphocytes B activés en PB. 

Nous avons analysé par cytométrie de flux les pourcentages de PB obtenus deux jours après. 

Le pourcentage de PB ne variait pas en absence d’expression de DEC2 (41,1 % contre 41,9 % 

pour la condition contrôle en moyenne) (Figure 9A). Nous avons également analysé par qPCR 

l’expression de certains gènes dans ces cellules et dans des PB issus d’amygdales. La 

suppression de l’expression de DEC2 n’avait pas non plus d’impact sur l’expression des gènes 

B (PAX5, BCL6, SPIB), PB (PRDM1, XBP1, XBP1s) et des gènes de la signature mise en évidence 

dans les précédents résultats (CREB3L2, ERN1 et NLRP14) (Figure 9B). Il faut tout de même 

noter que lorsque les PB primaires d’amygdales sont cultivés avec l’ASO CTL, il y a une 

modification assez importante de l’expression des gènes étudiés.  
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Figure 9 : DEC2 n’a pas d’impact sur la différentiation des lymphocytes B en PB. A. Analyse par cytométrie de 
flux du pourcentage de PB obtenus in vitro (VPD450faible CD38++) et cultivés deux jours sans ASO (NT pour non 
traitées), avec l’ASO contrôle (ASO CTL) ou avec l’ASO dirigé contre DEC2 (ASO DEC2). 
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B. Expression des gènes de l’identité B (PAX5, BCL6, SPIB), plasmocytaire (PRDM1, XBP1, XBP1s) et des gènes de 
la signature minimale plasmablastique (CREB3L2, ERN1, NLRP14) dans les PB d’amygdales et dans les PB issus du 
modèle de différenciation in vitro, cultivés deux jours sans ASO (NT pour non traitées), avec l’ASO contrôle (ASO 
CTL) ou avec l’ASO dirigé contre DEC2 (ASO DEC2). L’expression des ARNm a été déterminée par le 2-ΔCt en utilisant 
ABL1 comme gène de référence.  

 

 

Ensuite, nous nous sommes intéressés au rôle de DEC2 dans le cycle cellulaire puisqu’il 

a été décrit à la fois comme inducteur de la prolifération cellulaire (Wu Y et al., Int J Mol Med, 

2015) et comme inhibiteur du cycle (Kreslavsky T et al., Nat Immunol, 2018 ; Sasamoto T et 

al., Int J Mol Med, 2016), voire même impliqué dans la quiescence (Adam AP et al., Cancer 

Res, 2009 ; McGrath J et al., Mol Cancer Res, 2019 ; Yu-Lee LY et al., Sci Rep, 2019). Nous avons 

donc suivi la dilution du VPD450, marqueur de la prolifération, dans des cellules issues du 

modèle de différenciation au cinquième jour de culture (J5) (apparition de PB précoces) et au 

sixième jour de culture (J6) (PB différenciés) exprimant ou non DEC2 (Figure 10A). Cette 
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expérience montre que la culture avec les siRNA ne semble pas impacter la prolifération des 

lymphocytes B. Nous avons également analysé les phases du cycle cellulaire. Pour se faire, 

nous avons cultivé les cellules U266 pendant 24 heures en inhibant DEC2 avec l’ASO et nous 

avons analysé par cytométrie de flux les différentes phases du cycle cellulaire avec un 

marquage EdU/DAPI. Ainsi, les cellules doubles négatives sont en phase G0 ou G1, celles ayant 

incorporé le DAPI mais pas l’EdU sont en phase M et les cellules ayant incorporé l’EdU et de 

manière variable le DAPI sont en phase S (Figure 10B). DEC2 ne semble pas impliqué dans la 

régulation des phases du cycle cellulaire dans les cellules U266 puisqu’avec l’ASO CTL ou celui 

dirigé contre DEC2, nous obtenons les mêmes pourcentages de cellule en phase G0/G1 (80,5 

et 80,4% respectivement), en phase S (10,6 et 10,4%) et en phase M (5,20 et 4,43%).  

 

 

Figure 10 : DEC2 ne semble pas avoir d’impact sur la prolifération et sur le cycle cellulaire des lymphocytes B 
activés et des cellules de myélome multiple U266. A. Les lymphocytes B obtenus in vitro au quatrième jour de 
culture ont été cultivés un jour (J5) ou deux (J6) avec le siRNA contrôle (siCTL) ou contre DEC2 (siDEC2). La 
prolifération a été suivie par la dilution du VPD450 par cytométrie de flux. Les histogrammes ont été obtenus 
grâce à la fonction « Normalized to Mode » du logiciel FlowJo. B. Les trois principales phases du cycle cellulaire 
ont été déterminées en fonction de l’incorporation du DAPI et de l’EdU (G0/G1 : DAPI- EdU- ; S : DAPIint EdU+ ; M : 
Dapi+ EdU-) pour les cellules U266 non traitées (NT), cultivées avec l’oligonuléotide anti-sens contrôle (ASO CTL) 
ou dirigé contre DEC2 (ASO DEC2).  
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Ces résultats préliminaires semblent montrer une absence d’implication de DEC2 dans 

la prolifération et le cycle cellulaire.  

 

Enfin, malgré sa description comme inducteur de la mort (Wu Y et al., Biomed Res, 

2012) ou comme répresseur de l’apoptose (Liu Q et al., Int J Mol Med, 2016), nous n’avons 

pas montré d’impact de DEC2 sur la mort cellulaire des lymphocytes B (Figures 6B et 7B).  

 

Nos résultats préliminaires indiquent que DEC2 ne semble pas avoir d’impact sur la 

différenciation, la prolifération, le cycle cellulaire et la survie des PB primaires et sur une lignée 

de myélome multiple testée. Nous avons donc utilisé une nouvelle approche afin de 

déterminer le rôle de DEC2 dans les PB : le séquençage de l’ARN des PB issus du modèle de 

différentiation in vitro dans lesquels nous avons bloqué l’expression de DEC2.  

 

 

4) Le séquençage de l’ARN des PB obtenus in vitro avec inhibition de 

l’expression de DEC2    

 

Nous avons séquencé l’ARN de quatre populations issues d’un même donneur : 1) des PB 

obtenus in vitro au sixième jour de culture (PB_J6), 2) des PB obtenus in vitro au sixième jour 

de culture et cultivés avec l’IL-2, de l’IL-6, de l’IL-10 et de l’IFN-α pendant 2 jours, comme décrit 

précédemment (PB_J8), 3) des PB obtenus de la même manière et cultivés en plus avec l’ASO 

CTL (ASO_CTL) et 4) cultivés avec l’ASO dirigé contre DEC2 (ASO_DEC2). Cette expérience nous 

a permis de vérifier que le système de culture que nous avons développé permet de maintenir 

le phénotype PB/PC et de valider une nouvelle fois le fonctionnement de l’ASO.  
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a. Validation du saut d’exon 2 de DEC2  

 

Bien que nous ayons validé par PCR le saut d’exon 2 de DEC2, nous souhaitions également 

le valider avec le RNAseq. Nous avons donc réalisé un Sashimi Plot sur l'interface IGV qui 

permet de visualiser le nombre de reads alignés au niveau des jonctions exon-exon (Figure 

11). Ainsi, les PB_J6, PB_J8 et ASO_CTL ont respectivement 31, 35 et 30 % de liaisons exon1-

exon2 alors que l’échantillon ASO_DEC2 n’en a que 16 %. De plus, l’échantillon ASO_DEC2 a 

23 % de liaisons entre l’exon 1 et l’exon 3, alors que les autres échantillons n’en ont aucune, 

validant ainsi le saut de l’exon 2.  

 

 

Figure 11 : Validation du saut d’exon 2 dans les plasmablastes obtenus in vitro et cultivés avec l’ASO DEC2. 
Sashimi plot représentant le nombre de reads alignés sur les jonctions exon-exon de DEC2 dans les plasmablastes 
(PB) obtenus in vitro au sixième jour de culture (PB_J6) et au 8ème jour (PB_J8), cultivés avec l’ASO contrôle 
(ASO_CTL) ou avec l’ASO contre DEC2 (ASO_DEC2). Le pourcentage de liaisons entre les exons a été calculé en 
prenant en compte la totalité des liaisons exon-exon sur DEC2.  
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Afin de mettre en évidence les effets induits par DEC2, nous avons analysé les données sur 

R Studio avec le package DESeq2. Nous avons choisi de sélectionner les gènes avec un fold 

change (FC) de 1,5. Cette analyse nous a permis de mettre en évidence les gènes 

différentiellement exprimés (DEG) entre toutes les conditions comparées deux à deux 

(ASO_CTL vs PB_J8 par exemple). Pour effacer l’effet induit par l’ASO sur la culture et nous 

focaliser sur les cibles spécifiques de DEC2, nous avons d’abord sélectionné les DEG entre les 

PB ASO_CTL et les PB_J8 (Figure 12, jaune) et les DEG entre ASO_DEC2 et ASO_CTL (Figure 12, 

bleu), puis nous avons conservé uniquement les 1159 gènes spécifiquement 

différentiellement exprimés sous l'effet de la délétion du gène DEC2 (ASO_DEC2) par rapport 

à la condition contrôle (ASO_CTL). (Figure 12). 

 

 

Figure 12 : Gènes différentiellement exprimés avec un fold change de 1,5, entre les PB exprimant DEC2 et ceux 
ne l’exprimant pas. Diagramme de Venn représentant les 10 256 gènes différentiellement exprimés (DEG) entre 
ASO_CTL et PB_J8 (jaune) et les 2 484 entre ASO_DEC2 et ASO_CTL (bleu). Seuls les 1159 DEG, non communs aux 
DEG entre ASO_CTL et PB_J8 ont été retenus pour l’analyse.  

 

 

a. Effets de la culture des PB sur l’expression génique  

 

Etant donné que DEC2 est spécifiquement exprimé dans les PB, nous avons choisi d’inhiber 

son expression au sixième jour de culture dans des cellules différenciées. Nous avons donc 

développé un cocktail de cytokines adapté à la culture des PB. L’analyse en composante 

principale (ACP) des quatre populations séquencées révèle que plus de 95 % de la variabilité 

d’expression génique est expliquée par deux axes : le premier représente l’effet de DEC2 

(Dim1), avec la plus grande variabilité. Ainsi, les échantillons contrôles (PB_J8 et ASO_CTL) 
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sont situés à une extrémité du graphe et l’échantillon avec inhibition de l’expression de DEC2 

est situé à l’autre extrémité (Figure 13A). L’axe 2 (Dim 2) représente l’effet de la culture avec 

les PB récupérés le sixième jour de culture en bas et ceux récupérés au huitième jour (PB_J8, 

ASO_CTL et ASO_DEC2) en haut. La carte d'expression des gènes (heatmap) effectuée avec les 

1159 DEG permet de donner une vision globale des profils des quatre populations (Figure 

13B). Ainsi, la heatmap montre que le transcriptome des cellules ASO_CTL est proche de celui 

des PB_J8, comme attendu. En revanche, le dendrogramme semble indiquer que les PB_J6 

ont un transcriptome plus proche de ces deux populations que de la condition ASO_DEC2, qui 

a pourtant été réalisée sur des PB obtenus au même temps de culture.  

 

 

 

Figure 13 : Comparaison des PB_J6, PB_J8, ASO_CTL et ASO_DEC2. A. Analyse en composante principale des 
quatre populations séquencées : la Dim 1 représente l’effet de DEC2 et la Dim 2 représente l’effet de la culture. 
B. Heatmap de l’expression des 1159 gènes différentiellement exprimés entre les conditions ASO_CTL et 
ASO_DEC2, non communs à ceux différentiellement exprimés entre la situation PB_J8 et ASO_CTL.  

 

 

Afin d’éviter les variations d’expression géniques induites par la culture, nous avons 

réduit notre analyse aux populations PB_J8, ASO_CTL et ASO_DEC2 obtenues aux mêmes 

temps et conditions de culture. Ainsi, les populations PB_J8 et ASO_CTL se retrouvent comme 

précédemment sur le même axe en ACP, et près de 92% de la variabilité d’expression génique 

est induite par la perte d’expression de DEC2 (Dim 1) (Figure 14A). La heatmap basée sur 
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l’expression des gènes les plus différentiellement exprimés entre ces populations (1159 gènes) 

montre également que les populations où l’expression de DEC2 n’est pas altérée, sont plus 

proches transcriptionnellement entre elles que de la population ASO_DEC2 (Figure 14B).   

 

 

 

Figure 14 : Comparaison des PB_J8, ASO_CTL et ASO_DEC2. A. Analyse en composante principale (ACP) : la Dim 
1 représente la plus grande variabilité d’expression génique et correspond à l’effet de DEC2. B. Heatmap de 
l’expression génique des 1159 gènes différentiellement exprimés entre les conditions ASO_CTL et ASO_DEC2, non 
communs à ceux différentiellement exprimés entre la situation PB_J8 et ASO_CTL.  

 

 

b. Effets de DEC2   

 

Les 1159 gènes ainsi mis en évidence sont impliqués dans plusieurs fonctions cellulaires : 

le métabolisme des lipides (PLA2G3, ENPP7, ARSH, PLA2G1B, NPC1L1, APOH, APOC3) ; les 

interactions lymphocytes/non-lymphocytes (SIGLEC9, SIGLEC7, CD300LB, CD300A, 

LAMTOR2) et des gènes impliqués dans la dégradation de la matrice extracellulaire et dans 

l’interaction avec des protéoglycanes (CTRB1, MMP9, MMP7, CTSK, ITGB3, LAMA5). On trouve 

également des cytokines et des récepteurs de chimiokines (CCL3L3, CCL17, CCR9, IL3, LIF) 

(Figure 15).  
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Figure 15 : Fonctions cellulaires et réseaux d’interactions protéiques régulés par DEC2. Analyse effectuée sur les 
1159 DEG impactés par DEC2 (analyse sur la String Database et à l’aide d’EnrichR).  

 

Plusieurs des gènes cités jouent également un rôle dans la migration cellulaire. D’après la 

littérature, le gène le plus différentiellement exprimé (FC = -2,4) : la phospholipase A2 du 

groupe III (PLA2G3) est une enzyme impliquée dans la conversion des phospholipides en acide 

arachidonique qui favorise la migration cellulaire (Murase R et al., Sci Rep, 2017 ; Tunset HM 

et al., Mol Sci, 2019), tout comme d’autres phospholipases A2 (Muñoz NM et al., J Immunol, 
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2007). On trouve également des gènes impliqués dans la dégradation de la matrice extra-

cellulaire comme le gène de la métalloprotéinase MMP7 (+1,69) et de la MMP9 (-1,95), 

également décrites comme pro-migratoires ; des gènes directement associés à la 

migration comme le facteur inhibant la migration des leucocytes : LIF (-1,62), SIGLEC7 (-1,87) 

et SIGLEC9 (-1,55) (Zheng V et al., J Immunol Res, 2020), LAMTOR2 (-1,78) qui promeut la 

migration des cellules dendritiques dans les ganglions chez la souris (Scheffler JM et al., Nat 

Commun, 2014) et CD300A (-1,58) qui inhibe la migration trans-endothéliale (Ghavampour S 

et al., PLoS One, 2013). On trouve également des protéines d’adhésion comme CADM3 (-1,99), 

l’intégrine B3 : ITGB3 (+1,62), une cadhérine (CDH10 : +1,55), CALML3 qui initie la migration 

(Yang B et al., Nat commun, 2018). Ces protéines sont notamment impliquées dans la 

transition épithélio-mésenchymateuses.  

 

A l’aide d’analyses d'enrichissement de gènes (GSEA), nous avons mis en évidence d’autres 

voies de signalisation impactées par DEC2 et également décrites dans la littérature. Toutefois, 

le faible nombre de gènes différentiellement exprimés ne permettait pas une analyse 

optimale, et nous avons donc choisi d’élargir cette analyse aux 2484 gènes (1325 + 1159, 

Figure 12) différentiellement exprimés entre les conditions ASO_DEC2 et ASO_CTL. Dans les 

deux cas, les mêmes voies de signalisation étaient impactées, mais le nombre de gènes 

impliqués variait. Ainsi, on trouve un enrichissement d’expression en absence du gène DEC2 

(ASO_DEC2) des gènes impliqués dans la réponse à l’hypoxie tels que ANGPTL4, VEGFA, HK2 

et PGK1, déjà décrits comme régulés par DEC2 (Hu T et al., J Exp Clin Cancer Res, 

2015) (Figure 16) ; dans l’apoptose via les gènes des caspases (CASP1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 et 9) ; 

dans la transition épithélio-mésenchymateuse (PLOD2, ITGB3, MATN3, MYL9) et dans les 

phases du cycle cellulaire, et notamment G2/M (CDC25A, CDK4, CDKN1B, CDKN2C) et la voie 

E2F avec principalement les gènes DEK et DONSON, déjà décrits comme cibles de DEC2 grâce 

à un ChIP-Seq ciblant la protéine DEC2 dans les lymphocytes B1 murins (Kreslavsky T et al., 

Nat Immunol, 2017).  
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Figure 16 : Analyse de l’enrichissement des gènes (GSEA) impliqués dans la réponse à l’hypoxie dans la 

condition ASO_DEC2 versus ASO_CTL. Analyse de l’enrichissement des gènes réalisée soit sur la liste complète 

des 2284 DEG entre les deux conditions (à gauche), soit sur la liste réduite des 1159 DEG (à droite).  
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Discussion et perspectives :  

 

1) Outils utilisés pour étudier le rôle de DEC2 dans les PB/PC et méthodes 

d’analyses  

 

L’étude de DEC2 est particulièrement difficile puisque peu d’outils fonctionnels sont à 

disposition ou spécifiques. En effet, du fait de sa similarité structurale avec DEC1, les outils 

utilisés ciblent souvent les deux facteurs de transcription. Dans cette étude, nous n’avons pas 

choisi de cibler les deux facteurs de transcription puisque, même s’il est exprimé dans les PC 

de moelle osseuse, DEC1 n’est pas exprimé dans les PB d’amygdales.  

 

Souvent, les équipes ayant travaillé sur DEC2 ont elles-mêmes développé les sondes 

utilisées pour les qPCR, les outils d’inhibition (shRNA, siRNA), les constructions génétiques de 

manière à induire l’expression de DEC2 taggué et à faciliter sa détection par un anticorps anti-

tag (DEC2-HA, DEC2-Flag) (Makino Y et al., Sci Rep, 2019). Certaines ont également créé des 

anticorps dirigés contre DEC2 (Montagner M et al., Nature, 2012). Au laboratoire, pour 

l’inhibition de DEC2, nous avons validé deux méthodes : l’ASO et le siRNA publié par 

Montagner et al. Pour le RNAseq, nous avons choisi d’utiliser l’ASO puisqu’il est plus simple 

d’utilisation et ne nécessite pas d’électroporation pour entrer dans les cellules qui est très 

mortelle pour les lymphocytes B. Toutefois, cet outil induit une mortalité tout aussi 

importante que le siRNA (bien que ces deux outils soient tous les deux dilués de la même 

manière) et la validation de son efficacité a été assez laborieuse, contrairement à celle du 

siRNA. De plus, nous nous sommes demandés si malgré le saut de l’exon 2, l’ASO empêchait 

bien l’expression de DEC2 et s’il n’y avait pas production d’une forme alternative de DEC2. 

Cependant, même si ce risque existe, aucun site d’initiation de la traduction (ATG) autre que 

le constitutif n’a été décrit jusqu’à présent. De plus, si un second site d’initiation de la 

traduction était utilisé, le cadre de lecture serait probablement décalé et le DEC2 obtenu serait 

donc bien différent de celui que l’on cible. Il faut noter qu’il n’existe qu’un codon ATG en 

position 790 de l’ARNm et situé dans l’intron, avant l’exon 3. Si la traduction protéique 
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démarrait à ce niveau, la protéine serait tronquée (de l’exon 1 et de l’exon 2) et comprendrait 

potentiellement une séquence supplémentaire provenant de l’intron en amont de l’exon 3, ce 

qui rendrait donc la protéine non-fonctionnelle. Dans ce cas, des simulations de repliements 

protéiques in silico permettraient d’y voir plus clair. Le deuxième risque lié à l’utilisation de 

l’ASO est l’épissage alternatif induit en dehors du saut d'exon, puisqu’il existe trois variants 

issus d’épissages alternatifs de DEC2, dont deux ne codant pas pour une protéine. Cependant, 

lors de l’optimisation de l’utilisation de l’ASO, le saut d'exon a été vérifié par PCR et par 

séquençage pour valider au nucléotide près le saut d’exon. Malgré tout, on peut imaginer que 

l’ASO induit le saut d’exons supplémentaires qui auraient été hors du champs détectable de 

la PCR. Dans ce cas, les protéines produites manqueraient d’un ou plusieurs domaines, ou en 

auraient des supplémentaires, et leur traduction conduirait à des formes non fonctionnelles. 

Cette hypothèse est peu probable, d’autant plus que 1) les bandes obtenues en PCR 

correspondent aux bandes attendues (DEC2 complet = 334 pb et DEC2 sans l’exon 2 = 270 pb) 

(Figure 7), 2) les bandes obtenues en western blot correspondent également à celles 

attendues (Figure 8) et 3) les Sashimi plot nous ont permis d’évaluer le pourcentage de liaisons 

exon-exon (Figure 11). Ces pourcentages varient peu entre les échantillons, qu’il y ait l’ASO ou 

non. On remarque seulement une diminution des liaisons entre les exons 1 et 2 et les exons 2 

et 3 dans la condition ASO_DEC2, et une augmentation des liaisons entre les exons 1 et 3, ce 

qui valide le saut de l’exon 2. Dans tous les cas, l’utilisation de l’ASO n’est peut-être pas la 

bonne solution puisque 10 256 gènes ont été retrouvés différentiellement exprimés entre le 

PB_J8 et l’ASO_CTL, alors qu’on n’en a retrouvé que 2 484 entre les conditions ASO_CTL et 

ASO_DEC2 (Figure 12), ce qui montre un effet puissant et non négligeable de l’outil ASO sur 

les cellules. Dans ces conditions, et puisque le siRNA est disponible, il serait probablement plus 

intéressant d’utiliser cet outil pour la suite des expérimentations.  

 

En ce qui concerne les sondes fabriquées et utilisées pour la qPCR, nous avons élaboré 

différents couples qui ciblent principalement l’exon 1, car il est difficile d’élaborer des sondes 

en dehors de cette zone et qui soient spécifiques de DEC2. Ces sondes ont été fabriquées à 

partir de la séquence d’ADNc de DEC2 et une PCR in silico a été effectuée sur le site Genome 

Browser afin de valider la cible.  Il n’est donc pas possible de mesurer l’expression de DEC2 

par qPCR lorsque l’on utilise l’ASO. Nous avons donc validé le saut d’exon par PCR (couple de 
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sondes ciblant les exons 1 et 4) et par RNAseq à l’aide des Sashimi plot, en déterminant le 

pourcentage de liaison entre les exons 2 et 3, sans pour autant observer une diminution des 

reads alignés sur DEC2.  

 

Pour les anticorps, nous n’avons pas pu obtenir ceux utilisés par Montagner M et al., 

puisqu’il s’agissait d’anticorps non commercialisés. Nous avons donc testé plusieurs anticorps 

monoclonaux commerciaux et avons conservé celui qui donnait les meilleurs résultats. Etant 

donné que DEC2 est un facteur de transcription faiblement exprimé, nous avons isolé les 

extraits cytoplasmiques et nucléaires pour détecter la protéine (Figure 8). Curieusement, nous 

avons détecté une bande supplémentaire dans les extraits nucléaires. Ce résultat a également 

été mis en évidence dans une précédente étude et les auteurs suggéraient qu’il s’agissait de 

modifications tissus-spécifiques (Makino Y et al., Sci Rep, 2019). Afin de poursuivre les études 

sur DEC2, il paraît indispensable de développer un anticorps spécifique. Dans ce cadre et en 

collaboration avec l’Etablissement Français du Sang (EFS), nous pourrions envisager de 

développer cet outil au laboratoire, ce qui permettrait de valider l’expression de DEC2 au 

niveau protéique par western-blot ou par cytométrie de flux.  

 

Enfin, concernant les analyses du RNAseq, notre but était d’évaluer l’impact de DEC2 et 

d’éviter le biais dû à l’effet de l’outil ASO, c’est pourquoi nous avons choisi de sélectionner 

les 1159 DEG. Cet ensemble de gènes ne contient pas les DEG dont l’expression varie 

également entre la condition ASO_CTL vs PB_J8. Même si ce filtrage permet d’éliminer les 

cibles directement impactées par l’outil ASO, elles éliminent également des gènes impactés 

par DEC2. Les analyses issues de ce jeu de données sont donc restreintes et limitent le 

nombre de gènes impliqués dans des voies de signalisation, notamment en GSEA. Ainsi, les 

résultats obtenus après ce filtrage sont moins puissants que ceux obtenus sans, alors même 

que l’on retrouve les mêmes voies de signalisation (Figure 16), ce qui porte à réflexion sur 

la manière dont nous devons analyser ces données. Toutefois, ces analyses ont permis de 

valider des cibles de DEC2 décrites dans la littérature. C’est  par exemple le cas pour des 

gènes impliqués dans la réponse à l’hypoxie, comme ANGPTL4 et VEGFA. Nous n’avons 

cependant pas retrouvé les gènes HIF, décrits comme cibles de DEC2 (Hu T et al., J Exp Clin 
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Cancer Res, 2015), probablement parce qu’ils peuvent également être régulés par DEC2 au 

niveau protéique (Montagner M et al., Nature, 2012).  

 

2) Effet de la culture de J6 à J8  

 

Etant donné l’expression tardive de DEC2 dans la différenciation terminale B, nous 

avons choisi de cultiver des PB obtenus in vitro et bien différenciés (jour 6) puis de les cultiver 

deux jours supplémentaires que précédemment décrit (Le Gallou S et al., J Immunol, 2012). 

Nous avons choisi d’utiliser de l’IL-2, de l’IL-6, de l’IL-10 et de l’IFN-α. Le RNA-seq (PB_J8 vs 

PB_J6) a permis de mettre en évidence que de nombreuses cibles (10 256) sont induites ou 

réprimées dans ces conditions, mais elles correspondent principalement à des ARN non 

codants, des pseudogènes et quelques miRNA. Par ailleurs, des gènes de réponses à l’IFN sont 

augmentés tels que IFIT1 et 3, IFI44L, probablement en réponse à l’IFN ajouté dans le milieu 

de culture. De nombreux gènes de l’identité B sont réprimés tels que PAX5 (FC de -3,96), BCL6 

(-2,63) et IRF8 (-2,33). Les gènes de l’identité PB, issus de la base de données Genomic Scape, 

sont diminués à J8 : IGF1 (-2,2), CRELD2 (-4,75), SELPLG (-3,72). Enfin, les gènes de l’identité 

plasmocytaire sont eux augmentés dans les PB à J8, tels que CXCL12 (+2,03), OASL (+4,83), 

PLA2G2D (+2,35). Contrairement à nos attentes, PRDM1 (-4,54) et XBP1 (-3,23) sont plus 

faiblement exprimés à J8, même s’ils restent fortement exprimés (8 600 reads et 15 900 reads 

respectivement), ainsi que les gènes « Variable » des chaines lourdes des Ig (IGHV). La culture 

deux jours supplémentaires semble donc favoriser la différenciation des PB vers un phénotype 

de type PC.  

 

3) Rôles potentiels de DEC2 dans les PB/PC  

 

DEC2 a principalement été décrit pour son rôle dans le rythme circadien, mais il 

intervient également dans de nombreuses fonctions cellulaires comme la différenciation, la 

prolifération, l’apoptose et la migration. A l’heure actuelle, une seule étude révèle le rôle de 

DEC2 et de son paralogue DEC1 dans les lymphocytes B et montre que DEC2, et dans une 
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moindre mesure DEC1, sont impliqués dans la différenciation des lymphocytes B1 spléniques 

et péritonéaux murins (Kreslavsky T et al., Nat Immunol, 2017), mais aucune étude ne décrit 

le rôle de DEC2 dans les PB humains. Nos expériences fonctionnelles préliminaires semblent 

révéler que DEC2 n’est pas impliqué dans la différenciation, la prolifération et la survie des PB 

humains (Figures 9, 10, 6 et 7), mais nos analyses transcriptomiques semblent indiquer qu’il 

régulerait un grand nombre de cibles. L’ensemble des résultats obtenus, nous a donc permis 

d’établir plusieurs hypothèses sur le rôle de DEC2 dans les PB et les PC humains (Figures 12-

16).  

 

a. Hypothèses sur les rôles de DEC2 et du CD23 dans la 

différenciation terminale B et dans le FL  

 

Nous avons montré que DEC2 est exprimé au fur et à mesure de la différenciation 

(Figures 1, 2 et 3), alors que l’expression de FCER2 (codant pour le CD23) est perdue. Nos 

analyses in silico montrent que FCER2 contient une E-box « CACGTG » dans son promoteur, 

qui pourrait permettre la fixation de DEC2 et/ou de son paralogue DEC1, et donc sa régulation. 

Dans ce cadre, nous avons émis l’hypothèse que lors de la différenciation en PB, DEC2 

inhiberait l’expression de FCER2, ce qui expliquerait pourquoi les PB perdent son expression. 

Cette hypothèse pourrait être vérifiée en réalisant une ChIP-qPCR de DEC2, sachant que FCER2 

n’est pas retrouvé dans les cibles de DEC2 dans les données de ChIP-seq disponibles 

(Kreslavsky T et al., Nat Immunol, 2017). De plus, l’expression de FCER2 est perdue avant 

même l’entrée dans le GC et l’expression de DEC2, ce qui suppose que DEC2 n’est 

probablement pas à l’origine de la répression de FCER2. En revanche, nos analyses in silico sur 

UCSC montrent qu’il existe un site de fixation de DEC1 (site identique à celui de DEC2) dans le 

promoteur de STAT6, en plus de celui présent dans FCER2, qui n’est ni retrouvé dans le 

promoteur d’IL-4R, ni dans celui du CD40 (Figure 17). Ainsi, on peut imaginer que ce serait 

plutôt DEC1, exprimé plus précocement que DEC2, qui inhiberait l’expression de FCER2 et ce 

soit de manière directe, soit de manière indirecte via sa fixation sur le promoteur de STAT6. 

Dans ce cas, il existerait une balance d’expression de ces deux facteurs, comme il existe déjà 

dans le GC pour les protéines IRF4 et IRF8 par exemple. Ainsi, DEC1 qui est exprimé avant 
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l’entrée dans le GC bloquerait l’expression de DEC2, et celle de STAT6. Au fur et à mesure de 

la différenciation, DEC2 inhiberait à son tour DEC1 pour induire ses fonctions dans les PC.   

 

 

Figure 17 : Il existe un site de fixation pour DEC1/DEC2 dans le promoteur de STAT6. Analyse in silico sur UCSC. 
Il existe un site prédictif de fixation de DEC1 dans le promoteur de STAT6 (ENCODE cCREs). Des données de ChIP-
seq de DEC1 ont montré dans plusieurs lignées cellulaire, sa fixation sur le promoteur de STAT6. BHLHE40 = DEC1. 
DEC2 et DEC2 ont les mêmes sites de fixation sur l’ADN (boîtes E).  

 

Nous nous sommes également interrogés sur le rôle de DEC2 et de DEC1 dans le FL 

puisque les B tumoraux des patients présentent une hétérogénéité d’expression du CD23 et 

que ces gènes ont été décrits dans de nombreux cancers (Numata A et al., Nat Commun, 

2018 ; Montagner M et al., Nature, 2012 ; Sethuraman A et al., Breast Cancer Res, 2018). 

Nos données montrent que les cellules tumorales CD23pos et CD23neg de FL n’expriment pas 

DEC2, même après culture avec le cocktail mimant l’interaction Tfh (Figure 18A). DEC2 n’est 

pas non plus exprimé dans les données de séquençage de transcriptome de FL disponibles 

dans la littérature (Figures 18B) (Milpied P et al., Nat Immunol, 2018). DEC2 n’étant pas 

exprimé, il n’aurait donc pas de rôle dans le développement du FL. En revanche, DEC1 est 

exprimé dans les B tumoraux CD23pos et CD23neg, et est induit sous stimulation de type Tfh 

(Figure 18A). Il pourrait donc être associé au développement du FL. Toutefois, on ne le trouve 

pas dans les données de RNA-seq au niveau cellule unique (Figure 18C), probablement parce 

que la méthode utilisée est moins sensible que celle que nous avons utilisé au laboratoire.  
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Figure 18 : Expression de DEC1 et DEC2 dans les lymphocytes B tumoraux de lymphome folliculaire. A. Analyse 
de l’expression de l’ARNm de DEC1 et de DEC2 par RT-qPCR. Les données sont exprimées en 2-ΔCt en utilisant ABL1 
comme gène de référence. Les lymphocytes B tumoraux de lymphome folliculaire (FL) CD23pos (CD23pos_FL), 
CD23neg (CD23neg_FL) et les B tumoraux CD23neg cultivés 24 heures avec du CD40, de l’IL-4 et de l’IL21 
expriment DEC1, mais pas DEC2. B. t-SNE (t-distributed stochastic neighbor embedding) des lymphocytes B 
tumoraux de FL. DEC1 et DEC2 ne sont globalement pas exprimés dans les lymphocytes B tumoraux de FL. B et C : 
Adapté de Milpied P et al., Nat Immunol, 2018.  
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b. Hypothèses sur les rôles de DEC2 et d’ATX dans la sortie des PB 

du GC   

 

Dans le cadre d’une étude sur le rôle de DEC2 dans le rythme circadien, les auteurs ont 

montré dans un modèle murin doublement déficient pour DEC1 et DEC2, une diminution 

d’expression d’ENPP2 codant pour l’Autotaxine (ATX) (Baier PC et al., Plos One, 2014). L’une 

des cibles d’ATX est CREB3L2 qui intervient dans le transport d’ATX à la membrane plasmique 

à travers le RE et l’appareil de Golgi, via les protéines SEC (Lyu L et al., J Biol Chem, 2017 ; 

Tomoishi S et al., Sci Rep, 2017) et qui est retrouvé dans la signature plasmablastique que 

nous avons mis en évidence (Figure 1). L’ATX a aussi pour rôle de modifier certains lipides 

membranaires, comme d’hydrolyser le LPC en LPA (Knowlden S et Georas SN, J Immunol, 

2014), et peut interagir avec les héparanes sulfates (Houben AJS et al., J Biol Chem, 2013) 

comme le SDC4 (Leblanc R et al., Oncotarget, 2018). Cette interaction protéique implique les 

intégrines (Kanda H et al., Nat Immunol, 2009) et promeut la métastase (Willier S et al., Biol 

Cell, 2013 ; Leblanc R et al., Oncotarget, 2018).  

 

De nombreuses études s’intéressent au rôle d’ATX dans la migration des lymphocytes. 

Ainsi, l’interaction entre le LPC (produit par ATX) et ICAM1 est nécessaire à la bonne 

localisation des lymphocytes B spléniques (Rieken S et al., J Biol Chem 2006). Toutefois, en 

fonction du récepteur impliqué, le LPA peut soit bloquer la migration des lymphocytes T, soit 

la faciliter, notamment en induisant l’expression de MMP et la polymérisation de l’actine dans 

le cytoplasme. Cet effet est dose-dépendant et est plus important en présence de CXCL12 et 

de CCL21 (Zheng Y, et al., J Immunol, 2001 ; Kanda H et al., Nat Immunol, 2009). Par ailleurs, 

il a été montré que l’ATX est fortement exprimée dans les HEV et qu’elle est produite par les 

cellules endothéliales.  

 

L’ensemble de ces éléments nous a amené à supposer que DEC2 pourrait réguler la 

migration des PB et/ou le maintien des PC dans leur niche médullaire, notamment via ATX et 

le CD138. En effet, notre RNAseq révèle que le gène ENPP7 qui ressemble fortement à ENPP2, 
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est induit par DEC2. Ce gène est peu décrit dans la littérature, mais une étude le mentionne 

dans un contexte d’invasion ATX-dépendante des cellules tumorales de mélanome (Banerjee 

S et al., J Med Chem, 2017). Ce gène serait induit par DEC2, au même titre que d’autres gènes 

impliqués dans les modifications des lipides membranaires et qui ont les variations 

d’expression les plus élevées (PLA2G3, ARSH). D’autres gènes décrits dans la migration 

cellulaire sont également réprimés en l’absence de DEC2, tels que MMP9, SIGLEC7, et 

LAMTOR2 suggérant là encore un rôle de DEC2 dans la migration, et particulièrement dans la 

sortie des PB des OLS via les HEV et leur migration dans la moelle osseuse.  

 

Afin de confirmer ou d’infirmer le rôle de DEC2 dans la migration des PB, nous 

pourrions envisager de réaliser des tests de migration des cellules de lignées de MM dans un 

premier temps, puis des PB d’amygdales ou obtenus in vitro dans un second temps et 

n’exprimant pas DEC2. Ces expériences pourraient être réalisées dans des chambres de 

Boyden avec du CXCL12 et de l’ATX dans le puits inférieur pour attirer les PB (Hargreaves DC 

et al., J Exp Med, 2001). Si l’hypothèse était validée, nous devrions donc observer un blocage 

de la migration des PB en absence d’expression de DEC2.  

 

 

c. Hypothèses sur les rôles de DEC2 et du CD138 dans le maintien 

des PC dans la niche médullaire et de leurs rôles dans le MM  

 

Nous avons montré que DEC2 commence à s’exprimer dans les précurseurs de PB dans le 

GC (Figure 1) et que son expression augmente jusqu’au stade PC. De plus, DEC2 est exprimé 

dans certaines lignées de MM (Figure 4), ce qui suggère qu’il pourrait avoir un rôle dans le 

fonctionnement normal du PB et/ou dans sa pathologie. Nos analyses in silico des données de 

séquençage au niveau cellule unique de PC normaux et pathologiques (Ledergor G et al., Nat 

Med, 2018) ne révèlent pourtant qu’une faible, voire une absence d’expression de DEC2 dans 

les PC normaux, les gammapathies monoclonales de signification indéterminée (MGUS), les 

myélomes multiples (MM) ou les amyloses à chaîne légère, probablement parce que la 
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technique utilisée n’est pas assez sensible pour détecter les gènes faiblement exprimés (Figure 

19).  

 

 

Figure 19 : Expression de DEC2 dans les plasmocytes de moelle osseuse issus de patients sains ou atteints de 
myélomes. Sain = donneurs sains, Individus asymptomatiques : MGUS = Gammapathie monoclonale de 
signification indéterminée, SMM = Myélome multiple indolent ; Individus symptomatiques : AL = Amylose à chaîne 
légère, MM = myélome multiple. Données obtenues par séquençage de l’ARN au niveau cellule-unique sur 
Illumina, issues de Ledergor G et al., Nat Med, 2018.  

 

Le CD138 est un des principaux marqueurs des PC. Il est notamment impliqué dans la 

rétention des facteurs solubles permettant leur survie. Il a largement été décrit pour 

promouvoir la migration cellulaire (Péterfia B et al., Plos One, 2012 ; Pasqualon T et al., Mol 

Cell Res, 2016 ; Chute C et al., Breast Cancer Res, 2018) ou la bloquer, notamment en 

favorisant l’adhésion des cellules (Zong F et al., Plos One, 2011 ; Averbeck M et al., Exp 

Dermatol, 2017 ; Wang S et al., BMC Cancer, 2019). Dans le MM, le CD138 peut être clivé lors 

de l’initiation de l’apoptose (Jourdan M et al., Br J Haematol, 1998), ce qui conduit à une 

augmentation du CD138 soluble, qui est associée à un mauvais pronostic (Seidel C et al., Blood, 

2000). Les cellules tumorales exprimant fortement le CD138 sont plus prolifératives et 

survivent mieux que les cellules CD138neg, qui sont décrites comme étant plus mobiles 

(Akhmetzyanova I et al., Leukemia, 2020). Nos résultats préliminaires sur la lignée de MM 

U266 montrent qu’en absence de DEC2, les cellules semblent légèrement diminuer 

l’expression du CD138 (Figure 20). De plus, cet effet pourrait impliquer le gène DEK, qui 

semble être inhibé par DEC2, et qui a déjà été décrit comme inducteur de la migration 
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cellulaire, avec un léger mais significatif effet inhibiteur du CD138 (Lee KF et al., Int J Mol Sci, 

2019 ; Yu L et al., Oncotarget, 2016). Dans ces conditions, on peut donc penser que DEC2 

inhiberait DEK au fur et à mesure de la différenciation des PB en PC, qui lui-même inhiberait 

le CD138. Ainsi, DEC2 induirait l’expression du CD138 et promouvrait la rétention des PC dans 

la moelle osseuse, une fois totalement exprimé (Figure 20).  

 

 

Figure 20 : L’inhibition de DEC2 induit une diminution d’expression du CD138. L’expression du CD138 a été 
analysée par cytométrie de flux des cellules U266 (NT), cultivées avec l’ASO_CTL ou avec l’ASO_DEC2. MFI = 
Moyenne d’intensité de fluorescence. Le pourcentage de cellule a été normalisé grâce à la fonction « Normalized 
to Mode » du logiciel FlowJo.  

 

Il faut noter que DEC2 n’est pas exprimé dans toutes les lignées cellulaires de myélome 

multiple, c’est par exemple le cas dans la lignée XG21. On peut émettre l’hypothèse que ces 

cellules de MM exprimeraient moins fortement le CD138, seraient plus mobiles et donc plus 

agressives que les lignées exprimant DEC2. Dans un autre cadre, et puisque cette lignée est 

dépendante de l’IL-6 contrairement aux deux autres utilisées, nous pouvons émettre 

l’hypothèse qu’il existerait un lien entre DEC2, le CD138 et l’IL-6.  

 

 

En conclusion, DEC2 faiblement exprimé favoriserait d’abord la sortie des PB du GC et 

leur migration par les HEV jusqu’à la moelle osseuse. Une fois exprimé à son maximum, DEC2 

favoriserait ensuite le maintien des PC dans leur niche médullaire (Figure 21).  
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Figure 21 : Schéma illustrant les hypothèses établies sur le rôle DEC2 dans la migration des plasmablastes et le 
maintien des plasmocytes dans la niche médullaire. 1. Les plasmablastes (PB) migrent de la zone claire (LZ) 
(CXCL13+) du centre germinatif (GC) jusqu’à la zone sombre (DZ) en suivant le gradient de CXCL12 (produit par les 
cellules stromales de la zone sombre) avant de quitter le GC. DEC2 est exprimé à ce niveau et induit l’expression 
d’ENPP7, de PLA2G3, ARSH, MMP9, SIGLEC7 qui facilitent la sortie des PB du GC. 2. Les PB migrent dans la zone 
T en suivant le gradient de CCL21 produit par les cellules réticulaires fibroblastiques. 3. Les PB rejoignent la 
circulation sanguine en suivant le gradient de CXCL12 et d’ATX, produits par les cellules endothéliales des veinules 
à endothélium épais (HEV). 4. Les PB arrivent dans leur niche dans la moelle osseuse et deviennent plasmocytes 
(PC). Ils expriment encore plus fortement DEC2 qui induit l’expression de SDC1 (CD138) ce qui permet aux PC de 
retenir les facteurs solubles nécessaires à leur survie dans leur niche. DEC2 inhibe également DEK qui lui-même 
promeut la migration et bloque l’expression du CD138.  
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4) Perspectives  

 

Pour augmenter la qualité de notre analyse et confirmer ces résultats, nous avons 

séquencé l’ARN de PB obtenus in vitro de 3 nouveaux donneurs, sans la condition PB_J6. Nous 

avons avant tout vérifié et validé le saut d’exon 2 dans la condition ASO_DEC2 (Figure 22). 

Ainsi, les PB_J8 et les PB cultivés avec l’ASO_CTL ont un nombre similaire de reads alignés sur 

les jonctions exon-exon, alors que les PB cultivés avec l’ASO_DEC2 ont moins de reads sur les 

jonctions 1-2 et 2-3, ils en ont entre les exons 1 et 3, et en ont plus entre les exons 3-4 et 4-5 

en comparaison aux deux premières situations, ce qui valide le saut d’exon 2. Les données de 

séquençage sont actuellement en cours d’analyse.  

 

 

Figure 22 : Validation du saut d’exon 2 dans les plasmablastes obtenus in vitro et cultivés avec l’ASO DEC2. Les 
pourcentages de liaison entre les exons ont été calculés à partir des Sashimi plot obtenus sur IGV. Les 3 derniers 
donneurs séquencés sont en noir, le donneur séquencé précédemment est en rouge. Le pourcentage de liaisons 
entre les exons a été calculé en prenant en compte la totalité des liaisons exon-exon sur DEC2.  

 

 

 De plus, nous pourrions envisager des tests de migration et d’adhésion des PB 

primaires ou de cellules de MM pour répondre à nos questionnements sur le rôle de DEC2 

dans la sortie des PB des OLS.  
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Enfin, même si nous n’avons pas mis en évidence des fonctions cellulaires induites ou 

réprimées par DEC2, nous avons tout de même montré que l’absence de DEC2 impacte 

l’expression de gènes impliqués dans différentes fonctions (hypoxie, cycle cellulaire …), ce qui 

suggère un rôle de DEC2 dans ces voies. Afin de confirmer ou d’infirmer les précédentes 

hypothèses et de déterminer le(s) rôle(s) de DEC2 dans les PB/PC, nous pourrions coupler nos 

analyses du transcriptome avec un ChIP-seq de DEC2 dans les PB.  
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PROJET 3 :  

Comparaison des populations 

CD23pos et CD23neg tumorales de 

lymphome folliculaire.   
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Introduction 

 

Le FL est un cancer indolent dérivé des lymphocytes B du GC, dans les lymphocytes B 

tumoraux sont principalement caractérisés par la translocation t(14 :18)(q32;q21) qui 

provoque une surexpression de la protéine anti-apoptotique BCL2 et donc une survie 

exacerbée (Rabkin CS et al., JNCI Monographs, 2008 ; Roulland S et al., Adv in Immunol, 2011). 

Cette translocation est accompagnée d’autres événements génétiques, dont souvent des 

mutations des gènes modifiant la chromatine (KMT2D, CREBBP, EZH2) (Green MR et al., Blood, 

2018). L’expression du CD23 par les B tumoraux est très hétérogène avec des patients 

totalement CD23neg et d’autres exprimant de manière variable le CD23 (Olteanu H et al, Am 

J Clin Pathol, 2011). Nos précédents travaux ont révélé que l’extinction de la voie STAT6/CD23 

était essentielle pour la différentiation des CC en PB. Nous avons donc émis l’hypothèse que 

les B tumoraux CD23neg avaient des capacités de différenciation en PC supérieures aux 

cellules exprimant le CD23, avec une voie STAT6/CD23 éteinte dans ces cellules. Nous avons 

également émis l’hypothèse que les B tumoraux CD23pos et CD23neg étaient issus de clones 

différents, ce qui pourrait également expliquer les différences en terme de différenciation.  
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Matériels et Méthodes  

 

Echantillons de lymphome folliculaire et isolation des lymphocytes B tumoraux  

Vingt suspensions cellulaires congelées de patients atteints de FL ont été analysées par 

cytométrie de flux. Parmi ces 20 suspensions, 17 provenaient de patients différents et 3 

correspondaient à des rechutes de FL. Les lymphocytes B tumoraux ont été purifiés par 

sélection négative avec des billes magnétiques avec le B cell isolation kit II (Miltenyi Biotec) 

selon les instructions fournies par le fabricant. Les cellules ont été isolées avec le programme 

« deplete sensitive » sur l’AutoMACS. Les lymphocytes B ont ensuite été triés avec le 

cytomètre trieur BD FACS Aria (BD Biosciences). Les anticorps utilisés pour le tri sont listés 

dans le Tableau 1. Les lymphocytes B tumoraux ont été définis comme : CD20+ CD10+ CD38+ 

IgD- et triés selon la restriction de la chaîne légère.  

Pour les analyse de cytométrie de flux, les données ont été acquises sur un cytomètre 

CytoFLEX (Beckman Coulter) et analysées avec le logiciel FlowJo.  

 

Cible de l’anticorps Fluorochrome Clone Fabricant Référence 

CD20 APC-A750 B9E9 Beckman Coulter A66331 

CD38 PE T16 Beckman Coulter IM1832U 

CD10 PC7 HI10a BD Biosciences 565282 

IgD Biotine IA6-2 BD Biosciences 555777 

IgD FITC IA6-2 BD Biosciences 555778 

Ig λ Light Chain PerCP-Vio700 IS7-24C7 Miltenyi Biotec 130-105-456 

Ig κ Light Chain PerCP-Vio700 IS11-24D5 Miltenyi Biotec 130-105-497 

CD23 APC M-L233 BD Biosciences 558690 

CD138 BV421 MI15 BD Biosciences 562935 

Tableau 1 : Liste des anticorps utilisés pour la cytométrie de flux  

 

Culture des lymphocytes B tumoraux  

Toutes les cultures ont été réalisées dans un milieu complet contenant du RPMI 1640 

(Invitrogen) avec 10% de SVF (Biowest) et 1% d’antibiotiques (Invitrogen). Les lymphocytes B 

tumoraux ont été cultivés à 8 x 105 cellules/ml pendant 24 à 48 heures et stimulés avec 10 



200 
 

ng/ml d’IL-4 (R&D Systems), 200 ng/ml de CD40L humain recombinant soluble (NCI), 50 µg/mL 

d’IL-21 (Miltenyi Biotech), 50 U/ml d’IL-2 (Proleukin Novartis), et/ou 12,5 ng/ml d’IL-10 (R&D 

Systems).  

 

Extraction d’ADN génomique et d’ARN et transcription inverse  

L’ADN génomique a été extrait avec le AllPrep DNA/RNA Micro Kit (Qiagen) selon les 

instructions fournies par le fabricant. L’ARN a été extrait avec le NucloSpin RNA XS kit 

(Macherey-Nagel) en suivant les instructions fournies par le fabricant. L’ARN a ensuite été 

rétro-transcrit en ADNc avec le reverse transcription master mix (Fluidigm, Sunnyvale, CA, 

USA). L’ADNc a été pré-amplifié avec le Fluidigm Preamp Master mix et des sondes TaqMan 

listées dans le Tableau 2 (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France).  

 

Tableau 2 : Liste des sondes TaqMan utilisées pour les qPCR  
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Analyses par qPCR cellule-unique et BULK  

Les qPCR au niveau cellule-unique ont été réalisées conformément aux recommandations du 

fabricant en utilisant le système C1 Single-Cell dans des plaques microfluidiques 96.96 à 

petites cellules (5-10 µm) (Fluidigm). Le nombre de cellules par puits a été déterminé par 

microscopie pour éliminer les doublets et les puits vides. Après lyse cellulaire, transcription 

inverse et pré-amplification, des qPCR multiplexées ont été réalisées avec des sondes TaqMan 

(Tableau 2) et le TaqMan Gene Expression Master Mix dans des plaques IFC 96.96 Dynamic 

Array en utilisant le système Fluidigm BioMark HX. Les valeurs aberrantes ont été supprimées 

à l’aide du package R FluidigmSC (Fluidigm SINGuLAR Analysis Toolset, R package version 

3.6.2). Les expressions géniques ont été converties sous la forme : expression = 24-Ct.  

Les qPCR BULK ont été réalisées de la même manière que les qPCR cellule-unique dans des 

plaques IFC 48.48 Dynamic Array en utilisant le système Fluidigm BioMark MX. Les expressions 

géniques ont été converties en 2-ΔCt en utilisant le gène ABL1 comme référence.  

 

Analyse du réarrangement des gènes des immunoglobulines  

Les régions FR1, FR2 et FR3 des gènes des chaînes lourdes des immunoglobulines (IGVH) ont 

été amplifiées en utilisant la stratégie BIOMED-2 (Leukemia (2003) 17:2257-2317) avec les 

amorces FR1, FR2 et FR3. L’amorce reverse consensus (JH) a été couplée avec un fluorochrome 

FAM. Les produits de PCR dénaturés ont ensuite migré sur le séquenceur à capillaires AbiPrism 

3130xl (Applied Biosytems). Les échantillons ont ensuite été analysés sur le logiciel 

GeneMapper (Applied Biosytems).   

 

Analyse des mutations somatiques par séquençage capture nouvelle génération   

La stratégie capture ciblée SureSelect (Agilent) a été réalisée sur un panel de 43 gènes décrits 

précédemment (Bohers E et al, Haematologica, 2015 ; Tableau 3). Les échantillons ont été 

séquencés sur une plateforme Illumina HiSeq 1500 (Illumina) en paired-end. Le logiciel 

SureCall (Agilent) a été utilisé pour la détection de variants d’expression. Les librairies ont été 

réalisées conformément aux protocoles du fabricant pour SureSelectXT Target Enrichment 

System pour Illumina Paired-End Sequencing library, Version 1.6, 2013, d’Agilent. 200 à 500 
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ng d'ADN génomique ont été fragmentés sur un ultrasonateur M220 Instrument Covaris pour 

atteindre un pic cible de 150 à 200 pb (réglages : facteur d'utilisation, 35% ; pic Puissance 

incidente, 57; cycles par rafale, 200; Temps de traitement de l'ADN, 240 secondes; bain d'eau 

température, 4 ° C) (Covaris, Woburn, MA). La librairie d'ADN marquée par l'adaptateur a été 

purifiée et amplifiée, puis 500 à 750 ng de chaque librairie ont été hybridés en utilisant la 

capture SureSelectXT pendant 18 heures à 65°C. Les librairies résultantes ont été récupérées 

en utilisant des billes de Streptavidine magnétiques et une amplification PCR post-capture (10 

cycles) a été réalisée. Les librairies finales ont été quantifiées et la qualité a été évaluée sur le 

Bioanalyzer High (Agilent). Les librairies ont été regroupées à une concentration finale de 2 

nM. Le séquençage des librairies a été réalisée sur un instrument MiSeq (plateforme Illumina, 

Biogenouest Genomics / Human & Centre de Génomique Environnementale de Rennes (Biosit 

/ OSUR)) selon le protocole du fabricant. Après avoir dénaturé les librairies en utilisant du 

NaOH à 0,2 N, les librairies ont été diluées à 20 pM dans le tampon d’hybridation d'Illumina. 

La concentration finale utilisée des librairies allant de 8 à 10 pM a été utilisée pour effectuer 

la génération de cluster et le séquençage sur une Flow Cell standard et un réactif MiSeq Kit v3 

150 cycles (2 × 75 cycles). Tous les runs étaient de haute qualité avec une moyenne de plus de 

89% des bases séquencées avec un score Phred Q> = 30. Le logiciel Agilent SureCall-v3.5 a été 

utilisé pour le traitement des données. Les lectures de séquençage brutes étaient 

cartographiées sur le génome humain hg19 (GRCh37). L'étape d'alignement avec SureCall a 

été limitée uniquement aux régions des gènes ciblés et est réalisé avec GeneAligner v3.0 en 

utilisant BWA-Outils MEM et BWA et la variante d'appel avec l'appelant SNPP SNP développé 

en interne (http://www.agilent.com/genomics/surecall). Le filtrage SNP entier du workflow 

SureCall, la classification et les annotations des mutations et toutes les données ont été 

publiées précédemment (Desmots et al, Clin Cancer Res, 2019).  
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Tableau 3 : Liste des gènes analysés par séquençage capture nouvelle génération. Il s’agit des gènes les plus 
fréquemment mutés dans le lymphome folliculaire. Cette liste a fait l’objet du développement d’un panel dédié à 
la recherche des mutations somatiques dans les lymphoproliférations au laboratoire d'hématologie du CHU de 
Rennes, Fabienne Desmots-Loyer.  
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Résultats  

 

D’abord, nous avons sélectionné différents patients atteints de FL en fonction de 

l’expression du CD23 (Tableau 4) et trié les B tumoraux CD23pos et/ou CD23neg (CD20+ CD38+ 

IgD- IgLκ+ ou IgLλ
+). Puis, nous avons analysé les mutations des gènes les plus fréquemment 

mutés dans les FL, par la technologie de capture, suivi de séquençage haut-débit (sélection 

d'un panel de 43 gènes, Tableau 3), dans la population CD23pos et la population CD23neg 

pour l’un d’entre eux (Figure 1). Ce patient porte des mutations sur deux gènes sur les 43 

étudiés, et ce dans les deux populations CD23neg et pos. D’abord, on observe des mutations 

dans le gène CREBBP, ce qui est intéressant puisque les mutations perte de fonction de ce 

gène sont connues pour promouvoir l’expansion des cellules tumorales hors du GC, 

notamment par le biais du CD40 (Hashwah H et al, PNAS, 2017). Etant donné que le CD40 

promeut l’expression du CD23 (Résultats, projet 1), on aurait pu s'attendre à un pourcentage 

de cellules CD23pos élevé. Pourtant, le patient ne présente qu’un faible pourcentage de B 

tumoraux CD23pos (4,2%, Tableau 4), ce qui suggère l'intervention d'autres mécanismes de 

régulation. Ensuite, ce patient porte une mutation du gène TNFRSF14, plus prononcée dans 

les cellules CD23neg. Les mutations perte de fonction de ce gène améliorent l’intégration des 

signaux provenant des lymphocytes Tfh (Mintz MA et al, Immunity, 2019 ; Turqueti-Neves A 

et al, Eur J Immunol, 2014), ce qui va dans le sens de notre hypothèse de départ, avec des B 

tumoraux CD23neg qui auraient la possibilité de se différencier plus facilement en PC que les 

CD23pos.  
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Tableau 4 : Caractéristiques des patients dont les B tumoraux ont été utilisés pour les analyses. Les patients 
soulignés en rose sont ceux qui ont été sélectionnés pour l’analyse de la clonalité, les analyses de transcriptome 
et la culture cellulaire. FLIPI = Index pronostique international du lymphome folliculaire.  

 

 

 

Figure 2 : Profil mutationnel du Patient #1. Données obtenues par séquençage capture nouvelle génération sur 
les populations CD23neg et pos du Patient #1 atteint de lymphome folliculaire. 
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Ensuite, nous avons analysé l’expression de 47 gènes impliqués dans la différenciation 

plasmocytaire et dans la survie par RT-qPCR multiplexes (Figure 2) pour un nouveau patient 

(Patient #2). Globalement, les gènes de l’identité B sont légèrement plus exprimés dans les 

cellules CD23neg que dans les CD23pos (Figure 2A), et les gènes de l’identité PC sont très 

faiblement exprimés, et ce, de manière similaire dans les 2 populations (Figure 2B). De plus, 

les cellules CD23pos et CD23neg expriment de manière équivalente les gènes impliqués dans 

la mort, tels que la CASP3 et TP53. Toutefois, la population CD23pos semble plus prône à 

mourir que la CD23neg, qui surexprime BCL2 (Figure 2C).  

 

Concernant la voie IL-4, nous montrons que les gènes de la voie de signalisation STAT6 (IL-

4R et STAT6) sont exprimés à la fois dans les B tumoraux CD23pos et CD23neg, par contre, 

seules les CD23pos surexpriment FCER2 (codant pour le CD23), comme attendu. Ces cellules 

surexpriment également le gène CCL22, dont la protéine est une chimiokine induite par l’IL-4 

et le CD40L, et est également connue pour être augmentée dans le FL (Rawal S et al, J 

Immunol, 2013) (Figure 2D).  

 

Enfin, nos résultats montrent une expression plus importante du récepteur au CXCL12 : le 

CXCR4 par les B tumoraux CD23neg, ce qui permet aux PB de quitter le GC en condition 

normale. Ce résultat pourrait traduire là aussi, d’une progression plus importante dans la 

différenciation plasmocytaire des CD23neg comparés aux cellules CD23pos (Figure 2E).  
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Figure 3 : Analyse de l’expression de gènes impliqués dans la différenciation plasmocytaire, dans les B 
tumoraux de FL CD23pos et CD23neg.A. Analyse de l’expression des gènes de l’identité B,  B. de l’identité 
plasmocytaire,  C. impliqués dans la viabilité cellulaire, D. la voie IL-4 (IL-4R, STAT6, FCER2), D. l’expression de 
CXCR4. Données exprimées en expression relative de l’ARNm en utilisant le 2-ΔCt et ABL-1 comme gène de 
référence.  
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L’analyse de l’expression de 93 gènes au niveau cellule-unique pour ce même patient, 

révèle d’autres gènes différentiellement exprimés entre les B tumoraux CD23pos et CD23neg 

: FCER2, CIITA, MS4A1, IL-21R, MEF2C, LMO2, STAT6 et CASP3 (Figure 3). Ainsi, STAT6 et FCER2 

sont plus exprimés dans la population CD23pos, mais pas l’IL-4R ce qui valide les résultats 

obtenus en BULK, et reflète la capacité de réponse des cellules CD23pos à l’IL-4 qui est 

augmenté dans le microenvironnement tumoral (Pangault C et al, Leukemia, 2010). D’autres 

gènes déjà identifiés dans la littérature comme jouant un rôle dans le FL sont également 

trouvés différentiellement exprimés entre les deux populations : CIITA ; CASP3 (même si non 

identifié en BULK) ; MS4A1 codant pour le CD20, LMO2 (Natkunam Y et al, Blood, 2007), 

MEF2C, connu pour interagir avec EP300 (Carbone A et al, Nat Rev Dis Primers, 2019) et l'IL21R 

(De Totero D et al, Exp Hematol, 2010).  

 

 

Figure 3 : Gènes différentiellement exprimés entre les B tumoraux de lymphome folliculaire CD23pos et 
CD23neg. Violin plots de l’expression des gènes différentiellement exprimés entre les deux populations, 
déterminés par qPCR au niveau cellule-unique.    
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Nos résultats préliminaires de qPCR au niveau cellule unique mettent également en 

évidence l’hétérogénéité qui existe au sein même des B tumoraux. Comme attendu, le gène 

clé de la différenciation plasmocytaire PRDM1 ne s'exprime dans aucune cellule. En revanche, 

les B tumoraux expriment différemment des gènes impliqués dans la différenciation (BCL6, 

IRF8, IRF4, XBP1s) ; dans la prolifération (MYC, les cyclines (CCNE1, CCNB1, CCND1), les CDK 

(CDK4, CDK6), les MAPK (MAPK1, MAPK3)) et dans la survie ou la mort (BCL2, TP53, NFKB1, 

FAS) suggérant que les cellules B de FL ne sont pas toutes bloquées au même stade de leur 

progression vers la différenciation, contrairement à ce qui a été précédemment décrit dans la 

littérature (Basso K et Dalla-Favera R, Nat Rev Immunol, 2015 ; Victora GD et al, Blood, 2012) 

(Figure 4).  
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Figure 4 : Les B tumoraux CD23pos et CD23neg de FL expriment de manière hétérogène certains gènes 
impliqués dans la différenciation en PC. Analyse au niveau cellule unique de l’expression de 93 gènes par qPCR 
dans des B tumoraux CD23pos et CD23neg.  

 

Nous nous sommes ensuite demandés si les lymphocytes B tumoraux CD23pos et CD23neg 

étaient issus de clones différents. Le séquençage des régions FR1, FR2 et FR3 des gènes des 

chaînes lourdes des immunoglobulines (Patient #2) (Figure 5) ne révèle pas de différence 

entre les deux populations, suggérant qu’elles dériveraient du même clone.  
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Figure 5 : Les lymphocytes B tumoraux CD23neg et CD23pos ont les mêmes réarrangements des gènes des 
chaînes lourdes des immunoglobulines. Analyse de la clonalité des populations CD23pos et CD23neg de FL par 
séquençage des régions FR1, FR2 et FR3 du gène des chaines lourdes des immunoglobulines.  
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Enfin, nous nous sommes interrogés sur l’évolution des cellules tumorales CD23pos et 

CD23neg en culture. Nos précédents résultats sur les CC d’amygdales nous ont amenés à 

supposer que les B tumoraux CD23neg devaient avoir de meilleures capacités de 

différenciation en PC que les CD23pos. Nous avons donc cultivé les B tumoraux CD23neg avec 

de l’IL-4, du CD40L et de l’IL-21 pour mimer la synapse avec les lymphocytes Tfh (Patient #1). 

Ce cocktail permet aux B tumoraux CD23neg d’exprimer le CD23, mais de manière beaucoup 

plus faible que les CC d’amygdales (Figure 6A). Ainsi, même si les B tumoraux évoluent dans 

un micro-environnement riche en IL-4 (Pangault C et al, Leukemia, 2010), ces cellules n’y 

répondent que faiblement. Dans ces conditions, les B tumoraux perdent l’expression des 

gènes B : BCL6 et PAX5 et augmentent celle des gènes PC : XBP1 et IRF4 comme les CC 

d’amygdales, mais n’expriment pas pour autant PRDM1 (Patient #2) (Figure 6B).   

 

 

Figure 6 : Les B tumoraux de FL répondent à la stimulation IL-4, CD40L, IL-21 mais semblent bloqués dans leur 
processus de différenciation en PC. A. Analyse par cytométrie de flux de l’expression du CD23 par les B tumoraux 
initialement CD23neg, après culture pendant 24 heures avec de l’IL-4, du CD40L et de l’IL-21. 
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B. Analyse de l’expression des gènes B (PAX5, BCL6) et des gènes plasmocytaires (XBP1, IRF4, PRDM1) par RT-
qPCR dans les B tumoraux initialement CD23neg après culture 24 heures avec de l’IL-4, du CD40L et de l’IL-21. 
L’expression relative de l’ARNm a été calculée sous la forme 2-ΔCt.  

 

 

A l’échelle de la cellule unique, on constate que la stimulation par l’IL-4, le CD40L et l’IL-21 

permet bien une expression de XBP1 et d’IRF4 par les B tumoraux CD23neg, comme les CC 

CD23neg d’amygdales (Patient #2) (Figure 7). Toutefois, les rares cellules mises en évidence 

dans l’amygdale exprimant PRDM1, CREB3L2 et DEC2 (BHLHE41) et précurseurs de PB, ne sont 

pas retrouvées dans le FL. De plus, les B tumoraux semblent répondre plus fortement à la 

stimulation que les CC d’amygdales, avec une expression plus importante du gène de l’IL-4R 

et de FCER2 ; du gène de l’IL-21R, et de NFKB1 probablement via la stimulation au CD40L. Les 

B tumoraux semblent également exprimer plus fortement certains gènes B comme IRF8 et 

CIITA. Ces cellules semblent ne plus cycler, avec une diminution de l’expression de CDC25A, 

des CDK (CDK4, CDK6) et des cyclines (CCNB1, CCNE1). Ces éléments confirment donc le non-

engagement des B tumoraux dans la différenciation plasmocytaire.  
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Figure 7 : Les B tumoraux de FL semblent bloqués dans la différenciation en PC. Analyse au niveau cellule unique 
de l’expression de 93 gènes par qPCR dans des B tumoraux CD23neg et des CC d’amygdales après 24 heures de 
culture avec de l’IL-4, du CD40L et de l’IL-21.  
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La culture des B tumoraux avec de l’IL-2, de l’IL-4 et de l’IL-10 ou de l’IL-21 pendant 48 

heures, ne permet pas aux B tumoraux CD23neg de se différencier en PB (CD38++ CD138-) ou 

en PC (CD38++ CD138+) (Patient #1) (Figure 8A). En revanche, nous avons mis en évidence que 

la stimulation avec l’IL-21 induit l’expression transcriptomique de PRDM1, du CD138 et de 

DEC2 par les B tumoraux CD23neg, mais pas par les CD23pos (Patient #3) (Figure 8B).  

 

 

 

Figure 8 : Les B tumoraux de FL semblent bloqués dans la différenciation en PB et PC mais l’IL-21 semble 
promouvoir l’expression de gènes PC. A. Analyse par cytométrie de flux de la différenciation des B tumoraux 
CD23neg après 48 heures de culture avec de l’IL-2, de l’IL-4 et/ou de l’IL-10 ou de l’IL-21 en plasmablastes (CD38++ 
CD138-) et en plasmocytes (CD38++ CD138+). B. Expression relative de l’ARNm obtenue par la méthode 2-ΔCt de 
PRDM1, DEC2 et CD138 par rapport à ABL1 par les B tumoraux CD23pos et CD23neg après tri (NT) et après 48 
heures de culture avec les cocktails précédemment cités.  

 



216 
 

Discussion et perspectives  

 

1) L’expression du CD23 par les B tumoraux est potentiellement dûe à une 

sur-activation de STAT6  

 

Ces résultats préliminaires révèlent que même si les B tumoraux CD23neg et CD23pos 

semblent dériver du même clone initial (Figure 5), ces cellules ont des capacités de 

différenciation différentes, qui pourraient notamment passer par le biais de STAT6 (Figure 3). 

Ainsi, les B tumoraux CD23pos ont une activation de STAT6 plus importante que les CD23neg, 

ce qui valide des travaux déjà publiés. En effet, 11% des patients atteints de FL présentent une 

mutation activatrice de STAT6 (Yildiz M et al, Blood, 2015) et ce chiffre atteint 82% pour les 

patients dont les B tumoraux expriment le CD23 (Siddiqi IN et al, Modern Pathol, 2016). 

L’expression de STAT6 pourrait donc en partie expliquer pourquoi les B tumoraux CD23pos ne 

se différencient pas en PB. De plus, après culture, les cellules CD23neg diminuent l’expression 

des gènes B et augmentent l’expression des gènes PC (Figures 6 et 8) ce qui semble indiquer 

que ces cellules ont progressé plus loin dans la différenciation en PC, alors que les CD23pos 

semblent plus proches d’un état de B activés, susceptibles de répondre à l’IL-4. De plus, nous 

montrons également grâce à notre analyse à l’échelle de la cellule-unique, et en accord avec 

d’autres groupes (Milpied et al, Nat Immunol, 2018) que les B tumoraux de FL ne sont pas 

synchronisés dans leur blocage, et qu’il est tout à fait possible de relancer la différenciation 

en PC in vitro (Figures 4 et 8).  
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2) Les B tumoraux CD23neg semblent être sélectionnés au détriment des B 

tumoraux CD23pos  

 

Par ailleurs, l’expression différentielle de certains gènes semble indiquer que les B 

tumoraux CD23neg sont sélectionnés au détriment des B tumoraux CD23pos, sur la base de 

l’expression ou la perte d’expression de certains gènes. En effet, les B tumoraux CD23neg 

expriment plus fortement le gène BCL2 que la contrepartie CD23pos (Figure 2). Ce point est 

intéressant à souligner car on sait que 90% des patients atteints de FL présentent une 

translocation t(14:18)(q32;q21) qui conduit au contrôle de l'expression du gène BCL2 sous 

l'effet du promoteur du gène IGH et se traduit par une augmentation d’expression de la 

protéine anti-apoptotique BCL2 (Rabkin CS et al, JNCI Monographs, 2008). Si une telle 

différence d’expression de BCL2 entre la fraction CD23pos et CD23neg des cellules de FL se 

confirmait, cela irait dans le sens d’une sélection des cellules CD23neg parmi les cellules de 

FL, avec la plus forte expression de BCL2.  

 

Le gène CIITA est exprimé plus faiblement dans la population CD23neg (Figure 3). On sait 

que la mutation perte de fonction de CIITA supprime l’expression du CMH II permettant aux 

cellules tumorales de ne plus être reconnues pas le système immunitaire anti-tumoral (Steidl 

C et al, Nature, 2011). On peut donc penser que la perte d'expression de CIITA peut être due 

à la présence de mutations dans son gène pour les cellules CD23neg (dans le cas où les B 

tumoraux CD23pos et CD23neg dériveraient d’un clone différent), ou que ces cellules sont 

sélectionnées sur la base de leur faible expression de CIITA, en plus d’exprimer plus fortement 

BCL2, ce qui favoriserait la sélection de cellules plus résistantes et donc plus agressives.  

 

Le gène de l’IL21R est lui aussi plus fortement exprimé dans les B tumoraux CD23pos (Figure 

3), ce qui suppose que les B tumoraux CD23pos seraient plus sujets à la mort induite par l’IL-

21, en plus de leur plus faible expression de BCL2 en comparaison à la population CD23neg 

(De Totero D et al, Exp Hematol, 2010). Nous avons aussi montré que la stimulation des B 

tumoraux CD23neg avec un cocktail comprenant de l’IL-21 semble promouvoir leur 
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différenciation (Figure 8). Ces résultats mettent en évidence une variabilité de réponse en 

fonction des patients, et que les B tumoraux CD23neg semblent pouvoir s’engager dans la 

différenciation plasmocytaire en présence d’IL-21. Ces résultats sont en accord avec un article 

récemment publié par notre équipe (Desmots F et al, Clin Canc Res, 2019) où les B tumoraux 

ayant une mutation perte de fonction de CREBBP, perdent la capacité d’expression de PRDM1 

en réponse à l’IL-21. Dans ces conditions, le traitement des B tumoraux avec un inhibiteur pan-

histone désacétylases (pan-HDACi) couplé à la stimulation avec l’IL-21 semble restaurer une 

certaine capacité de différenciation en PC des B tumoraux. Ce résultat semble également être 

visible sur les patients traités avec de l’abexinostat, un pan-HDACi (Desmots F et al ; en 

préparation). Ces résultats montrent donc l’importance de l’IL-21 pour sélectionner les B 

tumoraux et ainsi favoriser la progression des B tumoraux CD23neg et la mortalité des 

CD23pos.  

 

Le gène de la CASP3 est lui aussi plus exprimé dans la population CD23pos, suggérant là 

aussi une mortalité plus importante que la contrepartie CD23neg (Figure 3).  

 

CXCR4 est plus exprimé dans les B tumoraux CD23neg (Figure 2), un point intéressant 

puisqu’une forte expression de CXCR4 est associée à un mauvais pronostic dans de 

nombreuses pathologies lymphomateuses (Chen Y et al, J Clin Invest, 2013 Jun ; Brault L et al, 

Leukemia, 2014) dont des lymphomes non-Hodgkiniens (Kim YR et Eom KS, Immune Netw, 

2014), puisqu’elle engendre une métastase vers les organes exprimant fortement le CXCL12 

comme les ganglions ou la moelle osseuse (Cojoc M et al. Onco Targets Ther, 2013).  

 

Par ailleurs, le pourcentage de B tumoraux CD23pos lors la progression de la pathologie 

diminue (de 49,3% à 12,9% pour le Patient #2 et de 20,2% à 7,67% pour le Patient #4) (Tableau 

4), ce qui appuie l’idée que les B tumoraux CD23neg seraient sélectionnés et que ces patients 

auraient un moins bon pronostic que ceux dont les B tumoraux expriment le CD23. Dans ce 

cadre, on peut donc imaginer que les B tumoraux CD23neg de FL seraient plus prônes à se 

transformer en lymphome agressif, hypothèse confortée par les données publiées indiquant 

l'expression du CD23 comme facteur de bon pronostic (Olteanu H et al, Am J Clin Pathol, 2011).  
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3) Perspectives  

 

En conclusion et comme le suggèrent nos résultats, les B tumoraux CD23pos et CD23neg 

présenteraient un profil mutationnel identique car issus d'une même cellule d'origine, mais 

auraient un profil transcriptionnel légèrement différent et des capacités d'intégration des 

signaux du microenvironnement différents. Pour mieux comprendre les mécanismes 

intervenant dans la régulation transcriptionnelle des deux populations, il serait intéressant de 

séquencer l’ARN de ces deux populations et de coupler cette analyse à de l’ATAC-seq pour 

plusieurs patients. Ces résultats pourraient ainsi mettre en évidence des éléments régulateurs 

inactivés ou au contraire hyper-activés et responsables de l'expression des gènes propres à 

chaque cellule. De plus, cette analyse fine mettra également en évidence les points de blocage 

de la différenciation, notamment des cellules CD23neg et ce par l'utilisation de drogues 

épigénétiques par exemple. Enfin, bien qu’à priori issue d'une même cellule d'origine, il se 

peut qu'une évolution clonale sélective de l'une ou l'autre population s'exerce au cours de la 

pathologie et c'est pourquoi une recherche des mutations chez les patients pour lesquels un 

point de suivi est disponible serait intéressant.   
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L’expression du CD23 dans le centre germinatif  

 

Au cours de ma thèse, nous avons mis en évidence que les CC issus d’OLS devaient éteindre 

la voie de signalisation IL-4/CD23 pour se différencier en PB. Toutefois, un nombre restreint 

de CC exprimaient le CD23, et ce nombre était augmenté après stimulation Tfh, alors même 

que ce sont les cellules CD23- qui se différenciaient en PB. Ces résultats suggèrent donc que 

les CC CD23+ ne perdurent pas dans le GC et meurent rapidement ou bien qu’elles vont suivre 

une autre voie de différenciation, comme la voie des MBC par exemple. Il serait ainsi 

intéressant d’effectuer des analyses plus poussées sur ces cellules CD23+ et par exemple 

d’explorer l’expression de marqueurs de MBC récemment décrits comme le CCR6 ou l’Ephrine 

B1 (Suan D et al., Immunity, 2017 ; Laidlaw BJ et al., J Exp Med, 2017).  

 

Par ailleurs, lors de l’exploration de l’expression du CD23 dans le GC avec des 

immunohistomarquages, nous avons remarqué que les FDC CD21L+ n’exprimaient pas toutes 

de la même manière le CD23, pourtant décrit comme un marqueur des FDC de la LZ (Allen 

CDC et Cyster JG, Semin Immunol, 2009). La source principale d’IL-4 dans le GC provient des 

lymphocytes Tfh lors de leur synapse avec les CC. Ces trois types cellulaires étant étroitement 

liés dans la LZ du GC, il est donc possible que l’expression du CD23 par les FDC soit le reflet 

d’une réponse à l’IL-4, comme pour les CC. Toutefois, la stimulation avec de l’IL-4 n’engendre 

pas systématiquement l’expression du CD23. C’est par exemple le cas des cellules stromales 

dérivées du tissus adipeux (ASC) et des FRC (resto) qui expriment STAT6 phosphorylé quand 

elles sont stimulées avec de l’IL-4 mais qui n’expriment pas pour autant le CD23 (analyses en 

cytométrie de flux non montrées). Une étude fonctionnelle similaire sur les FDC n’est pas 

évidente à réaliser puisque ce sont des cellules difficiles à isoler et qui meurent ou changent 

de phénotypes en culture. Toutefois, une équipe a mis en évidence chez la souris que les FDC 

et les lymphocytes B n’intégraient pas les signaux du microenvironnement de la même 

manière. En effet, ils ont montré que couplé à un anti-CD40, l’IL-4 induisait l’expression du 

CD23 par les lymphocytes B, alors que ce n’était pas le cas pour les FDC. Ces dernières 

exprimaient plutôt le CD23 en réponse à l’IFN-γ (Sukumar S et al., J Immunol, 2006). Ces 

résultats montrent donc que l’expression du CD23 par les FDC ne semble pas être le reflet 
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d’une réponse à l’IL-4 d’autant plus que lors des synapse B-T, les signaux sont concentrés dans 

un espace restreint et non diffus dans le microenvironnement. L’expression du CD23 par les 

FDC pourrait être en lien direct avec leur rôle de cellules présentatrices d’antigènes, comme 

cela a été suggéré dans les lymphocytes B. En effet, les lymphocytes B exprimant le CD23 

capteraient les complexes IgE/antigène via le CD23, les internaliseraient et les présenteraient 

ensuite sur le CMH II aux lymphocytes T CD4+ (Hjelm F et al, Scan J Immunol, 2006). On peut 

donc imaginer un rôle similaire dans les FDC, pour présenter les antigènes aux CC, d’autant 

plus que l’expression du CD23 par ces cellules semble être localisée dans une région de la LZ 

(Steiniger B et al., Histochem and Cell Biol, 2011). Ainsi, l’expression du CD23 par les FDC serait 

le reflet de leur activation et le CD23 aurait un rôle dans la capture et la présentation des 

antigènes aux CC, au même titre que le CD32. Il serait intéressant de vérifier ces éléments, 

notamment à travers des analyses transcriptomiques puisque les analyses fonctionnelles sur 

ce type cellulaire semblent compliquées.  

 

 

L’identification de DEC2 dans les PB/PC humains 

 

Au cours de ma thèse, nous avons mis en évidence que la différenciation terminale des 

lymphocytes B s’accompagnait de l’expression d’un facteur de transcription jamais décrit dans 

les PB/PC : DEC2. Nos études fonctionnelles sur des cellules primaires et des cellules de lignées 

cellulaires n’ont pas permis de mettre en évidence un rôle spécifique de DEC2 dans ces 

cellules. Toutefois, les analyses transcriptomiques ont permis de valider certaines cibles de 

DEC2 précédemment décrites (Kreslavsky T et al., Nat Immunol, 2017) et semblent montrer 

qu’il aurait un rôle dans plusieurs voies de signalisation. L’analyse des données de RNAseq 

obtenues sur trois nouveaux donneurs nous permettra de mieux comprendre la fonction 

de DEC2 dans les PB humains.  
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Le rôle du CD23 dans le lymphome folliculaire   

 

L’expression du CD23 par les lymphocytes B tumoraux de FL est très hétérogène et 

cette expression semble être le reflet d’un meilleur pronostic (Olteanu H et al., Am J Clin 

Pathol, 2011). Nous avons montré que même si les cellules CD23+ et CD23- semblaient dériver 

du même clone initial, ces cellules présentaient toute de même de légères différences 

transcriptomiques et en terme de différenciation. En effet, les cellules n’exprimant pas le 

CD23 semblaient, au même titre que les CC d’amygdales, avoir des capacités de différenciation 

supérieures à celles des cellules CD23+. Ces cellules CD23- semblaient d’ailleurs être 

sélectionnées préférentiellement au détriment des cellules CD23+ et liées à un phénotype plus 

agressif. Par ailleurs, nous avons montré dans les CC d’amygdales que l’expression du CD23 

passait obligatoirement par l’expression de STAT6. Le gène codant STAT6 étant fréquemment 

muté dans les FL, et encore plus dans les FL CD23+, il est fortement probable que l’expression 

du CD23 par les B tumoraux soit le reflet d’une mutation activatrice de STAT6. Ainsi, la 

caractérisation des populations CD23+ et CD23- pourrait aider à la compréhension du 

développement des FL et ouvrir des pistes pour des thérapeutiques ciblées en fonction de 

l’expression du CD23.  

 

 

Le choix des molécules utilisées pour la culture des centrocytes   

 

La différenciation terminale des lymphocytes B est un processus finement contrôlé qui 

permet d’éviter la production de PC auto-réactifs. Ainsi, dans la LZ du GC, les lymphocytes B 

ayant un BCR muté fonctionnel et non auto-réactif sont sélectionnés pour se différencier en 

PB puis en PC, en MBC, ou retourner dans la DZ pour subir un nouveau cycle de maturation. 

Cette étape nécessite l’interaction du lymphocyte B avec la FDC d’une part, à travers la 

signalisation BCR et avec le lymphocyte Tfh d’autre part, via l’IL-4, l’IL-21 et le CD40L, entre 

autre (Shekhar S et Yang X, Cellular & Molecular Immunology, 2012). D’autres cellules peuvent 
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également intervenir comme les lymphocytes Tfr par exemple, qui produisent de l’IL-10 (Sage 

PT et al., Trends Immunol, 2015). Afin de mimer la synapse avec le lymphocyte Tfh, nous avons 

donc choisi de cultiver les CC avec de l’IL-4, du CD40L et de l’IL-21. Toutefois, les quantités 

utilisées in vitro étaient bien plus importantes que celles qui sont réellement produites in vivo 

et le temps de culture (12-24 heures) était lui aussi bien plus important que le temps réel 

d’une synapse (quelques minutes). D’ailleurs, in fine, tous les CC exprimaient le CD23 après 48 

heures de culture, alors que peu de B du GC IgD- ne l’expriment in vivo. De plus, notre modèle 

ne permettait pas la différenciation directe des CC en PB. Cette différenciation n’était possible 

que lorsque l’on cultivait les CC avec un second cocktail de cytokines contenant de l’IL-2, IL-4 

et IL-10.  

 

A l’heure actuelle, la cinétique de production de ces cytokines par les lymphocytes Tfh 

dans le GC, et la manière dont sont intégrés ces signaux par les B du GC ne sont pas 

complètement comprises. Une étude chez la souris a montré que les B du GC étaient d’abord 

exposés à l’IL-21 et ensuite à l’IL-4 dans le GC (Weinstein JS et al., Nat Immunol, 2016). Chez 

l’humain, il est difficile de mettre en place une telle étude. A travers une collaboration avec le 

groupe de Milpied du CIML, nous avons pu déterminer les signatures géniques spécifiquement 

induites par l’IL-4, l’IL-21, le CD40L et l’anti-BCR. Ainsi, nous avons isolé des lymphocytes B du 

GC (Dapi- CD3- IgD- CD38+ CD10+) d’amygdales de 3 donneurs différents et nous les avons 

cultivés à une concentration de 500 cellules/puits (mini-BULK), sous 31 conditions différentes, 

incluant la stimulation par l’IL-4, l’IL-21, l’IL-10, le CD40L et l’anti-BCR seuls ou en 

combinaisons, pendant 6 heures. Les ARN des mini-BULK ont ensuite été séquencés en 

utilisant la méthode de séquençage de l’ARN au niveau cellule-unique, basé sur les extrémités 

5’ et sur le tri cellulaire (FACS-based- 5’-end scRNAseq) (Attaf N et al, Front Immunol, 2020). 

L’analyse de ces données a permis de mettre en évidence les gènes différentiellement 

exprimés en réponse à chacune des cytokines (Figure 1). La stimulation par l’IL-10 n’a pas été 

retenue dans les analyses puisqu’elle n’induit pas d’effet particulier sur l’expression génique. 

La culture des B du GC avec ces cytokines en combinaison n’induit pas l’expression de 

nouveaux gènes, mais montre l’effet additif et synergique de ces cytokines.  
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Figure 1 : Carte d’expression génique des gènes induits par l’IL-4, l’IL-21, le CD40L et l’anti-BCR dans les 
lymphocytes B du GC d’amygdales humaines.  

 

 

L’analyse de l’expression de ces signatures dans les B du GC a permis de bien distinguer 

les cellules ayant reçu les différents signaux (Figure 2).  
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Figure 2 : Les signatures géniques spécifiquement induites par l’IL-4, l’IL-21, le CD40L et l’anti-BCR permettent 
d’identifier les signaux reçus par les B du GC in vivo. UMAP = Uniform Manifold Approximation and Projection  

 

 

 Ces données pourront être utilisées pour reconstituer les dynamiques chronologiques 

qui ont lieu dans le GC et prédire l’état de différenciation des lymphocytes B au niveau cellule-

unique. Elles pourront aussi permettre d’identifier les cellules ayant été exposées aux 

différents stimuli in vivo et donc de mieux comprendre comment les B du GC intègrent les 

différents stimuli pour progresser dans leur maturation. Enfin, des analyses approfondies de 

ces signatures dans de nouveaux jeux de données permettraient également d’identifier des 

sous-populations B à l’origine du développement des lymphomes par exemple.  
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CONCLUSION   



230 
 

 Ma thèse a permis de mieux comprendre comment s’effectue la différenciation 

terminale des lymphocytes B, un sujet déjà très bien documenté dans la littérature et pourtant 

pas totalement caractérisé. Ainsi, nous avons montré que la répression de la voie IL-4, et donc 

la perte d’expression du CD23, est un élément indispensable pour permettre la différenciation 

des CC en PB. De plus, grâce à des analyses du transcriptome par qPCR au niveau cellule 

unique, nous avons établi une cinétique d’expression de gènes clés impliqués dans la 

différenciation terminale des lymphocytes B en PB. Dans ce cadre, nous avons également mis 

en évidence que les précurseurs des PB, les PB eux-mêmes et les cellules totalement 

différenciées : les PC, expriment un gène jusqu’alors jamais décrit dans ce contexte : le facteur 

de transcription DEC2. Les analyses de nos nouveaux jeux de données permettront de mieux 

caractériser ce facteur de transcription et son rôle dans les PB/PC humains. Enfin, nous avons 

analysé les populations CD23pos et CD23neg de patients atteints de FL et mis en évidence de 

légères différences entre les deux populations, suggérant une sélection préférentielle des 

cellules CD23neg lors du développement de la pathologie. Ces résultats sont tout de même 

préliminaires et des analyses plus poussées sont nécessaires.  
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Introduction

RNA sequencing (RNA-seq) has become a central tool in  

transcriptome analysis. In studies comparing healthy  

individuals and follicular lymphoma (FL) patients, RNA-seq 

can differentiate between modifications of transcriptomic 

signatures and compare patient responses to new epigenetic 

therapeutic approaches. Most of these studies are based 

on FFPE samples from large retrospective patient cohorts. 

However, the quality of FFPE samples is generally poor 

and depends on several parameters, such as fixation or 

sample storage conditions [1]. Despite typically poor RNA  

integrity and low yields, FFPE samples are a critical source of  

molecular gene expression data for retrospective studies. 

In this study, we successfully performed RNA-seq using novel 

QIAGEN® RNA-seq technologies on FFPE tumor samples 

from FL patients, either at diagnosis or after receiving an 

HDACi treatment. These FFPE samples were rejected by 

two NGS service providers for library preparation and 

sequencing. We also performed identical RNA-seq on other 

challenging samples of B-cell origin, such as a very small 

number of sorted cultured cells from tonsils and lymph nodes. 

Collectively, QIAseq RNA-seq technology for rRNA removal 

and stranded RNA library preparation enables the discovery 

of expected B-cell signatures and other interesting signatures 

in the context of epigenetic treatment.

Materials and methods

Samples

FL tumor samples were obtained from patients recruited 

for a phase I/II study involving an oral pan-HDACi drug 

[2]. The samples (FFPE-treated) were obtained via surgical 

biopsy either at diagnosis (non-treated) or after HDACi  

treatment at the time of their refractory/relapsed FL 

(treated). Primary B cells were isolated from human blood 

samples from healthy volunteers using B Cell Isolation Kit II, 

human (Miltenyi Biotec) and purified using BD FACSAria™ II  

system (BD Biosciences). For the Burkitt-derived L3055 cell 

line, 200,000 cells/ml were seeded in 24-well plates in 

RPMI1640 plus 3% fetal calf serum (FCS). All patients were 

recruited under institutional review board approval and 

informed consent process according to the Declaration of 

Helsinki.
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RNA extraction and sequencing

For RNA extraction from primary B-cells and the cell line, the 

NucleoSpin® RNA XS (Macherey-Nagel) and the AllPrep® 

DNA/RNA Mini Kit from QIAGEN were used, respectively. 

For FFPE samples, we used the RecoverAll™ Total Nucleic 

Acid Isolation Kit (Thermo Fischer Scientific; All multi-sample 

RNA/DNA workflow; 2 to 5 tissue sections per sample).

To prepare stranded RNA-seq libraries, we used the QIAseq 

Stranded Total RNA Lib Kit (QIAGEN) in tandem with the 

QIAseq FastSelect™ –rRNA HMR Kit (QIAGEN), which removes  

rRNA. Sample fragmentation was not performed for the FFPE 

samples, and the number of cycles (for the amplification step) 

was set up according to the DNA concentration (11 cycles  

for 100 ng and 16 cycles for 1000 ng). Samples were 

sequenced on the Illumina® NextSeq™ 500 using a  

paired-end dual indexing mid-output flowcell (2 x 150 bp).

 

RNA-seq analysis

For RNA-seq data analysis, an in-house pipeline from the 

investigator’s lab was used. It notably integrates the Spliced 

Transcripts Alignment to a Reference (STAR) tool [3] for 

alignment to the Hg38 genome reference and the feature 

Counts tool [4] to estimate the number of reads that are 

assigned to the genome. The RSeQC package was used 

to estimate the quality, the genome distribution of reads 

and the alignment to ribosomal gene coordinates. DESeq2 

was used to estimate the differential expression between 

samples. Conditions were set to extract only those genes 

with a 1.5-fold change in expression and with a p-value 

of 0.05. Upon applying this limit, we extracted 9558  

differentially expressed genes. For data visualization, 800 

most differentially expressed genes were selected and  

analyzed using R  packages such as d3heatmap, heatmaply, 

EMA and ggplot2. For sashimi plots, IGV interface was used. 

Figure 1. Quality parameters of QIAseq RNA libraries prepared from cultured B cell-line (B-CL), primary B- cell (PB-C) or FFPE follicular lymphoma FFPE  
samples (FL-FFPE). [A] RIN score and [B] average library size after fragmentation in base pairs (bp) relative to final library concentration; [C] Total number of 
reads sequenced per samples; FL-FFPE samples at diagnosis and after treatment are noted FL_C and FL_T1, T2 or T3; 3 different patients respectively, B cell-
line samples control or in stimulated conditions are noted L_C and L_S1 or S2 (2 samples) respectively, primary B- cell control or in stimulated conditions are 
noted PB_C and PB_S1, S2 or S3 (3 samples), respectively [D] correlation with average library size in bp.
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Results and discussion

Improved RNA-seq from poor-quality and low-yield 
samples

Initially, we approached two commercial NGS service 

providers to isolate RNA and prepare RNA libraries from 

the FFPE patient samples. However, both commercial 

providers, rejected these samples for library preparation, 

due to low amounts of material and low RIN numbers. We 

then attempted RNA library construction using the QIAseq 

FastSelect –rRNA HMR Kit for removal of ribosomal RNA 

followed by RNA-seq library construction with the QIAseq 

RNA Stranded Library Kit. RNA-seq performed using 

QIAseq solutions were suitable for samples of poor quality 

and low concentrations: (1) B-cell-origin samples such as 

cultured B cell-line (B-CL) or primary B cell (PB-C) in basal 

(C) or stimulated (S) conditions with various cytokines and 

(2) FFPE samples from FL patients (FL-FFPE) collected at  

diagnosis (C) or after receiving HDACi treatment (T). 

In each case, we evaluated how the quality of samples  

influenced the final library concentration (Figure 1A). In the 

case of FFPE samples, sample T1 – with poor RNA integrity  

and low yield – gave the highest library concentration  

compared to all other samples. Starting with higher RNA 

concentration for FFPE samples (1000 ng of FFPE-RNA) 

did not always lead to higher library concentrations. 

Likewise, for PB-C and other samples, similar starting  

quantities of RNA and higher RIN scores gave variable  

library concentrations. We, therefore, asked whether  

fragmentation size could influence the library preparation 

(Figure 1B). The FFPE samples showed an average size of 

600 bp with no fragmentation. We observed that fragment 

size is inversely proportional to library yield, particularly 

for PB-C samples. Hence, fragmentation optimization is an 

important step in the preparation of the libraries using the 

QIAseq procedure. After sequencing, the number of reads 

per sample was heterogeneous among samples (Figure 1C)  

and correlated to the fragmentation size of samples 

(P=0.0452) (Figure 1D).

Figure 2. Sequenced read quality of libraries prepared from cultured B cell-
line (B-CL), primary B cell (PB-C) or FFPE follicular lymphoma FFPE samples 
(FL-FFPE). [A] Proportion of unique and duplicate reads per samples; [B] 
STAR alignment results; [C] Number of reads assigned in unique reads  
relative to RIN scores. FL-FFPE samples at diagnosis (FL_C) and after treatment  
(FL_T1, FL_T2 or FL_T3 from 3 different patients); B cell-line samples control  
(L_C) or in stimulated conditions (L_S1 or L_S2; 2 samples); primary B-cell 
control (PB_C) or in stimulated conditions (PB_S1, PB_S2 or PB_S3;  
3 samples).
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High library complexity and complete rRNA removal

STAR alignment scores indicate that a high library  

complexity – 54–95% of reads uniquely mapped to the 

genome – can be obtained with FFPE samples (Figure 2A). 

However, the reads assigned to a gene from the annotation  

GRCh38-Ensembl 94 were highly heterogeneous between 

samples, when duplicate reads were removed using a 

custom pipeline. For FFPE samples, only 1–15 million reads 

could be assigned to known genes (Figure 2B). Better results 

were obtained with the cell line samples; they had lesser 

duplicate reads and 4–55 million reads could be assigned 

to known genes. Therefore, for FFPE samples, only very few 

reads were assigned, likely due to the poor quality of the 

RNA (Figure 2C). 

To further assess the quality of data generated from FFPE 

samples, we compared the read distribution between 

samples. Sashimi plot of read density for three different  

samples along exons of the XBP1 gene showed few  

unexpected reads between exons in FFPE samples. For B-cell 

samples, poor-quality reads couldn’t be aligned to coding 

regions (Figure 3A). For FFPE samples, the majority of the 

reads were assigned to exons (in CDS, 3’UTR or 5’UTR) and 

a small fraction to introns (Figure 3B). None of the reads 

originated from ribosomal RNA (Figure 3C).

Figure 3. Read distribution and rRNA contamination. [A] Sashimi plot of read density for three different samples along exons of XBP1 gene; [B] Read distribution  
over genome features; [C] Estimation of reads mapped on ribosomal RNA. FL-FFPE samples at diagnosis (FL_C) and after treatment (FL_T1, FL_T2 or FL_T3 from  
3 different patients); B cell-line samples control (L_C) or in stimulated conditions (L_S1 or L_S2; 2 samples); a primary B-cell in stimulated conditions (PB_S1).
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Known and novel transcriptomic signatures identified

DESeq2 method was used to compare differential gene 

expression between HDACi-treated (FL_T1, _T2 and _T3) 

and non-treated FFPE samples (FL_C), using the number 

of sequence fragments assigned to each gene. A large 

number of genes were differentially expressed with at least 

a 1.5-fold change (adjusted p<0.05) (Figures 4A and 4B). 

Interestingly, the heatmap of the distance matrix between 

samples indicates that treated samples are more similar in 

global gene expression than non-treated samples (Figure 

4C). The x-axis of the principal component plot shows that 

transcriptomes from patients are modified upon HDACi 

treatment (Figure 4D). Each patient showing a different 

Figure 4. DESeq2 results on FFPE samples. [A] Dispersion plot showing a typical dispersion estimate; [B] Genes differentially expressed between non-treated 
and treated FL samples; [C] Heatmap of the distance matrix giving an overview of similarities and dissimilarities between samples; [D] Principal component 
plot of the samples. FL-FFPE samples at diagnosis and after treatment are noted FL_C and FL_T1, _T2 or _T3 (3 different patients), respectively.
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Figure 5. Results of global gene expression profiling. [A] Unsupervised hierarchical clustering; [B] Major pathway enrichment of genes differentially expressed 
using FunRich tool; [C-E] Major gene set enrichment found with a GSEA analysis. FL-FFPE samples at diagnosis and after treatment are noted FL_C and FL_T1, 
_T2 or _T3 (3 different patients), respectively.
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expression pattern (as shown in the y-axis of the principal 

component plot) is in accordance with heterogeneous drug 

responses usually seen in FL patients. 

Global gene expression signatures were also compared 

between HDACi-treated and non-treated samples using 

unsupervised hierarchical clustering (Figure 5A). This  

signature corresponds to the global influence of the 

HDACi treatment on the transcriptome of patients. Profile  

differences among treated patients involve distinct  

pathways, which in this case are most likely related to their  

specific and heterogeneous response to the drug. As expected,  

the functional enrichment pathways corresponding  

to the differentially expressed genes are involved in  

lymphoproliferation, B-cell regulation (Ag processing and 

presentation) or immune response (Figure 5B). The novel 

immune system signature discovered indicates that HDACi 

also regulates crosstalk between immune cells and B-cells. 

Not surprisingly, we also detected epigenetic modification-

related signatures (Figure 5B, C, D), such as gene expression,  

RNA-binding and 3′UTR-mediated translation pathway  

signatures. We also identified enrichment in allograft rejection  

(Figure 5E), which could be attributed to the drug’s effect in 

enhancing the expression of genes that increases suppressive  

functions [5].

Conclusion

We successfully performed RNA-seq using novel QIAGEN 

RNA-seq technologies on poor-quality FFPE RNA samples 

from FL patients, which were originally rejected by two NGS 

service providers for library preparation and sequencing.  

We demonstrated in this study that the QIAseq library 

preparation process is well suited for RNA samples of 

poor quality and low yield, such as FFPE samples and 

sorted cultured cells. We also demonstrated that the QIAseq 

FastSelect –rRNA HMR Kit led to near-complete rRNA 

removal in FFPE samples. The RNA-seq analysis identified 

a new transcriptomic signature in patients receiving an  

epigenetic treatment. In addition to confirming known 

targets such as some very important genes that are  

re-expressed again in patients receiving treatment [6], we 

identified new target genes that could explain differences 

in drug response. These findings are highly relevant in the 

context of HDAC inhibitors being explored as promising 

drugs for follicular lymphoma treatment. 

Acknowledgments

Sequencing was performed in the Biogenouest Genomics/

Human & Environmental Genomics core facility of Rennes 

(Biosit/OSUR). Patient samples were obtained from the 

Centre de Ressources Biologiques (CRB)-Santé of Rennes 

(BB-0033-00056, www.crbsante-rennes.com). INSERM-

UMR1236’s bioinformatics team developed a data analysis 

pipeline to process RNA-seq data.

References

1. Bass, P.B., Engel, K.B., Greytak, S.R. and Moore, H.M. (2014) A review 
of preanalytical factors affecting molecular, protein and morphological 
analysis of formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissue: How well  
do you know your FFPE specimen? Arch. Pathol. Lab Med. 138, 
1520–1530.

2. Morschhauser, F. et al. (2015) Phase 1 study of the oral histone  
deacetylase inhibitor abexinostat in patients with Hodgkin lymphoma, 
non-Hodgkin lymphoma, or chronic lymphocytic leukemia. Invest.  
New Drugs 33, 423–43.

3. Dobin, A. et al. (2013). STAR: Ultrafast universal RNA-seq aligner. 
Bioinformatics (Oxford, England) 29, 15–21. 

4. Liao, Y., Smyth, G.K. and Shi, W. (2014) featureCounts: an efficient 
general purpose program for assigning sequence reads to genomic  
features. Bioinformatics 30, 923–930.

5. Hull, E.E., Montgomery, M.R. and Leyva, K.J. (2016) HDAC inhibitors  
as epigenetic regulators of the immune system: Impacts on cancer therapy  
and inflammatory diseases. Biomed. Res. Int. 1–15.

6. Desmots, F. et al. (2019) Pan-HDAC inhibitors restore PRDM1 response 
to IL21 in CREBBP-mutated follicular lymphoma. Clinical Cancer 
Research 25, 735–746.

http://www.crbsante-rennes.com


03/2020

Trademarks: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAseq®, AllPrep®, FastSelect™, RNeasy® (QIAGEN Group); FACSAria™ (BD Biosciences); Illumina®, NextSeq® (Illumina, Inc); NucleoSpin® (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG); 
RecoverAll™ (Thermo Fisher Scientific or its subsidiaries). Registered names, trademarks, etc. used in this document, even when not specifically marked as such, may still be protected by law.

1120129  03/2020 PROM 15555-001 © 2020 QIAGEN, all rights reserved.

Ordering www.qiagen.com/shop |Technical Support support.qiagen.com |Website www.qiagen.com

Ordering Information

Product Contents Cat. no.

AllPrep DNA/RNA Mini Kit  
(50)

For 50 minipreps: AllPrep DNA Spin Columns, RNeasy® Mini Spin 
Columns, Collection Tubes, RNase-Free Water and Buffers

80204

QIAseq Stranded Total RNA Lib Kit 
(24)

For strand-specific RNA-seq library preparation of 24 samples:  
Kits include magnetized reaction cleanup beads and sample index  
adapters for Illumina NGS platforms

180743

QIAseq Stranded Total RNA Lib Kit 
(96)

For strand-specific RNA-seq library preparation of 96 samples:  
Kits include magnetized reaction cleanup beads and sample index  
adapters for Illumina NGS platforms

180745

QIAseq FastSelect –rRNA HMR Kit 
(24)

Includes 3 tubes of QIAseq FastSelect reagent for rRNA removal; 
sufficient for 24 reactions from human, mouse and rat samples

334386

QIAseq FastSelect –rRNA HMR Kit 
(96)

Includes 1 tube of QIAseq FastSelect reagent for rRNA removal;  
sufficient for 96 reactions from human, mouse and rat samples

334387

QIAseq FastSelect –rRNA HMR Kit 
(384)

Includes 4 tubes of QIAseq FastSelect reagent for rRNA removal; 
sufficient for 384 reactions from human, mouse and rat samples

334388

For up-to-date licensing information and product-specific disclaimers, see the respective QIAGEN kit handbook or user manual. 

QIAGEN kit handbooks and user manuals are available at www.qiagen.com or can be requested from QIAGEN Technical 

Services or your local distributor.

Learn more at www.QIAGEN.com

http://support.qiagen.com


  



Titre : Etude de l’hétérogénéité des centrocytes humains à travers l’expression du CD23 : 
différenciation en plasmablastes et expression d’une signature minimale transcriptionnelle au 
niveau cellule-unique comportant DEC2.  

Mots clés : Lymphocytes B, centre germinatif, différenciation plasmocytaire, CD23, DEC2, 
Lymphome folliculaire 

Résumé :  La différenciation terminale des 
lymphocytes B à travers le centre germinatif 
conduit à la production de cellules sécrétrices 
d’anticorps :  les plasmocytes (PC) à longue 
durée de vie et de haute affinité pour l’antigène. 
Cette réaction implique la formation d’une 
microstructure anatomique qui comprend une 
zone sombre : lieu d’intenses proliférations des 
centroblastes et de maturation d’affinité de leur 
BCR, et une zone claire dans laquelle ont lieu les 
commutations de classes isotypiques du BCR et 
la sélection des centrocytes (CC). Ce processus 
est finement contrôlé par les lymphocytes T 
folliculaires auxiliaires (Tfh) notamment à travers 
la production de molécules comme l’IL-4, le 
CD40L et l’IL-21. Ce travail de thèse s'intéresse 
à l'expression du CD23 à la surface des CC lors 
de leur métamorphose en PC.  J'ai d’abord 
montré que l'expression de ce  

récepteur de faible affinité aux IgE est régulée 
par les signaux Tfh : CD40L et IL-4. De plus j'ai 
mis en évidence que les CC humains exposés 
aux signaux Tfh mais négatifs pour le CD23 sont 
capables de se différencier en PC. Dans ce 
cadre, la signature transcriptionnelle de ces 
progéniteurs de PC a été étudiée à l'échelle de la 
cellule unique et a permis d’identifier un gène 
jusqu’alors jamais décrit dans les PC qui code 
pour le facteur de transcription DEC2 et dont la 
fonction reste à déterminer. J'ai par ailleurs 
étudié l'expression du CD23 dans le lymphome 
folliculaire et mis en évidence qu’il existe des 
différences entre les populations tumorales 
positives et négatives pour le CD23, suggérant 
que les cellules CD23neg ont un avantage de 
survie et une capacité de différenciation 
supérieure en culture que les cellules CD23pos. 

Title: Study of the heterogeneity of human centrocytes from the germinal center through the CD23 
expression plasma cell differentiation and expression of a minimal transcriptional signature at the 
single cell level including DEC2.  

Keywords: B lymphocyte, germinal center, plasma cell differentiation, CD23, DEC2, follicular 
lymphoma  

Abstract:  Terminal B cell differentiation through 
the germinal center leads to the production of 
antibody-secreting cells: plasma cells (PC) with a 
long lifespan and high affinity for the antigen. This 
reaction involves the formation of an anatomical 
microstructure that includes a dark zone: site of 
intense proliferation and affinity maturation of the 
BCR of the centroblasts, and a light zone in which 
the class switch recombination of the BCR and 
centrocyte (CC) selection take place. This 
differentiation is finely controlled by follicular 
helper T cells (Tfh) that produce molecules such 
as IL-4, CD40L and IL-21. This phD work focus 
on the CD23 expression on the surface of CC 
during their metamorphosis into PC.  

Firstly, I showed that the expression of the low 
affinity IgE receptor is regulated by Tfh derived 
IL-4 and CD40L. Moreover, I showed that CC 
exposed to Tfh signals and which do not express 
the CD23 were the ones that have the ability to 
differentiate into PC. In this context, I identified at 
the single cell level a transcriptional signature 
expressed specifically by these cells which 
contains a gene never described in PC, encoding 
the transcription factor DEC2 whose function 
remains to be determined. In addition, I studied 
CD23 expression in follicular lymphoma and 
showed the existence of differences between 
these two populations, suggesting a preferential 
survival and differentiation of CD23neg cells 
compared to CD23pos cells.   


