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Résumé 

 
 

Les projets développés au cours de cette thèse ont pour objectif d’explorer l’intérêt 
thérapeutique d’approches antisens ciblant les transcrits d’immunoglobulines (Ig) dans le 
traitement du myélome multiple (MM) et d’autres gammapathies monoclonales. Cette stratégie 
consiste à provoquer un saut d’exon à l’aide d’oligonucléotides antisens (ASO) pour induire la 
synthèse d’Ig tronquées et l’apoptose des plasmocytes tumoraux (Brevet WO 2017/089359). 
L’effet toxique des Ig sans domaine V résulte d’une amplification incontrôlée du stress du RE 
et de la réponse UPR (« Unfolded Protein Response »). Nous avons montré que des traitements 
à l’aide d’ASO dirigés contre les ARN pré-messagers de l’Ig monoclonale induisaient une forte 
toxicité dans des lignées de myélome et une régression tumorale dans un modèle de xénogreffe 
avec des injections intratumorales d’ASO. Bien que des améliorations en terme de 
biodistribution in vivo de ces ASO soient nécessaires, cette approche capable de cibler 
spécifiquement le clone tumoral en épargnant les plasmocytes sains pourrait permettre un 
traitement personnalisé des patients atteints de MM. De surcroît, nous avons également observé 
une diminution drastique de la production d’Ig à la suite d’un traitement par un ASO générique 
ciblant l’exon CH1γ, aussi bien dans les LB humains stimulés ou dans des lignées de myélome; 
cet ASO pouvant être utilisé chez tous les patients exprimant une IgG. En parallèle, nous avons 
exploré les liens entre stress protéique et surveillance des ARN dans les plasmocytes. 
Contrairement aux données de la littérature concernant des cellules non-lymphoïdes, nous 
avons mis en évidence une coopération entre le mécanisme de NMD (« Nonsense-Mediated 
mRNA Decay ») et l’UPR (« Unfolded Protein Response ») dans les plasmocytes, qui est rendue 
possible grâce par une faible activation de la voie PERK de l’UPR. Cette thèse a pour but de 
mieux comprendre l’impact des Ig tronquées dans les cellules sécrétrices d’anticorps et le lien 
étroit entre survie des plasmocytes et stress protéique associé à la synthèse massive d’Ig. 

 
 
  
 
Mots clefs : Immunoglobulines (Ig), Plasmocytes, Saut d’exon, Oligonucléotides antisens, 

NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay), UPR (Unfolded Protein Response). 
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« …[Il] faut être pessimiste par l'intelligence, mais optimiste par la volonté. Penser, en toute 
circonstance, à la pire hypothèse, pour mettre en branle toutes ses réserves de volonté et être 
capable d'abattre l'obstacle. [Il] ne faut jamais se faire d'illusions et ni avoir jamais de 
désillusions. En particulier [il] faut toujours s’armer d'une patience illimitée, non passive, 
inerte, mais animée de persévérance... »  

 

 

Antonio Gramsci, Cahiers de prison (1948) 
 

 

 

« …I believe that the art of excellent science is to frame large important questions that are 
perhaps not immediately answerable with existing knowledge and methods, and then conceive 
a long-term research strategy that begins by answering the most pressing answerable questions 
on the path to the long-term goals... » 

 

Stanley T. Crooke (2017) 
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Partie I. La lymphopoïèse B 

 

Les cellules du système immunitaire (SI) assurent la protection de l’organisme contre les 

agressions extérieures en reconnaissant des substances étrangères d’origine bactérienne, virale 

ou parasitaire. Cette protection est permise, car le SI a une capacité d’apprentissage, de 

reconnaissance et de mémoire permettant la discrimination des antigènes (Ag) du soi et du non 

soi. Le SI intervient également dans l’immunité anti-tumorale en reconnaissant des cellules du 

« soi altéré » impliquées dans la formation de tumeurs.  

Le SI est défini par deux composantes : une immunité innée et une immunité adaptative. 

L’immunité innée ou naturelle, dont la mise en jeu est immédiate, fait appel à des mécanismes 

peu spécifiques. Elle repose sur la présence de barrières physiologiques (peau, muqueuse) et 

sur l’action des cellules immunitaires innées telles que les cellules « natural killer » (NK) ou 

les macrophages par le biais d’une interaction avec les motifs moléculaires associés aux 

pathogènes. En revanche, l’immunité adaptative permet une mémoire immunitaire et implique 

les lymphocytes T (LT) et B (LB). Au cours de la réponse immune, les lymphocytes peuvent 

se différencier en cellules mémoires spécifiques des Ag impliqués dans l’agression. Les LB et 

LT mémoires interviendront rapidement lors d’une seconde rencontre avec l’Ag. Les LB 

peuvent également s’engager dans un programme terminal de différenciation et devenir des 

plasmocytes sécréteurs d’anticorps (Ac).  

 Les immunoglobulines : structure et organisation génique 

La maturation des LB repose sur leur capacité à synthétiser des immunoglobulines (Ig) sous 

forme membranaire (BCR : B-cell receptor) ou sécrétée (Ac). Les Ig sont des glycoprotéines 

d’environ 150 kDa formées de 2 chaînes lourdes IgH (H pour « Heavy ») et 2 chaînes légères 

(L pour « Light ») identiques, reliées entre elles par des ponts disulfures (Figure 1). Chaque 

chaîne possède une région variable (V) et une région constante (C). L’association des régions 

V des chaînes H et L constitue le site de fixation de l’antigène (Early et al., 1980), tandis que 

les régions constantes des chaînes lourdes (CH) sont à l’origine des propriétés effectrices de 

l’Ig, telles que l’activation du complément ou la liaison aux récepteurs des régions Fc (pour 

« fragment crystallizable region »). Il existe deux types de chaînes légères : kappa (κ) et lambda 

(λ) pouvant s’associer à 5 classes de chaînes lourdes mu (μ), delta (δ), gamma (γ), epsilon (ε), 

alpha (α) correspondant respectivement aux classes d’Ig suivantes : IgM, IgD, IgG, IgE et IgA. 



Figure 1 : Structure des immunoglobulines.

Exemple d’une IgG constituée de 2 chaînes lourdes (bleu), comprenant un domaine variable (VH) 
et 3 domaines constants (CH1, CH2 et CH3) et de 2 chaînes légères (rouge), comprenant un 
domaine variable (VL) et un seul domaine constant (CL). Les domaines CH1et CH2 sont séparés 
par la région charnière permettant l’association des 2 chaînes lourdes par formation de ponts 
disulfures. Les régions V (H+L) contiennent trois régions hypervariables nommées CDR 1 à 3 (« 
Complementary determining region »).

Région variable
site de liaison à 

l’antigène

Région constante
propriétés effectrices

2 chaînes légères IgL
identiques (κ ou λ )

2 chaînes lourdes IgH
identiques

Région charnière

CH2

CH3

- S       S -
- S       S -

Ponts disulfures

CDRs 1, 2 et 3

CH2

CH3
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La classe IgG est divisée en 4 sous-classes : IgG1, IgG2a, IgG2b et IgG3 chez la souris et IgG1, 

IgG2, IgG3 et IgG4 chez l’homme. La classe IgA en 2 sous-classes : IgA1 et IgA2 chez 

l’homme. Les chaînes lourdes comportent, selon l’isotype, 3 à 4 domaines CH1, CH2, CH3 et 

CH4 (Rauta et al., 2012).  

La structure tertiaire du domaine V est maintenue par quatre régions conservées : les régions 

d’armature ou « framework regions » (FR1, FR2, FR3 et FR4). Ces régions sont intercalées 

avec 3 régions de 5 à 10 acides aminés hypervariables : les régions déterminant la 

complémentarité avec l’Ag: CDR1, CDR2 et CDR3 (« complementarity determining region ») 

(Figure 1). Ces dernières forment en association des 2 chaînes (H et L) le paratope 

complémentaire de l’épitope ou motif antigénique. En amont de cette partie variable, une 

séquence de 60 à 90 nucléotides code un peptide signal L (L pour « Leader ») qui est ensuite 

clivé par la signal peptidase. Les parties 5’ (L-part1) et 3’ (L-part2) de la séquence L sont 

respectivement situées sur les exons L et V. Ce peptide signal est impliqué dans la synthèse et 

l’adressage des Ig dans les différents compartiments cellulaires. 

 

Le locus IGH est situé sur le chromosome 14 en 14q32 chez l’homme (chromosome 12 chez 

la souris) où il s’étend sur 1250 kb. Dans sa configuration germinale, le locus IGH contient un 

grand nombre de segments géniques VH (Variables), DH (Diversité) et JH (Jonction) (Figure 

2A). La recombinaison aléatoire de ces segments forme l’exon V. Le locus IGH est constitué 

de 170 à 176 gènes et comprend 123-129 segments variables (dont seulement 38-46 

fonctionnels) répartis en 7 sous-groupes de IGHV1 à IGHV7 avec une représentation très 

importante des groupes V3 et V4, 27 segments de diversité (dont 23 fonctionnels), 9 segments 

de jonction (dont 6 fonctionnels) ainsi que 11 gènes constants (CH) (dont 9 fonctionnels), dont 

les différents isotypes sont répartis selon l’ordre suivant : μ, δ, γ3, γ1, α1, γ2, γ4, ε, α2. Chaque 

gène constant est composé d’exons CH (CH1 à CH4) codant les domaines structuraux de la 

partie constante, d’exons H (Hinge : H1 à H4) codant la région charnière des IgG et IgA, et 

d’exons de membrane (M1 et M2) codant la région transmembranaire et intracytoplasmique 

des Ig de surface. L’élimination des exons M1 et M2, suite à l’utilisation d’un site de poly-

adénylation (poly-A) alternatif en amont, permet le passage de la forme membranaire à la forme 

sécrétée des Ig (Croce et al., 1979; Johnston et al., 2006; M. P. Lefranc, 2001; M.-P. Lefranc, 

2001). 

  



Figure 2 : Organisation des gènes d’Ig.

A. Représentation simplifiée du locus IgH humain (chromosome 14) comprenant de multiples segments variables
VH (gris), DH (gris clair) et JH (blanc) et, en 3’, des gènes constants fonctionnels (bleu) et non fonctionnels (bleu
clair). Les ellipses (bleu) précédant les gènes constants représentent les régions « switch » impliquées dans le
processus de commutation isotypique. (a1) Structure des segments VH comprenant une séquence leader située en
5’ (L1 : L-part1) et dans l’exon VH (L2 : L-part2).(a2) Structure d’un gène constant Cγ1 comprenant les exons
CH1, H (« Hinge » ou charnière), CH2 et CH3. La région S (orange) code la forme sécrétée des Ig tandis que les
exons de membrane M1 et M2 (orange) codent leur forme membranaire.
B. Le locus Igκ humain (chromosome 2) comprend des segments Vκ (gris), Jκ (blanc) et un seul gène constant Cκ
(rouge).
C. Le locus Igλ humain (chromosome 22) comprend des segments Vλ (gris) situés en 5’ et, en 3’, des segments Jλ
(blanc) suivi d’un gène constant Cλ (rouge) correspondant.

Vλ

B. Locus Igκ hs (chromosome 2)

5’ 3’

A. Locus IgH hs (chromosome 14)

VH JHDH

µ δ φγ γ2 γ4 ε

Région 2 CH

5’ 3’γ3 γ1 φε α1

CH1 CH2 CH3 S M2H

Région 1 CH

5’ 3’

α2

L2 VHnL15’ 3’ M1

C. Locus Igλ hs (chromosome 22)

Vκ Jκ Cκ

5’ 3’

Jλ1 Cλ1 Jλ2 Cλ2 Jλ7 Cλ7
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Le locus IGK est situé sur le chromosome 2 en 2p11.2 chez l’homme où il s’étend sur 1820 

kb (Figure 2B). Il possède 82 gènes avec 76 segments variables IGKV (dont 31-35 

fonctionnels) regroupés en 5 sous-familles, 5 segments de jonctions IGKJ tous fonctionnels et 

un segment unique constant IGKC. Chez la souris, le locus Igk est situé sur le chromosome 6 

et s’étend sur 3,2Mb. Il comporte 161 segments variables Vκ (dont 91-92 fonctionnels) et 5 

segments de jonction Jκ (dont 1 non fonctionnel). La région constante Cκ est codée par un seul 

segment constant Cκ. Les segments Vκ sont positionnés dans le même sens ou dans le sens 

inverse des segments Jκ-Cκ. 

 

Le locus IGL (Igλ) est situé sur le chromosome 22 en 22q11.2 chez l’homme et s’étend sur 

1050 kb (Figure 2C). Il possède au total 87-96 gènes avec 73-74 segments variables Vλ (dont 

29-33 fonctionnels), 7-11 segments de jonction Jλ (dont 4-5* fonctionnels : Jλ1, Jλ2, Jλ3, Jλ6* 

et Jλ7) et 7-11 segments constants Cλ (dont 4-5 fonctionnels). Les segments Vλ se répartissent 

en 10 sous-familles avec une distribution assez homogène du nombre de gènes entre les sous-

familles Vλ1,2,3,4 et 5. Le locus Igλ a la particularité d’avoir un couplage des segments Jλ avec 

les segments Cλ correspondants. Le locus Igλ murin (chromosome 16) est plus petit (200 kb) 

et génère une diversité limitée. Il est formé de 2 clusters adjacents VJCλ : V2V3-J2C2 et V1-

J3C3J4C4. Chez l’homme environ 40% des LB expriment une Igλ, alors que cet isotype ne 

représente qu’environ 5% du répertoire des Ig chez la souris (Aoki-Ota et al., 2012). 

 Le développement B précoce  

L’ontogénie B débute dans le foie fœtal et se poursuit après la naissance dans la moelle 

osseuse (Figure 3). Les LB dérivent de cellules pluripotentes nommées cellules souches 

hématopoïétiques (HSC) qui se différencient d’abord en progéniteurs multipotents (MPP) puis 

en précurseurs lymphoïdes communs (CLP) qui seront à l’origine des LB, LT et des 

lymphocytes NK. L’engagement dans le lignage B s‘accompagne de réarrangements géniques 

séquentiels des segments V, D et J conduisant à l’expression d’un BCR à la surface des LB 

immatures. L’assemblage combinatoire des multiples segments et l’imprécision des jonctions 

V(D)J sont à l’origine de la très grande diversité du répertoire primaire des Ig, leur permettant 

de reconnaître une multitude d’Ag. Néanmoins, cette imprécision de jonction aboutit à la 

formation fréquente de réarrangements V(D)J non productifs (VDJ- et/ou VJ-), présentant un 

décalage du cadre de lecture. Au cours de cette maturation, les précurseurs B  

  



Figure 3 : Les principales étapes du développement lymphocytaire B.

Les lymphocytes B (LB) sont issus de cellules pluripotentes nommées cellules souches hématopoïétiques qui se
différencient en progéniteurs multipotents puis en précurseurs lymphoïdes communs, à l’origine des LB, LT (pour
Lymphocytes T) et des lymphocytes NK (pour « Natural Killer »). Dans la moelle osseuse, le processus de
recombinaisons V(D)J ponctue les étapes précoces du développement B. Cette phase indépendante de l'antigène
débute au locus des chaînes lourdes d’Ig (IgH) par réarrangements des segments DH vers JH au stade pro-B, et se
poursuit par une recombinaison VH vers DJH. Au stade pré-B, l’expression de chaînes Igµ codées par un
réarrangement VDJ fonctionnel permet de former le récepteur des cellules pré-B (pré-BCR), par association avec les
pseudo-chaînes légères λ5 et V-préB. La signalisation en aval du pré-BCR induit plusieurs cycles de prolifération,
puis les clones B sélectionnés subissent des réarrangements V vers J au niveau des chaînes légères (IgL), au stade de
cellules « small pré-B ». Un réarrangement VJ fonctionnel permet alors l'expression d'un BCR à la surface des
cellules B immatures qui migrent ensuite à travers de la circulation sanguine pour terminer leur maturation dans les
organes lymphoïdes secondaires. La stimulation antigénique des cellules B matures conduit le plus souvent à leur
prolifération intense dans les centres germinatifs (GC). Au sein des GC, les LB peuvent encore modifier leur BCR par
hypermutations somatiques (SHM) ou commutation de classe (CSR) puis se différencier en cellules B mémoire ou en
plasmocytes (PC). Les PC peuvent alors migrer dans la moelle osseuse pour y survire durant plusieurs années au sein
de « niches ».
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subissent des étapes de sélections positives ou négatives permettant de contrôler l’assemblage 

et l’absence d’autoréactivité du BCR. 

 Mécanismes impliqués dans les recombinaisons V(D)J 

Le processus de recombinaisons V(D)J permet de générer un répertoire primaire d’Ig 

hautement diversifié à partir d’un nombre limité de gènes (Tonegawa, 1983). La formation de 

l’exon variable s’effectue par assemblage des segments V, D et J pour les chaînes lourdes, et 

seulement V et J pour les chaînes légères (Figures 4A) (pour revue Roth, 2014). 

Ces remaniements géniques reposent sur la génération de cassures double brins (DSBs pour 

« double strand break ») sous l’action des endonucléases RAG-1 et RAG-2 (pour 

« recombination activating genes ») exprimées seulement dans les lymphocytes (pour revue 

Teng and Schatz, 2015) et des protéines ubiquitaires HMGB1/2 (pour « high mobility group 

box1/2 ») qui participent à la reconnaissance des séquences signal de recombinaisons hautement 

conservées RSS (pour « recombination signal sequences ») (Little et al., 2013; Thwaites et al., 

2019). Les RSS sont positionnées en 3’ de chaque segment V, en 5’ de chaque segment J et de 

part et d’autre des segments D (Leu and Schatz, 1995). Ces séquences sont composées de deux 

motifs hautement conservés : un nonamère riche en A (9 nt : ACAAAAACC) et un heptamère 

(7nt : CACAGTG) séparés par un enchaînement de 12 (12RSS) ou 23 (23RSS) nucléotides 

(Tonegawa, 1983) (Figure 4B). Selon la règle « 12-23 », les recombinaisons V(D)J se 

produisent uniquement entre des séquences 12RSS et 23RSS, permettant ainsi des 

réarrangements ordonnés (par exemple : D vers J puis V vers DJ au locus IGH) tout en évitant 

des recombinaisons anarchiques. 

Le rapprochement des RSS12/23 sous forme d’une synapse va catalyser les DSBs et la 

formation de deux types d’extrémités : une structure en épingle à cheveux sur les segments à 

joindre et des extrémités franches au niveau des RSS (Figure 5). Puis, le recrutement de 

KU70/KU80 permet de protéger les extrémités jusqu’à la mise en place d’une voie de réponse 

aux dommages à l’ADN dépendante d’ATM (pour « ataxia telangiectasia mutated ») 

(McBlane et al., 1995; Schatz and Spanopoulou, 2005). La seconde phase du mécanisme de 

recombinaison V(D)J repose sur la jonction des DSBs par la voie de réparation des extrémités 

non homologues (NHEJ pour « non homologous end joining ») (Weterings and Chen, 2008). 

Ce processus de réparation fait intervenir plusieurs protéines comme DNA-PKcs (pour « DNA 

dependant protein kinase catalytic subunit »), XRCC4 (pour « x-ray repair cross- 

complementing protein 4 »), DNA ligase-IV, Artemis, Cernunnos et le complexe KU70/KU80 



Figure 4 : Réarrangements V(D)J ordonnés au locus IgH.

A. Recombinaison aléatoire entre un segment DH (gris clair) et JH (blanc), suivie de l’assemblage avec un
segment VH (gris foncé).
B. Les séquences servant de signaux de recombinaison (RSS : triangle noir) sont hautement conservées, et
formées d’un heptamère (CACAGTG) et d’un nonamère (ACAAAAACC), séparés par des séquences moins
conservées de 12 ou 23 paires de bases nommées espaceurs (ou « spacers »). La règle 12/23 implique que les
recombinaisons ne peuvent intervenir qu’entre des RSS contenant des « spacers » de tailles différentes,
empêchant ainsi des réarrangements directs de VH vers JH (D’après Dudley et al., 2005).
(RAG: « recombination activating genes »; DDR: DNA damage response », NHEJ: Non-homologous end
joining)
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déjà présent (Yunmei Ma et al., 2002; Schlissel, 2002). Même si les mêmes voies de réparation 

sont impliquées, les deux types d’extrémités seront prises en charge différemment. La jonction 

des extrémités franches au niveau des RSS produit des épisomes rapidement dégradés, tandis 

que les extrémités codantes peuvent subir des modifications de séquences lors de la réparation, 

avec l’insertion ou la délétion de nucléotides. Une cassure asymétrique de l’épingle à cheveux 

va permettre des insertions de nucléotides P (pour « Palindromic ») sur le brin court par 

complémentarité au brin long opposé et former de courtes séquences palindromiques (Lafaille 

et al., 1989; Lewis, 1994; McCormack et al., 1989). En parallèle, des nucléotides N (pour « non 

germline nucleotide ») vont être introduits de manière aléatoire par l’enzyme TdT (pour 

« terminal deoxynucleotidyl transferase ») aux extrémités des régions codantes. Cet ajout, 

n’excédant jamais plus d’une dizaine de nucléotides (Alt and Baltimore, 1982; Roth et al., 

1989), augmente considérablement la diversité des jonctions CDR3 des exons variables de 

chaînes lourdes d’Ig. En revanche, la TdT étant faiblement exprimée au stade pré-B, les 

jonctions CDR3 des exons variables de chaînes légères ne présentent peu ou pas d’insertions 

N. 

 Recombinaisons V(D)J séquentielles et phénomène d’exclusion allélique 

Le phénomène d’exclusion allélique est une étape clef dans la génération du répertoire 

primaire des Ig et permet l’expression de BCR uniques à la surface des cellules B. En accord 

avec la théorie de la sélection clonale émise par Burnet, les cellules B exprimant un récepteur 

de spécificité antigénique unique, le plus souvent dépourvu d’auto-réactivité, pourront être 

sélectionnées positivement et subir des étapes d’amplification clonale (Burnet, 1959). 

Au stade pro-B précoce, le processus ordonné de recombinaisons V(D)J débute par des 

jonctions bi-alléliques de segments DH et JH au locus IgH (Alt et al., 1981, 1984; Ehlich et al., 

1994, 1993; ten Boekel et al., 1995) (cf Annexe 2 Figure 1). Cette étape est suivie par une 

recombinaison monoallélique d’un segment VH sur le segment réarrangé DJ pour générer un 

exon variable VDJ. Dans environ deux tiers des cas, l’imprécision des jonctions CDR3 aboutit 

à un réarrangement non fonctionnel présentant un décalage du cadre de lecture (Mostoslavsky 

et al., 2004). En revanche, un réarrangement VDJ productif codant une chaîne lourde µ 

fonctionnelle (µHC pour « µ Heavy Chain ») capable de s’apparier avec une pseudo-chaîne 

légère, formée des polypeptides invariants VpréB et λ5, marque la fin du stade pro-B et l’entrée 

au stade pré-B (pour revue Winkler and Mårtensson, 2018). En effet, le complexe formé de  

 



Figure 5 : Introduction et résolution des cassures double-brins induites par le complexe protéique RAG.

Phase 1 : le complexe composé de RAG-1, RAG-2 et HMGB1 se fixe au niveau des séquences RSS pour
former une « synapse » et introduire les cassures double-brins (DSBs), générant ainsi des extrémités en épingle
à cheveux (dites « codantes ») et à bouts francs (dites « signal »). Phase 2 : jonction des DSBs par la voie de
réparation NHEJ. Encart à droite : après l’action du complexe RAG et la génération d’une cassure simple brin,
le groupement 3’ hydroxyle (3’OH) libre à l’extrémité du brin codant attaque le groupement phosphate sur le
brin opposé par une réaction de transestérification (D’après Schatz and Ji, 2011).
(RSS: Recombination Signal Sequence; RAG: Recombination Activating Genes; HMGB1: High Mobility Group
Protein B1; NHEJ: Non Homologous End Joining; TdT: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase)



18 

 

HCµ, VpréB et λ5 permet la formation du pré-BCR qui, en association avec Igα/Igβ à la 

membrane, stimule une étape de prolifération intense. De manière concomitante à cette 

expansion clonale, le signal pré-BCR réprime l’expression des enzymes RAG pour inhiber les 

réarrangements, et en particulier, la recombinaison VH vers DJH sur le second allèle (Jung et al., 

2006; Kudo et al., 1987). En revanche, lorsque le réarrangement sur le premier allèle IgH est 

non-productif, l’absence d’expression du pré-BCR et la persistance de RAG autorisent les 

jonctions VH vers DJH sur le second allèle. Si ce réarrangement n’est toujours pas productif, 

l’absence des signaux de survie du pré-BCR conduit à l’élimination des cellules par apoptose 

(Alt et al., 1984; Ehlich et al., 1993; Rajewsky, 1996). A l’inverse, un réarrangement productif 

sur le second allèle permet l’expression d’un pré-BCR et l’amplification clonale de cellules pré-

B présentant des recombinaisons bi-alléliques (VDJ-/VDJ+) au locus IgH (Ehlich et al., 1994; 

ten Boekel et al., 1995). On estime qu’environ 40-50% des LB présentent cette configuration 

aboutissant à une transcription importante d’allèles IgH non-productifs (VDJ-) pris en charge 

par des mécanismes de surveillance des ARN comme le NMD (« nonsense-mediated mRNA 

decay ») (voir § III.4) (Chemin et al., 2010; Daly et al., 2007; Tinguely et al., 2012; pour revue 

Lambert et al., 2020, 2019). 

L’expression transitoire du pré-BCR joue un rôle crucial dans la sélection positive des 

cellules pré-B. En effet, le signal pré-BCR active la prolifération des cellules pré-B (stade 

« large pre-B ») tout en induisant une diminution de l’expression de RAG et des gènes Vpré-

B/λ5 (Parker et al., 2005). Ce rétrocontrôle négatif menant à la baisse d’expression du pré-BCR 

s’accentue à chaque division cellulaire et aboutit à un arrêt de prolifération au stade « small 

pre-B ». La réexpression des enzymes RAG déclenche alors les réarrangements VL-JL sur les 

loci de chaînes légères (Reth and Nielsen, 2014). Les réarrangements des chaînes légères se 

produisent dans un premier temps sur le locus Igκ, sur les deux allèles séquentiellement, puis 

sur le locus Igλ si les premiers s’avèrent non productifs. Une chaîne légère Igκ fonctionnelle, 

codée par un réarrangement VL-JL productif, pourra s’associer avec la chaîne µ et permettre 

l’expression d’un BCR de classe IgM à la surface des cellules B immatures. Le signal BCR 

induit un rétrocontrôle semblable à celui décrit précédemment pour le pré-BCR aboutissant à 

la diminution de l’expression de RAG et à l’arrêt des recombinaisons. En revanche, si le premier 

réarrangement d’un allèle Igκ n’a pas été productif, l’absence de signalisation BCR autorise des 

réarrangements successifs, notamment sur le deuxième allèle Igκ. Si celui-ci n’aboutit toujours 

pas à un réarrangement fonctionnel, alors les recombinaisons VJ s’effectuent selon le même 

principe au locus Igλ. Cette accessibilité séquentielle (ou exclusion isotypique) permet 



19 

 

l’expression d’un seul type de chaînes légères, Igκ ou Igλ (Gorman and Alt, 1998; Jung et al., 

2006; Mostoslavsky et al., 2004). 

Les cellules B immatures exprimant un BCR de classe IgM subissent également un contrôle 

très strict visant à limiter l’apparition de récepteurs auto-réactifs. Nemazee avait d’ailleurs 

estimé que plus de la moitié des BCR à ce stade de maturation étaient capables de reconnaître 

des auto-antigènes (Nemazee, 1995). Lors de ce point de contrôle, un sauvetage nommé édition 

du BCR (ou « receptor editing ») peut être mis en place pour modifier la chaîne légère (Gay et 

al., 1993; Novobrantseva et al., 2005; Prak and Weigert, 1995; Radic et al., 1993; Tiegs et al., 

1993). Ce processus a été abondamment étudié pour les gènes de chaînes légères Igk (Figure 

6). L’exon variable (VJκ) préalablement établi peut être remplacé en joignant un segment Vκ 

en amont à un segment Jκ en aval. Les cellules auto-réactives peuvent aussi subir un 

réarrangement conduisant à l’inactivation du locus Igk par délétion du gène constant (Ck) et 

des activateurs transcriptionnels (iEk et 3’Ek), en utilisant des séquences « kappa-RS » (RS 

pour « recombining sequence ») dont le site KDE (kappa-deleting element) situé en 3’ du locus. 

Cette situation autorise alors des réarrangements du second allèle Igκ ou du locus Igλ comme 

dernière tentative pour permettre d’exprimer un BCR non auto-réactif (Edry and Melamed, 

2004). Si ce processus s’avère encore infructueux, la cellule B est éliminée par apoptose ou 

inactivée par un processus d’anergie (Niiro and Clark, 2002).  

A ce stade, ponctuant la génération du répertoire primaire des Ig dans la moelle osseuse, les 

LB immatures expriment un BCR de classe IgM. Un épissage alternatif des transcrits de chaînes 

lourdes permet ensuite la co-expression d’IgM et IgD de même spécificité antigénique à la 

surface, donnant naissance aux cellules B matures transitionnelles qui vont quitter la moelle 

osseuse pour poursuivre leur développement dans les organes lymphoïdes secondaires. 

 Le développement B tardif : les cellules B matures 

Au sein des organes lymphoïdes secondaires (rate, ganglions, plaques de Peyer …), les 

cellules B transitionnelles dites « naïves » vis-à-vis de la rencontre avec un Ag sont 

caractérisées par l’expression de marqueurs de surface comme IgM, IgD, mais également CD93 

(récepteur de C1q ; composante du complément) et CD24 (glycoprotéine membranaire 

impliquée dans la transduction de signaux de différenciation et de croissance) (Allman et al., 

2001; Chen and Cerutti, 2011). Une caractérisation plus fine des cellules B transitionnelles 

permet de distinguer 3 sous-populations : les cellules B transitionnelles de type 1 (T1 : 

IgMHighIgDlowCD21-CD23-) et 2 (T2 : IgMHighIgDhighCD21+CD23+). 
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Figure 6 : Mécanisme d’édition du BCR (ou « Receptor Editing ») au locus Igκ.

La partie haute montre la configuration germinale du locus Ig kappa avec les segments Vκ (gris) et
Jκ (blanc), flanqués respectivement de séquences RSS 23 et 12 (triangle noir). Le site « kde »
(kappa-deleting element) est également représenté (rose) en 3’ de l’exon constant Cκ (rouge). Les
réarrangements secondaires permettent de remplacer certains réarrangements primaires aboutissant
à l’expression de BCR non-fonctionnels ou autoréactifs. L’exemple présent montre le
remplacement d’un réarrangement Vκ2Jκ2 par une jonction Vκ4Jκ5. En dernier recours, le locus
peut être inactivé par la recombinaison kde qui supprime l’exon constant Cκ et les activateurs
transcriptionnels du Igκ (D’après Nemazee, 2017).
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Les cellules de type 3 (T3) moins décrites sont anergiques et non proliférantes.  

Le CD21 correspond au récepteur du complément C3d et le CD23 au récepteur II du fragment 

Fcε (Allman et al., 2001; Chung et al., 2002; Merrell et al., 2006). La maturation des cellules 

T2 est étroitement liée au signal BCR et permet leur différenciation en cellules B2 

conventionnelles de type folliculaire (FO pour « follicular B Cells ») ou de la zone marginale 

(MZ pour « marginal zone B cells »). Les T2 acquièrent progressivement une résistance à 

l’apoptose et une capacité de prolifération en réponse à une stimulation par le BCR (Srivastava 

et al., 2005; Su et al., 2004).  

 Les cellules B1 

Les cellules B1 constituent un lignage distinct et ne représentent que 5% des cellules B 

totales. Elles produisent principalement des anticorps naturels poly-réactifs de classe IgM et 

sont essentiellement localisées dans les cavités pleurales et péritonéales, où elles représentent 

30 à 60% de la population des cellules B. En revanche, elles sont quasiment absentes des 

ganglions lymphatiques et de la rate (0.2 à 1% des LB totaux) (Baumgarth, 2016, 2013; Martin 

and Kearney, 2001). Les cellules B-1 IgMHigh (IgDlow) expriment le marqueur de surface 

spécifique CD11b (ou ITGAM). De plus, on distingue deux catégories de cellules B1 : les B1a 

CD5+ et les B1b CD5- (Haas, 2015). 

 Les cellules B2 

Les cellules B2 conventionnelles se scindent en deux sous-catégories : 

 

- les cellules B MZ qui représentent 5 à 10% des cellules B de la rate et se localisent 

dans la zone marginale à l’interface de la pulpe blanche et rouge (Cerutti et al., 2013) 

(Figures 7A). Elles possèdent des fonctions et des caractéristiques similaires aux 

cellules B1, avec l’expression d’un BCR peu diversifié capable de reconnaître des 

motifs partagés par différents micro-organismes (poly-réactivité) mais également 

des antigènes du soi (Pillai et al., 2005). Elles sont ainsi capables de reconnaître des 

PAMP (motifs moléculaires associés aux pathogènes : PAMP pour « pathogen-

associated molecular pattern ») ou des débris de cellules apoptotiques DAMP (pour 

« damage-associated molecular pattern ») (Martin and Kearney, 2002; Pillai and 

Cariappa, 2009). 



Figure 7 : Localisation des LB spléniques et réaction du centre germinatif.

A. Localisation des différents types de cellules B dans la rate : la rate contient une gaine lymphoïde
périartériolaire (PALS: Periarterial Lymphatic Sheaths), correspondant à la pulpe blanche où sont positionnées
les cellules B de la zone folliculaire (FO). Les cellules B de la zone marginale (MZ) se situent à la jonction de
la pulpe rouge et de la pulpe blanche. Cette zone est séparée de la pulpe blanche par le sinus marginal formé
par une branche terminale de l’artère centrale. MZP: précurseurs de la zone marginale (Extrait de Pillai and
Cariappa, 2009).

B. Après activation par un antigène, les cellules B naïves peuvent poursuivre leur maturation au sein de centres
germinatifs. La population appelée « centroblastes » prolifère intensément dans la zone sombre (DZ : « dark
zone » ; bleu foncé) où se produit également le processus de SHM. Ces cellules deviennent ensuite des «
centrocytes » après migration dans la zone claire (LZ : light zone ; bleu clair). Dans la LZ, leur affinité pour
l’antigène sera testée avec l’aide des TFH (T follicular Helper) et des FDC (Follicular Dendritic Cells). Le
mécanisme de CSR se déroule également dans la LZ. A noter que des retours dans la DZ permettent
d’effectuer de nouveaux cycles de prolifération/SHM. Après sélection positive des cellules B les plus affines
pour l’Ag, les centrocytes se différencient en plasmocytes ou en cellules B mémoire (Extrait de Basso and
Dalla-Favera, 2015).

A.

B.
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Ces cellules expriment également des TLR (pour « toll like receptor ») capables de 

reconnaître des motifs antigéniques d’origines bactériennes tels que les 

lipopolysaccharides (LPS) ou des séquences d’ADN type CpG (Genestier et al., 

2007; Rubtsov et al., 2008). Les LB MZ participent essentiellement à la réponse 

immune T-indépendante et leur activation, via leur BCR ou les TLR, induit une 

différenciation en plasmocytes à courte durée de vie, sécréteurs d’anticorps de faible 

affinité de type IgM. 

 

- Les cellules B FO représentent la majorité des cellules B spléniques et des ganglions 

lymphatiques. Elles sont localisées au niveau de la pulpe blanche des follicules 

(Pillai and Cariappa, 2009) (Figures 7A). Ces cellules ont une durée de vie assez 

longue avec une demi-vie d’environ 5 mois chez la souris (Förster and Rajewsky, 

1990). Elles se caractérisent par une expression de CD23 forte et de CD21 faible. 

Après une rencontre avec un Ag, ces cellules B FO sont à l’origine des réponses 

immunes T-dépendantes qui vont entraîner la formation d’un centre germinatif GC 

(pour « germinal center »), foyer de prolifération intense et d’interactions soutenues 

entre les LB et les cellules TfH (pour « lymphocytes t follicular helper ») (Good-

Jacobson and Tarlinton, 2012; Okada and Cyster, 2006; Qi et al., 2008). Au sein des 

GC, les cellules B vont subir de nouveaux remaniements de leurs gènes d’Ig, par 

deux mécanismes distincts appelés hypermutation somatique (SHM pour « somatic 

hypermutation ») et commutation isotypique (CSR pour « class switch 

recombination »), puis se différencier en cellules B mémoires ou en plasmocytes. 

 Réaction du centre germinatif et remaniements secondaires des 

gènes d’Ig 

Les GC sont divisés en deux compartiments fonctionnellement et histologiquement 

différents : la zone sombre (DZ pour « Dark Zone »), siège de prolifération intense des 

centroblastes et du mécanisme de SHM qui consiste à introduire des mutations au niveau des 

exons variables afin d’améliorer l’affinité des Ig vis-à-vis d’un Ag (Di Noia and Neuberger, 

2007), et la zone claire (LZ pour « Light Zone ») où se déroule le mécanisme de CSR suivi de 

la différenciation des centrocytes en cellules B mémoires ou en plasmocytes (Figures 7B) 

(Chaudhuri et al., 2007; Chaudhuri and Alt, 2004). La CSR provoque le remplacement du 

domaine constant des chaînes lourdes afin de modifier les propriétés effectrices des Ig. 
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Figure 8 : Motifs reconnus par AID et profil d’hypermutations somatiques.

A. Motifs préférentiels permettant une déamination des résidus cytosines (C) en uracile par l’enzyme AID, lors
des processus de SHM (gauche) et de CSR (droite). Ces séquences consensus d’ADN (nommés « points chauds
» ou « hotspots ») présentent le motif WRCY (W=A/T ; R=A/G ; Y=T/C).
B. Au locus IgH, les régions switch contiennent une densité très importante du motif AGCT, souvent répété en
tandem (région donneuse Sµ représentée). La fréquence de mutations induites par AID est indiquée en jaune.
Pour la SHM, l’introduction de mutations ponctuelles débute ~120 pb en aval du site d’initiation de la
transcription et s’étend sur plus de 1 kpb. Afin d’améliorer l’affinité des Ig, les exons variables réarrangés des
chaînes lourdes (IgH) et légères (non montrées) sont soumis à un taux élevé de mutations ponctuelles, au niveau
des régions CDR1, 2 et 3 impliquées dans la reconnaissance des motifs antigéniques. A l’inverse, les SHM sont
peu fréquentes au niveau des activateurs transcriptionnels (Eµ ou Eκ) et des régions constantes (Adapté de Peled
et al., 2008). (L; Leader; Sµ: Switch µ)
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Les mécanismes de SHM et CSR sont dépendants de la transcription et reposent sur l’action de 

l’enzyme AID (pour « activation-induced deaminase), une protéine de 26 kDa codée par le 

gène Aicda appartenant à la famille des déaminases APOBEC (pour « Apolipoprotein B mRNA 

editing catalytic polypeptide-like ») (Muramatsu et al., 2000, 1999; Revy et al., 2000).  

Au sein du GC, les LB subissent une sélection positive qui repose sur la capacité du BCR à 

reconnaître l’Ag. En effet, seules les cellules exprimant un BCR de haute affinité pourront 

interagir efficacement avec les FDC (pour « follicular dendritic cells ») qui présentent l’Ag à 

leur surface sous forme de complexes immuns (Ac-Ag) fixés sur le récepteur au complément 

(CR1), et recevoir ainsi des signaux de survie par l’intermédiaire des molécules BAFF (pour 

« b-cell activating factor »). L’internalisation de l’Ag permet ensuite aux LB de se comporter 

comme des cellules présentatrices d’antigène (CPA) et d’interagir avec des LT CD4+ de type 

Tfh qui expriment un TCR spécifique du complexe peptide antigénique/CMH II. Les Tfh 

fournissent à leur tour des signaux de survie/prolifération et de différenciation aux LB (e.g. 

liaison CD40/CD40L) (Fazilleau et al., 2009; Ma et al., 2012). En revanche, les LB exprimant 

un BCR de faible affinité ne recevront pas suffisamment de signaux de survie et seront éliminés 

par apoptose (Victora and Nussenzweig, 2012). En effet, les cellules B du GC expriment le 

récepteur pro-apoptotique FAS (CD95) permettant d’accroître leur engagement vers un 

processus apoptotique en absence de signaux de survie (Krammer, 2000; Naito et al., 2007; 

Wajant, 2002). Enfin, de nombreuses études ont révélé la structure dynamique du GC avec des 

migrations interzones autorisant plusieurs cycles de SHM afin de sélectionner des clones B 

exprimant des BCR de très forte affinité (pour revue De Silva and Klein, 2015; Ise and 

Kurosaki, 2019; Victora et al., 2010). 

 L’hypermutation somatique : SHM 

Les SHM sont introduites au niveau des exons variables (V) principalement dans les CDRs. 

La fréquence de ces mutations touchant les exons V est de l’ordre de 10/1000pb, alors qu’elle 

est quasiment nulle au niveau des gènes constants (Figures 8) (pour revue Seki et al., 2005). 

Sur le plan mécanistique, AID catalyse la déamination d’une cytosine (C) en uracile (U) sur 

l’ADN au niveau de points chauds (« hotspots ») présentant le motif WRCY (W=A/T ; R=A/G ; 

Y=T/C) (Dörner et al., 1998; Hwang et al., 2015). Le mésappariement de base U:G est ensuite 

pris en charge selon différents mécanismes de réparation (Figure 9) :  

  



Figure 9 : Les différentes voies impliquées dans la prise en charge des mésappariements G:U durant
la SHM.

AID initie le processus de SHM par déamination des cytosines sur un brin d’ADN, conduisant à
l’apparition d’un résidu uracile U et donnant lieu à un mésappariement G:U. Des mutations de type
transition peuvent ainsi apparaître après une étape de réplication (gauche). La voie BER (Base Excision
Repair) (centre) fait intervenir l’enzyme UNG qui excise la base dU, créant un site abasique qui sera
comblé par des polymérases infidèles (notamment REV1). Lors d’une prise en charge par la voie MMR
(MisMatch Repair), le complexe MSH2/MSH6 et l’exonucléase EXO1 assure l’excision d’une portion du
brin contenant le mésappariement. Des polymérases infidèles synthétisent alors un nouveau brin (Extrait
de Peled et al., 2008).
(UNG: Uracil DNA-Glycosylase; EXO1: Exonuclease 1; MSH: Homologue of Escherichia coli MutS;
Polɳ: Polymerase (DNA-directed)- ɳ; PCNA: proliferating cell nuclear antigen)



27 

 

 

- Les uraciles générées peuvent être ignorées et considérées comme des thymines lors 

de la réplication par l’ADN polymérase, aboutissant à des mutations C/T de type 

transition (Neuberger et al., 2005). 

- Les uraciles peuvent également être excisées par l’enzyme UNG (pour « uracil 

DNA-glycosylase »), créant un site abasique pris en charge par la voie BER (pour 

« base excision repair »). La voie BER met en jeu les endonucléases APE1 ou APE2 

(pour « apuriniques/apyrimidiques endonucleases ») qui clivent l’ADN en 5’ du site 

abasique créant ainsi une cassure ADN simple brin (Hwang et al., 2015; Masani et 

al., 2013). Des ADN polymérases infidèles telles que REV1, pol β, pol η insèrent 

ensuite une base A, C, T ou G à la place du U aboutissant à des mutations de type 

transversion ou transition (Bahjat and Guikema, 2017; Pérez-Durán et al., 2012; 

Rada et al., 2002).  

- Le mésappariement peut également être reconnu par la machinerie de réparation 

MMR (pour « mismatch repair ») faisant intervenir un hétérotétramère formé de 

MSH2/MSH6 (pour « mutS homologue 2&6 ») et MLH1/PMS2 (pour « mut 

homologue 1/ post meiotic segregation2 ») qui conduit au recrutement de 

l’exonucléase 1 (EXO1). Cette dernière va alors exciser l’uracile mais aussi les 

bases avoisinantes sur une longueur allant d’une dizaine de bases (« short patch 

MMR ») à plusieurs kilobases (« long patch MMR »), puis des polymérases infidèles 

(pol η) synthétisent un nouveau brin d’ADN en introduisant des mutations de type 

transition ou transversion (Hwang et al., 2015; Rada et al., 1998). 

 La commutation isotypique : CSR 

La commutation de classe permet aux LB d’exprimer une chaîne lourde différente de l’IgM 

(ou d’IgD) via un mécanisme de recombinaison somatique irréversible ne modifiant pas la 

spécificité antigénique (Figure 10). Le choix de l’isotype secondaire dépend essentiellement 

du stimulus et de l’environnement cytokinique auquel le LB est soumis (pour revue Kinoshita 

and Honjo, 2001). Par exemple, la stimulation des LB de souris par du LPS en absence de 

cytokine induit des événements de CSR vers les isotypes IgG3 et IgG2b, alors que l’addition 

d’IL4 stimule la CSR vers IgG1 et d’IgE (Chaudhuri et al., 2007; Hwang et al., 2015). D’autres 

cytokines comme le TGFβ (pour « transforming growth factor β ») ou l’interferon-γ (IFNγ)  

  



Figure 10 : La commutation isotypique (CSR) et ses multiples transcrits.

Représentation schématique du locus de IGH humain, illustrant un évènement de CSR entre les régions Sμ (« switch
donneuse » ; violet) et Sα1 (« switch acceptrice » : rouge), permettant la production d’IgA1 à la place d’IgM.
Les multiples sites d’initiation de la transcription sont indiqués par des flèches. La transcription des régions S
donnant naissance aux transcrits germinaux Iµ-Sµ-Cµ et Iα-Sα-Cα joue un rôle essentiel lors de la CSR, car elle
permet une ouverture de la chromatine nécessaire au recrutement d’AID et à l’introduction des cassures double-
brins (DSBs). Le rapprochement des deux régions S sous forme de synapse et leur jonction autorisent ensuite
l’expression du nouvel isotype. En parallèle, la réparation des DSBs génère un fragment d’ADN circulaire (« Switch
DNA circle ») contenant la région éliminée, située entre Sµ et Sα. La transcription initiée à partir des promoteurs I
peut se poursuivre après la CSR et ces transcrits non-codants « post-CSR » sont souvent analysés en tant
qu’indicateurs d’évènements de CSR. Enfin, la transcription initiée à partir du promoteur pVH est à l’origine des
nouveaux transcrits de chaînes lourdes VDJH-Cα1 (Extrait de Xu et al., 2012).
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orientent le mécanisme de CSR, respectivement vers les isotypes IgA et IgG2a (Stavnezer and 

Schrader, 2014; Vaidyanathan et al., 2014). 

 

Au locus IgH, toutes les régions constantes exceptée la région Cδ sont précédées de régions 

S (« switch ») composées de répétitions en tandem de séquences riches en G/C (pour revue 

Hwang et al., 2015). Les séquences S présentent des tailles comprises entre 1 kb et 12kb et des 

« hotspots » ciblées par AID (Dunnick et al., 1993). La commutation isotypique est la 

conséquence de DSBs au niveau de 2 régions S dites donneuses et acceptrices, et leur réparation 

conduisant à la suppression de l’ADN intermédiaire par formation d’un cercle d’excision 

(Iwasato et al., 1990; Matsuoka et al., 1990; von Schwedler et al., 1990).  

De nombreux travaux ont mis en évidence l’importance de l’orientation, de la longueur et 

du caractère répétitif des régions S (Khamlichi et al., 2004; Luby et al., 2001; Ph et al., 2008; 

Shinkura et al., 2003; Zarrin et al., 2005). En effet, la transcription de ces régions riches en G/C 

induit la formation de structures hybrides ADN-ARN très stables appelées « boucles R » (ou 

« R-loops »), permettant de rendre le brin d’ADN non-matrice accessible à AID (Chaudhuri et 

al., 2003; Roy et al., 2008). Le ralentissement de l’ARN pol II au niveau des régions S participe 

également au recrutement d’AID sur l’ADN par l’intermédiaire de la protéine SPT5 (Pavri et 

al., 2010). De plus, le complexe SPT5/ARN pol II favorise la terminaison de la transcription 

conduisant à la dégradation de l’ARN formant une R-loop par le RNA exosome et à l’apparition 

de DSBs par exposition du brin codant à l’action d’AID (X. Wang et al., 2014).  

Les DSBs sont ensuite reconnus par le complexe MRN (MRE11/RAD50/NBS1) qui se 

localise à la cassure et recrute ATM (pour « ataxia telangiectasia mutated) (Dinkelmann et al., 

2009) (Figure 11). ATM, ainsi activée, phosphoryle l’histone H2AX (pour « histone 2a family 

member X ») et la protéine 53BP1 (pour « p53-biding protein 1 ») pour aboutir à un complexe, 

foyer de réparation, qui stabilise les DSBs (Franco et al., 2006; Lähdesmäki et al., 2004; Reina-

San-Martin et al., 2004, 2003). La réparation des cassures et la jonction entre les deux régions 

S clivées font intervenir la voie de réparation C-NHEJ (pour « classical non-homologous end 

joining ») précédemment décrite lors des recombinaisons V(D)J, et impliquant de nombreuses 

protéines telles que Ku70, Ku80, DNA-PKcs, Cernunnos, XRCC4 et l’ADN ligase IV. Il existe 

cependant une seconde voie de réparation alternative, la voie A-EJ (pour « alternative end 

joining ») faisant intervenir différents facteurs tels que MRN, XRCC1 (pour « X-ray repair 

cross complementing protein 1 »), CtIP (pour « CtBP-interacting protein »), PARP-1 (pour « 

poly ADP-ribose polymerase I ») et les ligases I et III (Vaidyanathan et al., 2014). 



Figure 11 : Résolution des cassures double-brins au cours de la CSR.

La détection des DSBs au niveau des régions S repose sur le dépôt du complexe MRN (MRE11-
RAD50-NBS1) à proximité puis sur le recrutement de la sérine-protéine kinase ATM. La
réparation des DSBs fait ensuite intervenir une voie classique nommée C-NHEJ (« classical non-
homologous end joining ») ou une voie alternative (A-EJ : « alternative end joining »). Lors du
NHEJ, les extrémités sont prises en charge notamment par Ku70, Ku86 et DNAPKcs, avant d’être
ligaturées par la DNA ligase IV. La voie de l’AEJ fait intervenir les protéines CtIP et PARP1 et
d’autres DNA ligases (Extrait de Xu et al., 2012).
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Les régions S (donneuses et acceptrices) ciblées par le processus de CSR présentent 

également un enrichissement en marques H3K9/K14ac, H3K27ac, H4K8ac et H3K4me3, 

associées à un état transcriptionnel actif (Figure 12) (pour revue Sheppard et al., 2018). Par 

exemple, la triméthylation H3K4me3 est facilitée par le complexe FACT (pour « facilitates 

chromatin transcription ») et l’élimination de ses composantes SSRp1 (pour « structure 

specific recognition protein 1 ») et SPT6 (pour « suppressor of ty6 ») entraîne une diminution 

drastique de CSR vers IgA dans la lignée modèle CH12 (Aida and Honjo, 2013; Stanlie et al., 

2010). 

 Epissage des transcrits germinaux et recrutement d’AID  

Les gènes constants CH sont organisés en « unités transcriptionnelles » composées d’un 

promoteur I, d’un exon I non-codant (présentant de nombreux codon stop), de la région S et des 

exons CH. La transcription est initiée à partir des promoteurs I au niveau de la région donneuse 

Sµ et d’une région acceptrice donnée (Sx). La région donneuse Sμ est constitutivement 

transcrite tandis que la transcription des régions S acceptrices est induite par la stimulation des 

cellules B. De plus, l’environnement cytokinique oriente la CSR en stimulant la transcription 

germinale de certaines régions S acceptrices (Li et al., 1994; Matthews et al., 2014). 

Même si la transcription germinale est essentielle à la CSR, elle ne semble pas suffisante 

puisque le remplacement de l’exon Iε par un promoteur fort (Eµ associé au promoteur pVH), 

chez un modèle murin, entraîne une transcription normale mais ne permet pas une CSR vers 

IgE efficace, avec une diminution d’un facteur 10 à 100 (Bottaro et al., 1994). Les expériences 

menées par les équipes d’Alt et de Radbruch ont apporté une première réponse en soulignant 

l’importance des sites donneurs d’épissage des exons I durant le processus de CSR (Hein et al., 

1998; Lorenz et al., 1995; Seidl et al., 1998). D’autres travaux ont également mis en évidence 

des interactions entre AID et les protéines CTNNLB1 (pour « catenin (cadherin-associated 

protein), β-like 1) ») et PTBP2 (pour « polypyrimidine tract binding protein 2 »), impliquées 

respectivement dans l’épissage et sa régulation, apportant ainsi une explication moléculaire en 

suggérant un rôle direct de la machinerie d’épissage dans le recrutement d’AID au niveau des 

régions S (Conticello et al., 2008; Nowak et al., 2011). De façon intéressante, un rôle direct des 

introns épissés contenant les régions S a été récemment identifié. Ces régions introniques 

générées sous forme de lassos (« lariats ») circulaires peuvent être linéarisées, après une étape 

de débranchage catalysée par l’enzyme DBR1 (pour « debranching RNA lariats 1 »). L’ARN 

linéaire riche en G ainsi formé pourrait alors adopter des structures particulières type G- 



Figure 12 : Transcription et modifications de la chromatine au niveau des régions « switch ».

A. Exemple illustrant un évènement de CSR vers la région γ1. L’ARN polymérase II (ARN Pol II) est recrutée au
niveau des promoteurs Iμ et Iγ1 pour assurer la transcription des régions Sµ (donneuse) et Sγ1 (acceptrice).

B. Durant l’élongation de transcription, l'ARN pol II, complexée à plusieurs protéines comme SPT5, SPT6,
PTBP2 et l'ARN exosome, marque une pause. Cette pause a un rôle dans le recrutement et la stabilisation des
enzymes de remodelage chromatinien, telles que les complexes d'histone méthyltransférase et d'histone
acétyltransférase qui catalysent la triméthylation de l'histone H3 lysine 4 (H3K4me3; ovales jaunes) et
l'acétylation de la lysine 9 combinée à la phosphorylation de la sérine 10 dans l'histone H3 (H3K9acS10ph;
ovales orange). Ces modifications permissives et la perte de modifications répressives des histones, telles que
H3K9me3 (ovales bleu clair) et H3K27me3 (ovales violets), permettent de maintenir un état de chromatine ouvert
aux niveaux de Sμ et Sγ1.

C. Les protéines adaptatrices 14-3-3 sont recrutées et stabilisées par des interactions avec des répétitions 5ʹ-
AGCT-3ʹ sur l’ADN et par les marques H3K9acS10ph.

D. Les protéines 14-3-3 participent aussi au recrutement d’AID et à d’autres facteurs essentiels à la CSR comme
RPA (« replication protein A »), PKA (« protein kinase A »), UNG et MSH2 (Extrait de Xu et al., 2012).
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quadruplexes (G4) qui permettraient de lier AID et de lui servir de guide pour la diriger vers 

les régions S impliquées dans la CSR (Zheng et al., 2015). 

La contribution de l’épissage dans le processus de CSR est essentielle mais les mécanismes 

sous-jacents sont encore mal connus et font l’objet d’une partie de mes travaux de thèse 

présentés dans la partie résultat (Article 2). 

 La différenciation en cellules B mémoires et en plasmocytes  

La réaction du centre germinatif entraîne également la différenciation des LB en cellules B 

mémoires, qui permettront une réponse adaptative rapide et efficace lors d’une nouvelle 

rencontre avec l’antigène, ou en plasmocytes sécréteurs d’anticorps (pour revue Shlomchik and 

Weisel, 2012).  

 Les cellules B mémoires 

Les LB mémoires expriment généralement un BCR de haute affinité et sont capables de se 

différencier rapidement en plasmocytes lors d’une nouvelle agression par le même pathogène 

ou de former un nouveau GC (Figure 13) (Dogan et al., 2009; Good-Jacobson and Shlomchik, 

2010). 

Chez l’Homme, le CD27 appartenant à la famille des récepteurs TNF (pour « tumor 

necrosis factor ») est un excellent marqueur des LB mémoires (Klein et al., 1998; Tangye et 

al., 1998). D’autres marqueurs comme CD38, CD73, CD80 et PD-L2 sont également utilisés 

pour définir des sous-classes de cellules B mémoires (Anderson et al., 2007; Conter et al., 2014; 

Tomayko et al., 2010; Zuccarino-Catania et al., 2014).  

 Les plasmocytes 

Les plasmocytes (PC pour « plasma cell » ou ASC pour « antibody secreting cells ») sont 

générés par différenciation terminale des LB. Au niveau morphologique, ces cellules sont 

caractérisées par une grande taille et un réticulum endoplasmique (RE) très développé 

permettant une sécrétion massive d’anticorps. Le marqueur de surface spécifique CD138 et la 

perte des marqueurs B CD19 et B220 caractérisent cette population (Smith et al., 1996). 

La différenciation plasmocytaire débute par une étape de prolifération et des changements 

morphologiques majeurs. Ces cellules proliférantes nommées plasmablastes ont un phénotype  



Figure 13 : Réactions folliculaires et extra-folliculaires et différenciation des cellules B.

Au sein des organes lymphoïdes secondaires, les LB activés par l'antigène migrent en bordure des follicules B, à
proximité de la zone riche en LT, pour établir des interactions stables avec les LT CD4+ de même spécificité
antigénique. Les cellules B migrent ensuite vers l’extérieur des follicules, où elles subissent une prolifération (a).
Certaines cellules B donnent naissance aux foyers extrafolliculaires et se différencient en plasmocytes de courte
durée de vie (b) ou en cellules B mémoire indépendantes du GC (c). A l’intérieur du follicule, les cellules B
activées subissent de nouveaux cycles de prolifération pour former le GC (d). La réaction du GC, dont les
processus de SHM/CSR et de sélection positive ont été décrits Figure 9B, permet la différenciation en cellules B
mémoire dépendantes du GC (e) ou en plasmocytes à longue durée de vie (f) (Extrait de Kurosaki et al., 2015).
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mixte de blastes exprimant encore des marqueurs de lignage B tels que le BCR, CD80/86, le 

complexe majeur d’histocompatibilité II et de cellules sécrétrices d’anticorps exprimant CD138 

(pour revue Oracki et al., 2010). Les plasmablastes représentent donc un stade intermédiaire 

entre les cellules B et les plasmocytes. Ils se situent principalement dans la rate, les ganglions 

lymphatiques, la lamina propria et les sites inflammatoires (pour revue Nutt et al., 2015). 

L’arrêt de la prolifération des plasmablastes entraîne ensuite leur différenciation en PC dont 

le devenir dépend en grande partie des sous-populations B dont ils dérivent. Ainsi, les cellules 

B de la zone marginale (MZ) se différencient principalement en plasmocytes extrafolliculaires 

à courte durée de vie, sécrétant des anticorps de faible affinité (« short-lived plasma cell ») 

(Gunn and Brewer, 2006; Oliver et al., 1997). En revanche, les cellules B du GC se différencient 

principalement en PC à longue durée de vie (LLPC pour « long-lived plasma cell ») sécrétant 

des anticorps de haute affinité (Figure 13) (Dufaud et al., 2017; McHeyzer-Williams et al., 

2011; Mesin et al., 2016; Qi, 2016; Vinuesa et al., 2016). Les LLPCs migrent ensuite dans la 

moelle osseuse, où ils peuvent survivre au sein de « niches » durant plusieurs années chez la 

souris voire des décennies chez l’Homme (pour revue Oracki et al., 2010). L’expression du 

récepteur CXCR4 (pour « C-X-C motif chemokine receptor 4 ») favorise leur migration vers la 

moelle osseuse riche en CXCL12 (pour « C-X-C motif chemokine ligand 12 ») (Hargreaves et 

al., 2001; Hauser et al., 2002; Nie et al., 2004).  

 

La différenciation plasmocytaire s’accompagne d’une perte d’expression du marqueur 

d’identité B PAX5 (pour « paired box 5 ») (Cobaleda et al., 2007), mais également de BCL-6, 

BACH2 (pour « BTB domain and CNC homolog 2 ») et d’IRF8 (pour « interferon regulatory 

factor 8 ») (Nutt et al., 2015). A l’inverse, cette différenciation stimule l’expression de 

marqueurs plasmocytaires comme BLIMP-1 (pour « b-lymphocyte-induced maturation protein 

1 »), XBP1 (pour « X-box binding protein 1 ») et IRF4 (Figure 14-15). La fonction de ces 

principaux acteurs est détaillée ci-dessous :  

- BCL-6 est un facteur de transcription en doigt de zinc fortement exprimé dans les 

cellules B (Crotty et al., 2010; De Silva and Klein, 2015) et les cellules Tfh (Kitano 

et al., 2011). BCL-6 réprime l’expression de Blimp-1 empêchant ainsi leur 

différenciation en PC. A l’inverse, BLIMP-1 réprime l’expression de Bcl-6 (Shaffer 

et al., 2002). 

 

  



Figure 14 : Caractéristiques principales de la différenciation plasmocytaire.

Tableau récapitulatif indiquant les principales étapes et modifications (durée de vie, localisation, expression de
marqueurs et programme transcriptionnel) qui se produisent lors de la différenciation plasmocytaire (Adapté de
Nutt et al., 2015).
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- PAX5 est essentiel pour l’engagement précoce vers le lignage B et le maintien de 

l’identité B durant le développement (Horcher et al., 2001; Nutt et al., 1999). En 

effet, PAX5 agit comme un activateur transcriptionnel et stimule l’expression de 

CD19, CD79a, Syk et Blnk qui participent à la signalisation du BCR. PAX5 lie 

également la région promotrice d’Aicda pour activer l’expression d’AID lors de la 

CSR (Hauser et al., 2016). A l’inverse, PAX5 bloque la différenciation 

plasmocytaire en réprimant l’expression des gènes impliqués dans la sécrétion d’Ig 

comme Xbp-1 (Reimold et al., 1996) et la chaîne J (Wallin et al., 1999, 1998). 

 

- L’expression transitoire et faible d’IRF4 conduit à l'induction de Bcl-6 pendant la 

phase précoce de la formation du GC, tandis qu'une expression soutenue et forte 

d’IRF4 permet la différenciation plasmocytaire (Klein et al., 2006; Ochiai et al., 

2013; Sciammas et al., 2011). IRF4 s’associe notamment avec le facteur de 

transcription PU.1 pour activer les « enhancers » des chaînes légères Igλ et Igκ 

(Eisenbeis et al., 1995; Pongubala et al., 1993, 1992). Ainsi les souris Irf4 -/- sont 

incapables de développer des réponses anticorps et présentent un blocage de la 

différenciation plasmocytaire dans le GC (Mittrücker et al., 1997).  

 

- BLIMP-1 est un facteur de transcription en doigt de zinc codé par le gène Prdm1. 

BLIMP-1 peut agir comme un répresseur transcriptionnel et réprimer l’expression 

des gènes c-Myc, Bcl-6 ou Pax5 (Lin et al., 2002, 1997; Shaffer et al., 2002). A 

l’inverse, BLIMP-1 stimule la transcription de Xbp-1 pour permettre l’activation du 

programme de différenciation plasmocytaire (Klein et al., 2006; Lin et al., 2002; 

Reimold et al., 2001, 2001; Shaffer et al., 2004). A noter que BLIMP-1 n’est pas 

indispensable pour l’engagement initial de la différenciation des PCs (Kallies et al., 

2007). En effet, des quantités non négligeables d’Ig sont détectées dans des souris 

Rag1-/- reconstituées par des cellules B Blimp1-/-. 

 

- XBP-1 (pour « X-box-binding protein-1 ») a été démontrée comme un acteur 

essentiel dans la différenciation PC par l'analyse des lymphocytes déficients en Xbp-

1 (Reimold et al., 2001). Il est impliqué dans la réponse UPR (pour « unfolded 

protein response ») qui permet d’augmenter la capacité de production des anticorps 

(Reimold et al., 1996; Shaffer et al., 2004). En effet, XBP-1 induit l'expression de 
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gènes impliqués dans l’adressage des protéines vers le réticulum endoplasmique 

(RE), le repliement, la dégradation des protéines mal repliées, la glycosylation, le 

trafic entre le RE et l’appareil de Golgi, et l’adressage des vésicules sécrétoires vers 

la membrane plasmique (Shaffer et al., 2004). De façon analogue à BLIMP-1, une 

différenciation en plasmocytes est possible en absence d’XBP-1 mais ces derniers 

présentent un RE peu développé et un déficit majeur de sécrétion d'Ig (Taubenheim 

et al., 2012). 

Ainsi, l’analyse des profils d’expression de Pax5, Xbp-1 et Blimp-1 permet d’apprécier 

l’engagement vers un programme de différenciation plasmocytaire (Recaldin and Fear, 2016). 

Les PC expriment également des facteurs anti-apoptotiques comme MCL-1, BCL-2, BCLxl, 

BIM et BCLw (Chevrier et al., 2014; Tellier and Nutt, 2019; Wang and Bhattacharya, 2014) et, 

à l’inverse, présentent une expression diminuée des facteurs pro-apoptotiques BAX et BID 

(Carrington et al., 2010; Peperzak et al., 2013; Strasser et al., 1991).  

  



Figure 15 : Régulation transcriptionnelle au cours de la différenciation plasmocytaire.

Représentation schématique des interactions entre les principaux facteurs impliqués dans la différenciation des
cellules B activées (gauche) en plasmocytes (droite). Les lignes indiquent une interaction directe des facteurs de
transcription avec les séquences régulatrices des gènes cibles, entraînant une activation (bleu) ou une inhibition
(rouge) transcriptionnelle. Les gènes fortement exprimés sont en couleur, tandis que les gènes exprimés à de faibles
niveaux (voire pas du tout) sont en blanc. A noter que Pax5 active Irf8 et Bach2, et que ces 3 facteurs inhibent
Xbp1 et Blimp1. De plus, le facteur de transcription Bcl6 réprime Blimp1, et en retour ce dernier inhibe
l’expression des gènes Pax5 et Bcl6 impliqués dans le maintien de l’identité B (Adapté de Nutt et al., 2015).
(Bach2, BTB and CNC homologue 2; Bcl6, B cell lymphoma 6; Blimp1, B lymphocyte-induced maturation protein
1; Irf, interferon-regulatory factor; Pax5, paired box protein 5; Xbp1, X box-binding protein 1)
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 Le Myélome Multiple  

 Caractéristiques de la maladie  

La prolifération incontrôlée d’un clone plasmocytaire dans la moelle osseuse est à l’origine 

du myélome multiple (MM). En France, on recense 5000 nouveaux cas par an dont 54% chez 

l’homme. Le MM représente environ 2% de l’ensemble des cancers et entre 10-12% des 

hémopathies malignes. L'âge médian au diagnostic est de 70 ans chez les hommes et de 74 ans 

chez les femmes (Kyle et al., 2003; Lin et al., 2004). En 2005, la survie relative à 5 ans était 

environ de 40 % (Fonseca et al., 2009). Bien que le pronostic ne cesse de s'améliorer, le MM 

reste une maladie biologiquement hétérogène, avec des résultats de survie variant de moins d'un 

an à plus de 10 ans (Franssen et al., 2019; Kumar et al., 2018; pour revue LeBlanc et al., 2019). 

Cette amélioration de la survie a également été observée aux États-Unis et dans d'autres pays 

développés (Cowan et al., 2018; Siegel et al., 2019). Elle est due à une augmentation de 

l'utilisation de la greffe autologue de cellules souches pour les patients éligibles et à la 

disponibilité de nouvelles thérapies anti-myélome (Fonseca et al., 2017). On compte parmi ces 

nouvelles thérapies émergentes les immunothérapies, dont les IMiDs (pour 

« immunomodulatory drugs ») comme par exemple le Iberdomide (en phase II), les Ac 

monoclonaux (anti-CD38) ou bispécifiques (BCMA-CD3), les ADC (pour « antibody drug 

conjugate ») comme le Belantamab en phase III, et enfin, les CAR-T cells (pour « chimeric 

antigen receptor T cell ») avec le bb2121 ou le JNJ4528, tous deux en phase III (Gazeau and 

Manier, 2020). 

Les cellules de myélome sont principalement de type post-GC avec de nombreuses SHM 

dans leurs parties variables et une grande proportion des cellules ayant subi la CSR. Le MM 

s’accompagne donc le plus souvent d’une production élevée d’Ig monoclonales de type IgG ou 

IgA, très rarement IgD et exceptionnellement IgE ou IgM. En effet, seulement 1% des MM sont 

de types IgM (Kuehl and Bergsagel, 2012). Des anomalies de la chaîne lourde (mutation, 

translocation…) peuvent entraîner également une sécrétion de chaînes légères seules (de type 

Igλ ou Igκ). 

La prolifération médullaire du clone tumoral perturbe l’hématopoïèse et entraîne une 

augmentation de la résorption ostéoclastique avec une inhibition de l’ostéoformation. La 

maladie peut ainsi provoquer des complications osseuses, une hypercalcémie avec des 

manifestations cliniques de complications neurologiques, des infections, ainsi qu’une 

insuffisance rénale, une amylose ou un syndrome d’hyperviscosité lié à l’excès d’Ig 
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monoclonales. Dans la grande majorité des cas, l’origine du myélome est inconnue bien que 

des facteurs génétiques et environnementaux soient impliqués.  

Le MM est généralement précédé par une tumeur bénigne nommée MGUS (pour « 

monoclonal gammopathy of undetermined significance ») (Figure 16), qui est présente chez 

1% des adultes de plus de 25 ans (Röllig et al., 2015). Les sujets porteurs d'une MGUS 

présentent un pic monoclonal peu élevé (<30g/l) avec un myélogramme contenant moins de 10 

% de plasmocytes, sans signes osseux et sans insuffisance rénale. La fréquence des MGUS 

augmente avec l'âge et on les retrouve chez 6,1 % des sujets de plus de 70 ans. Certaines restent 

stables pendant des années, d'autres se transforment en myélome au bout d'un temps variable. 

Le risque de transformation en myélome d'une MGUS est de 1 % par an. Il est actuellement 

impossible de prédire la transformation en MM, d'où la nécessité d'une surveillance tous les 6 

à 12 mois basée sur : un examen clinique, une électrophorèse des protéines sériques, une 

évaluation de la protéinurie sur 24 heures et une électrophorèse des protéines urinaires.  

Outre la présence d’un taux de PC > 10% dans la moelle, le diagnostic du MM repose sur 

des critères supplémentaires regroupés sous la dénomination « CRAB ». Ils comprennent : 

l’hypercalcémie (concentration de calcium sérique supérieure à la limite normale, > 2,75 mmol 

/L), l’insuffisance rénale (clairance de la créatinine < 40 mL/min ou une créatinine sérique >177 

μmol/L), l’anémie (valeur d'hémoglobine inférieure à la limite normale, <10 g/dL), des lésions 

osseuses lytiques observables en radiographie ou en tomodensitométrie ou une 

immunodéficience (International Myeloma Working Group, 2003).  

 

Bien que le MM soit considéré comme une maladie unique, il comprend plusieurs entités 

sur le plan cytogénétique. Ainsi, les cellules de myélome peuvent héberger des translocations 

chromosomiques au niveau de leurs gènes d’Ig suite à des erreurs lors du processus de 

recombinaisons V(D)J, de SHM ou de CSR. Les trisomies et les translocations IgH (14q32) 

sont considérées comme des anomalies cytogénétiques primaires retrouvées dès le stade 

MGUS. D’autres translocations impliquent également les loci de chaînes légères Igκ (2p12) et 

Igλ (22q11). Les translocations IgH peuvent modifier l’expression d’une variété d'oncogènes 

en les mettant sous le contrôle des éléments régulateurs forts, comme l’enhancer Eµ et la région 

3’RR au locus IgH (Walker et al., 2013). Ces translocations peuvent impliquer cycline D1 

(11q13, la plus commune), FGFR3 (4p16.3), cycline D3 (6p21), c-maf (16q23) et mafB (20q11) 

(Avet-Loiseau et al., 2007; Facon et al., 2001; Walker et al., 2013).  

  



Figure 16 : Progression vers le développement du Myélome Multiple (MM).

Le développement du MM, à partir d’une cellule B post-GC, est un processus en plusieurs étapes qui commence par
des états indolents, tels que MGUS (Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance) et le SMM
(Smouldering Multiple Myeloma). La progression vers le MM se traduit par une accumulation importante de clones
plasmocytaires dans la moelle osseuse et l’apparition des premiers signes cliniques. Le MM peut ensuite évoluer vers
des maladies indépendantes de la moelle osseuse, comme le myélome extramédullaire et la leucémie à plasmocytes.
Les événements génétiques primaires sont constatés dès le stade MGUS et incluent notamment les translocations
chromosomiques impliquant le locus IgH et l’hyperdiploïdie. La grande instabilité génétique du MM provoque des
altérations génétiques secondaires (mutations activatrices de NRAS et KRAS, dérégulations de c-Myc et Bcl-2,
délétions de TP53 …) qui augmentent au cours de l’évolution de cette pathologie (D’après Kumar et al., 2017).
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Actuellement, le traitement usuel des patients MM de moins de 65 ans est la chimiothérapie 

suivie d’une greffe de cellules souches hématopoïétiques (HSCT pour « Haematopoietic Stem 

Cell Transplantation »). Le traitement d'induction, court (3-4 cycles), vise à diminuer la masse 

tumorale. Les cellules souches hématopoïétiques sont ensuite prélevées dans le sang 

périphérique par 1 ou 2 cytaphérèses après stimulation par le G-CSF (pour « granulocyte-

colony stimulating factor »). L’arsenal thérapeutique utilisé dans le traitement du MM repose 

sur l’administration combinée d’agents alkylants (melphalan, cyclophosphamide), de 

corticostéroïdes (prednisone, dexaméthasone), d’immunomodulateurs (thalidomide, 

lénalidomide, pomalidomide) et d’inhibiteurs du protéasome (bortézomib, carfilzomib, 

ixazomib). Une exacerbation du stress protéique et l’induction d’une réponse UPR terminale 

pourraient expliquer la forte sensibilité des cellules de MM aux traitements par inhibiteurs du 

protéasome (Meister et al., 2007; Zhou et al., 2014). La plupart de ces chimiothérapies sont 

relativement inefficaces si elles sont administrées seules (Kyle et al., 2003; Moreau et al., 2012). 

Des Ac monoclonaux comme l'élotuzumab et le daratumumab ciblant respectivement SLAMF7 

et CD38 sont récemment venus compléter cet arsenal thérapeutique avec des résultats très 

prometteurs. 

 Mécanismes d’action du Bortezomib dans le traitement du MM 

Le Bortezomib (Bz) est un inhibiteur du protéasome utilisé depuis de nombreuses années 

chez les patients atteints de MM. Depuis, de nouvelles générations d’inhibiteurs comme le 

Carfilzomib et l’Ixazomib sont venus compléter l’arsenal thérapeutique. 

Le système ubiquitine/protéasome UPS (pour « ubiquitin proteasome system ») est un des 

principaux systèmes de dégradation des protéines intracellulaires et fait partie de la voie ERAD 

(pour « ER associated degradation ») (Bernasconi and Molinari, 2011; Guerriero and Brodsky, 

2012; Hirsch et al., 2009). Il est responsable de la dégradation des protéines mal repliées, 

endommagées, incomplètes ou non nécessaires présentant un greffage précis d’ubiquitine 

(Arrigo et al., 1988; Hershko et al., 1983; Hough et al., 1987, 1986; Wilk and Orlowski, 1980). 

Physiologiquement, le système UPS a un rôle essentiel dans de nombreux mécanismes comme 

la régulation du stress du RE, la progression du cycle cellulaire, le maintien de l’intégrité du 

génome, l’apoptose et les réponses immunes (Bassermann et al., 2014; Ben-Neriah, 2002; 

Hershko and Ciechanover, 1998; Peters, 2002). 

Le protéasome 26S est un complexe multi-protéique de 2,4 MDa, composé d’une partie 

centrale catalytique 20S et de deux extrémités régulatrices 19S comportant une base et un  
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Figure 17 : Composition du protéasome.

Le protéasome 20S se compose de 28 sous-unités de 21 à 31 kDa, qui sont disposées en quatre anneaux
heptamériques. Les deux anneaux externes contiennent les sous-unités α (α1 à α7 et α1’ à α7’, en vert), dont les
terminaisons N-ter obstruent l'ouverture centrale du cylindre. Les deux anneaux internes contiennent les sous-unités
β (β1 à β7 ou β’1 à β’7, bleu et rouge), dont trois (β1, β2 et β5; rouge) abritent les sites actifs. La sous-unité 19S
comprend deux sous-structures. La base, qui s'attache aux deux anneaux α, est composée de six sous-unités avec des
activités ATPase (rose) et de deux sous-unités structurales sans activités enzymatiques (orange). Le couvercle (« Lid
»), qui contient jusqu'à dix sous-unités (orange), est responsable de la liaison du substrat. L’encart à droite décrit la
composition des sous-unités des sites actifs du protéasome constitutif et de l'immunoprotéasome. Les sous-unités
protéolytiques du protéasome constitutif sont β1 (également connu sous le nom de PsMB6), β2 (ou PsMB7) et β5 (ou
PsMB5). Les sous-unités de l’immunoprotéasome protéolytique sont β1i (également connu sous le nom de PsMB9 et
LMP2), β2i (ou PsMB10 ; LMP10) et β5i (ou PsMB8 ; LMP7) (jaune). Comparé au protéasome constitutif,
l'immunoprotéasome a une activité de type caspase fortement diminuée et une activité de type chymotrypsine accrue
(D’après Kloetzel, 2001).
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couvercle (Figure 17). La dégradation des protéines par le protéasome dépend de l'ubiquitine 

et nécessite plusieurs étapes : (1) la liaison des protéines ubiquitinylées à la sous-unité 19S et 

leur dépliement, (2) l’ouverture du pore de la sous-unité 20S, (3) la translocation des protéines 

dans la chambre catalytique, (4) la déubiquitinylation, et enfin (5) la dégradation. Le 

protéasome possède une structure en cylindre creux composée de 4 anneaux 

hétéroheptamériques identiques 2 à 2. Les 7 sous-unités des anneaux présentent des homologies 

de séquences et peuvent être divisées en deux groupes : les sous-unités α qui forment les 

anneaux externes du cylindre et les sous-unités β qui composent les anneaux internes et portent 

les activités catalytiques. Les extrémités N-terminales des sous-unités α agissent comme une 

porte d’entrée en se repliant dans le pore central et en obstruant l’accès aux sites protéolytiques 

situés sur les sous-unités β. Ce mécanisme de passage permet de réguler le débit et protège les 

dégradations non régulées de protéines (Groll et al., 2000; Köhler et al., 2001). L’activité 

catalytique est portée par six sous-unités β actives, réparties par 3 sur chaque anneau β et qui 

reconnaissant des substrats différents. Ces multiples sites catalytiques aux spécificités variables 

permettent la dégradation rapide et complète des protéines cellulaires : le site β5 de type 

chymotrypsine clive préférentiellement les résidus hydrophobes, le site β2 de type trypsine clive 

préférentiellement les résidus basiques et le site β1 de type caspase clive préférentiellement les 

résidus acides (Arendt and Hochstrasser, 1997; Voges et al., 1999). 

 

Les cellules immunitaires expriment de manière constitutive des sous-unités catalytiques 

alternatives β avec des sites modifiés. Les sites β1c, β2c et β3c (c pour « constitutive ») de la 

sous-unité 20S, sont remplacés par les sites : β1i/LMP2, β2i/MECL-1 et β5i/LMP7. Le 

protéasome est alors appelé immunoprotéasome (Figure 17 encadré à droite) (Tanaka, 1994). 

Il sert à générer des peptides ligands adaptés pour les molécules du CMH de classe I (ou MHCI 

pour « Major Histocompatibility Complex Class I ») qui permettent la surveillance immunitaire 

(Rock and Goldberg, 1999; Van Kaer et al., 1994). Par exemple, la sous-unité β1i/LMP2 n’a 

pas d’activité de type caspase comme son homologue β1c, en revanche, elle clive 

préférentiellement après des résidus hydrophobes. Cette activité spécifique permet de générer 

des peptides ligands de huit à neuf acides aminés avec un résidu d'ancrage hydrophobe ou 

basique à l'extrémité C-ter qui permet une liaison de haute affinité avec le CMHI (Groll and 

Huber, 2004; Rock and Goldberg, 1999). 

Le protéasome 26S est également impliqué dans l’activation de la voie NFκB 

(pour « nuclear factor-κB ») au cours du développement B et des réactions inflammatoires. La 

voie NFκB apparaît fréquemment dérégulée dans de nombreux cancers dans lesquels son 
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activation constitutive peut conduire à l’expression de gènes anti-apoptotiques comme Bcl-2 

(Chen et al., 2000; Wang et al., 1998; Zong et al., 1999). A l’état basal, les sous-unités 

inhibitrices IκB lient et séquestrent des dimères comme par exemple NFκB1/RelA (p50/p65) 

dans le cytoplasme (Baldwin, 2001). Lors d’une activation, le complexe IκB kinase (IKK) 

phosphoryle IκB conduisant à son ubiquitinylation et à sa dégradation par le protéasome, 

libérant ainsi NFκB1/RelA qui peut alors migrer dans le noyau pour activer ses gènes cibles 

(Chen et al., 1995; Scherer et al., 1995; Spencer et al., 1999; Winston et al., 1999).  

Le Bz est un inhibiteur réversible dipeptidique de l'activité endopeptidase de type 

chymotrypsine du protéasome 26S, en se liant à la sous-unité β5 et β1. L'atome de bore du Bz 

se lie au site catalytique actif du protéasome 26S avec une affinité et une spécificité élevée 

bloquant ainsi l’activité de dégradation (Kale and Moore, 2012; Kawamura et al., 2013). Aux 

doses thérapeutiques, le Bz inhibe la dégradation par le protéasome d’environ 30% mais cela 

est suffisant pour induire l'apoptose des cellules de myélome sans provoquer de toxicité majeure 

sur les cellules saines (Adams, 2001). 

Plusieurs mécanismes d’action peuvent expliquer les effets toxiques du Bz sur les cellules 

de myélome. D’une part, l'inhibition du protéasome peut stabiliser le complexe NFκB1/RelA 

dans le cytoplasme en empêchant la dégradation d’IkB, réduisant ainsi la signalisation NFkB 

impliquée dans la survie et la prolifération des cellules de myélome (Hideshima et al., 2002). 

D’autre part, l’inhibition du protéasome peut stabiliser plusieurs suppresseurs de tumeurs, 

notamment p27 ou p53, et empêcher la progression du cycle cellulaire (Chen et al., 2007). 

Enfin, le Bz peut inhiber l’élimination des protéines mal repliées et provoquer l’apoptose par 

exacerbation du stress du RE dans les cellules de myélome. En effet, ces cellules sécrétant des 

quantités importantes d’Ig sont dépendantes du fonctionnement optimal du protéasome et du 

système ERAD pour maintenir l’homéostasie protéique (Chhabra, 2017). Ainsi, le traitement 

Bz peut entraîner une accumulation de protéines mal repliées, dont une quantité considérable 

de chaînes d’Ig, et induire l’apoptose via l’activation de la kinase JNK (pour « c-Jun N-terminal 

kinase ») médiée par CHOP (pour revue Guang et al., 2019; Zhou et al., 2014). Dans ce sens, 

plusieurs études menées au laboratoire ont révélé qu’une accumulation d’Ig aberrantes, 

dépourvues de domaine CH1 rendait les plasmocytes hautement sensibles au bortézomib 

(Bender et al., 2018; Bonaud et al., 2015). 

Malgré l’efficacité du Bz dans le traitement du MM, des phénomènes de résistance peuvent 

survenir chez les patients initialement répondeurs. Les mécanismes de résistance peuvent être 

la conséquence de modifications dans l’expression et la composition des sous-unités du 

protéasome. Par exemple, des mutations de la sous-unité β5 ont été rapportées comme induisant 
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des résistances dans les lignées de MM, même si de telles mutations n’ont pas encore été 

observées chez les patients (Lü et al., 2008; Oerlemans et al., 2008). A l’échelle 

transcriptomique, les cellules de myélome résistantes au Bz présentent une expression élevée 

de Bcl-2 et de protéines chaperonnes (HSP27, HSP70 et HSP90), favorisant ainsi la survie et 

l’adaptation au stress du RE provoqué par le traitement (Smith et al., 2011; Zhu et al., 2011). 

Enfin, les cellules du microenvironnement tumoral pourraient jouer un rôle important dans la 

résistance au Bz, en modifiant leur profil d’expression afin de synthétiser des cytokines ou 

d’autres facteurs impliqués dans la survie des cellules de myélome (Hao et al., 2011). 
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Partie II. Sécrétion d’Ig et maintien de l’homéostasie 

protéique 

 La réponse UPR et le stress du RE 

Les PC produisent généralement un taux d’Ig compris entre ~ 10 et 1000, celui-ci pouvant 

atteindre ~10000 molécules d’Ig / cellule / seconde, ce qui correspond à ~0,2 à 22 pg / cellule / 

jour (Corti et al., 2011; Corti and Lanzavecchia, 2014; Eyer et al., 2017a; Helmreich et al., 

1961; Hibi and Dosch, 1986; Lanzavecchia, 2018). Cette synthèse massive déclenche un stress 

du RE et l’activation de voies de signalisation visant à maintenir l’homéostasie protéique 

(« protéostasie ») intracellulaire. La survie de ces cellules sécrétrices professionnelles est par 

conséquent intimement liée à l’activation de l’UPR (pour « unfolded protein response ») et, en 

cas de stress protéique prolongé, un processus apoptotique peut entraîner la mort des PC (Gass 

et al., 2004; Harding et al., 2002; Janssens et al., 2014). 

L’UPR a pour fonction de maintenir la protéostasie en augmentant l’expression de protéines 

chaperonnes pour favoriser le repliement et l’assemblage des protéines nouvellement 

synthétisées (Gass et al., 2004) et en stimulant la dégradation des protéines aberrantes par la 

voie ERAD (pour « ER associated degradation »). L’UPR comprend 3 voies distinctes : (1) la 

voie IRE1α (pour « inositol-requiring enzyme 1α »), (2) la voie ATF6 (pour « activating 

transcription factor 6 ») et (3) la voie PERK (pour « RNA-dependent protein kinase (PRK)-like 

Endoplasmique Reticulum (ER) kinase ») (Figure 18) (pour revue Hetz et al., 2020). Nous 

détaillerons ensuite l’activation précoce de la voie mTOR pour contrer le stress de RE dans les 

PC. 

 La voie IRE1α 

La voie IRE1α/XBP1 joue un rôle crucial lors de la différenciation plasmocytaire et permet 

d’améliorer la capacité de sécrétion des cellules tout en maintenant l’homéostasie du RE 

(Figure 18a). 

Les deux isoformes IRE1α et IRE1β sont des protéines transmembranaires du RE (Chen 

and Brandizzi, 2013). Des souris déficientes en IRE1α ne survivent pas au stade embryonnaire 

tandis que l’extinction de IRE1β n’induit pas d’anomalies phénotypiques majeures chez les  

 



Figure 18 : La réponse aux protéines mal repliées ou UPR.

L‘UPR implique trois voies principales : IRE1, ATF6 et PERK. En absence de stress du réticulum endoplasmique
(RE), ces molécules s’associent avec la protéine chaperonne BiP. Suite à l'accumulation des protéines mal repliées
dans le RE, l’interaction préférentielle de BiP avec ces protéines aberrantes permet une oligomérisation activatrice
des facteurs PERK, ATF6 et IRE1.
(a) La dissociation de BiP de IRE1α, ou la liaison directe de protéines mal repliées sur ce dernier, active le domaine
endoribonucléase de IRE1α. Ce domaine cytosolique assure notamment l’épissage non conventionnel de l’ARNm
Xbp1u (pour « unspliced X-box binding protein 1 ») en Xbp1s (s pour « spliced ») qui active alors la transcription
de chaperonnes et d’acteurs de l’ERAD (ER-associated degradation). IRE1α participe également à la dégradation
d’ARNm par le système RIDD (regulated IRE1α-dependent decay) pour réduire la charge protéique du RE.
(b) L’activation de la voie PERK aboutit à la phosphorylation de eIF2α qui provoque une inhibition de la
traduction en perturbant l’assemblage des ribosomes, permettant ainsi aux cellules de diminuer le stress du RE de
manière temporaire. ATF4 (Activating Transcription Factor 4) échappe quant à lui à cette inhibition, et induit
notamment la transcription de gènes qui favorisent la survie et l'autophagie. Lorsque le stress du RE diminue,
eIF2α est déphosphorylé par le complexe GADD34/PP1 pour restaurer la traduction des protéines. Cependant, en
cas de stress prolongé, ATF4 peut activer la transcription de CHOP (C/EBP homologous protein) pour induire
l'apoptose.
(c) Lorsque BiP se dissocie d’ATF6, celui-ci se déplace vers l’appareil de Golgi où il est coupé par les protéases
S1P et S2P (site 1 or 2 protease) pour produire un fragment p50 cytosolique. ATF6p50 stimule la transcription
d’XBP1, de protéines chaperonnes et de facteurs de l’ERAD. Ainsi, de nombreuses connexions existent entre les 3
voies majeures de l’UPR et la dissociation de BiP joue un rôle central dans leur activation (D’après Grootjans et al.,
2016).
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souris adultes. En effet, leur profil d’expression varie, avec une expression ubiquitaire d’IRE1α 

et restreinte à l’épithélium muqueux pulmonaire et au tractus gastro-intestinal pour l’isoforme 

β (Iwawaki et al., 2009; Tsuru et al., 2013). La partie N-terminale d’IRE1α, localisée dans la 

lumière du RE, possède un domaine de liaison à BIP (pour « binding immunoglobulin protein » 

ou GRP78 pour « 78kDa Glucose-Regulated Protein ») et un domaine d’activité 

sérine/thréonine kinase. L’activité endoribonucléase est quant à elle située sur la partie C-

terminale cytoplasmique.  

En absence de stress du RE, IRE1α est maintenue inactive par association à la protéine 

chaperonne BIP dans la lumière du RE. En revanche, l’accumulation de protéines mal repliées 

dans le RE entraîne la dissociation de BIP pour prendre en charge ces protéines anormales et 

une oligomérisation immédiate d’IRE1α s’accompagnant d’une autophosphorylation de son 

domaine kinase (Hetz, 2012; Shamu and Walter, 1996). Ce changement de conformation 

stimule l’activité RNase d’IRE1α, provoquant une excision de 26 nucléotides de l’ARNm 

d’XBP1 (Xbp1u pour « unspliced ») pour générer le variant XBP1s (s pour « spliced »). XBP1s 

est une protéine de 371 acides aminés beaucoup plus stable que l’isoforme XBP1 de 267 acides 

aminés, leur demi-vie étant respectivement de 22 et 11 min (pour revue He et al., 2018). Le 

décalage du cadre de lecture consécutif à cet épissage non conventionnel induit également 

l’apparition d’un nouveau domaine de transactivation dans la partie C-Ter d’XBP1s (Calfon et 

al., 2002; He et al., 2010; Hetz, 2012). L’expression du variant XBP1s permet de restaurer 

l’homéostasie du RE en activant la transcription de gènes de l’UPR comme les chaperonnes 

ERDJ4/DNAJB9 (pour « DnaJ/Hsp40 homolog subfamily B member 9 ») et P58IPK/DNAJC3 

(pour « DnaJ/Hsp40 homolog subfamily C member 3 ») impliquées dans le repliement 

protéique (Shaffer et al., 2004), et de facteurs impliqués dans l’ERAD comme EDEM1 (pour 

« ER degradation enhance mannosidase alphalike 1 ») (pour revue Needham et al., 2019).  

 L’activité RNase d’IRE1α permet également de cliver et d’inactiver son propre ARNm 

pour contrôler son expression (Tirasophon et al., 1998). Cette autorégulation est nécessaire à la 

survie cellulaire, car une production continue d’IRE1α entraîne une activation permanente de 

l’UPR et un retard de la croissance cellulaire (Shamu and Walter, 1996; Tirasophon et al., 

1998). De façon intéressante, l'activité RNase d’IRE1α agit sur de nombreux transcrits par le 

mécanisme RIDD (pour « regulated IRE1-dependent decay » (Coelho and Domingos, 2014; 

Hollien et al., 2009; Hollien and Weissman, 2006). Plusieurs études ont montré que les substrats 

dégradés par RIDD avaient une structure particulière composée de 2 boucles présentant une 

séquence consensus CUGCAG (Calfon et al., 2002; Han et al., 2009; Hollien et al., 2009; 

Moore and Hollien, 2015; Oikawa et al., 2010; So et al., 2015). Le système RIDD régule ainsi 
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diverses fonctions physiologiques et agit notamment sur la présentation de l'antigène par les 

cellules dendritiques CD8α+ en ciblant Itgb2 ou Tapbp, de même que sur la production de 

cytokines par les cellules iNKT (pour « invariant natural killer T ») en ciblant T-bet ou Gata-

3 (pour revue Maurel et al., 2014).  

En tant qu’acteur de l’UPR, une activation soutenue et chronique de la voie RIDD favorise 

le mécanisme de mort cellulaire (Sano and Reed, 2013; Tabas and Ron, 2011). A l’instar de la 

voie PERK qui entraîne une diminution globale de la traduction (voir ci-après), le mécanisme 

de RIDD pourrait cibler préférentiellement des ARNm de protéines sécrétées afin de diminuer 

la charge du RE (Hollien and Weissman, 2006). De manière très intéressante, IRE1α est capable 

de cliver les ARNm Ig µ(sec) codant pour la forme sécrétée des chaînes lourdes Ig μ dans les 

cellules B activées afin de réduire la synthèse et la sécrétion d'Ig et par conséquent, le stress du 

RE (Anken et al., 2014; Benhamron et al., 2014; Tang et al., 2018). Plusieurs études ont 

également montré que l’inactivation d’XBP1s, qui n’empêche pas une expression forte 

d’IRE1α, induit une diminution des transcrits IgH et IgL dans les PC, ainsi qu’une baisse de 

sécrétion des Ig. En revanche, les taux d’ARNm IgH et IgL sont partiellement restaurés dans 

les PC de souris double KO IRE1α et XBP1. La diminution des transcrits IgH/IgL est donc 

expliquée par une dégradation par IRE1α (Benhamron et al., 2014; Tellier et al., 2016). 

En plus de son activité RNase, IRE1α active la signalisation JNK (pour « c-jun N-terminal 

kinase ») par interaction directe avec TRAF2 (pour « tumor necrosis factor (TNF) receptor 

associated factor 2 ») (Urano et al., 2000). Ce complexe IRE1α -TRAF2 recrute et active ASK1 

(pour « apoptosis signal-regulating kinase 1 »), une protéine de régulation du signal d'apoptose, 

conduisant à l'activation de la voie de la kinase JNK et au déclenchement de la mort cellulaire 

(Nishitoh et al., 2002; Urano et al., 2000). Dans des conditions de stress, IRE1α peut également 

se lier à BAX et BAK, deux protéines mitochondriales impliquées dans l’apoptose (Hetz et al., 

2006). 

 La voie ATF6 

ATF6 est une protéine transmembranaire du RE composée de deux sous-unités : ATF6α et 

ATF6β. ATF6 contient un domaine cytosolique de type bZIP (pour « basic leucine zipper ») et 

un domaine d’interaction à BIP dans la lumière du RE (Figure 18c) (Adachi et al., 2008; Haze 

et al., 1999). En condition de stress, BIP interagit avec les protéines mal repliées et permet la 

translocation d’ATF6 vers l’appareil de Golgi (Nadanaka et al., 2004; Shen et al., 2002), où elle 

subit un clivage séquentiel par les protéases S1P et S2P (pour « site-1 or site-2 proteases ») (Ye 
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et al., 2000). La partie N-terminale d’ATF6 (ATF6-N) ainsi générée passe alors dans le noyau 

et se lie aux éléments de réponse au stress (ERSE pour « ER stress response element »), 

contenant la séquence consensus (CCAAT-N9-CCACG) pour induire l’expression de gènes 

cibles comme les chaperonnes Bip et Grp94, les composants de l’ERAD et XBP1 (Chen et al., 

2010; Yamamoto et al., 2004; Yoshida et al., 2001). Le faible délai d'activation d'ATF6 qui 

s'effectue par simple clivage, permet une réponse rapide face à un stress protéique. 

 La voie PERK 

Comme IRE1α, la protéine PERK (pour « protein kinase RNA-like ER kinase ») est une 

protéine transmembranaire. Elle possède une activité sérine/thréonine kinase à son extrémité 

C-terminale cytoplasmique et reconnaît une accumulation de protéines mal repliées grâce à son 

senseur au niveau N-terminal dans la lumière du RE (Figure 18b) (Bertolotti et al., 2000; 

Harding et al., 1999). Comme pour IRE1α, BIP se dissocie du domaine luminal de PERK lors 

d’un stress du RE, ce qui active son oligomérisation et une autophosphorylation de son domaine 

kinase cytosolique (Ron and Walter, 2007a).  

L’activation de la voie PERK aboutit à une atténuation transitoire de la traduction protéique, 

permettant ainsi de surmonter le stress du RE (Chen and Brandizzi, 2013). La forme 

phosphorylée de PERK est active et phosphoryle à son tour la sous-unité α du facteur d'initiation 

de la traduction eIF2α (pour « eukaryotic initiation factor 2α ») au niveau de la sérine 51, 

conduisant à une inhibition générale de la traduction protéique (Harding et al., 2000b, 2000a). 

Bien que la phosphorylation de eIF2α diminue la synthèse globale des protéines et réduit la 

charge des protéines dans le RE, elle autorise néanmoins la traduction de certaines protéines, 

dont le facteur de transcription ATF4 (pour « activating transcription factor 4 ») (Lu et al., 

2004). ATF4 contrôle des programmes de transcription spécifiques de l'UPR (Walter and Ron, 

2011), elle induit notamment l’expression de gènes cibles comme Chop (pour « C/EBP 

homologous protein ») et Gadd34 (pour « growth arrest and DNA damage-inducible protein 

34 ») (Fawcett et al., 1999; Yanjun Ma et al., 2002; Ma and Hendershot, 2003; Ron and 

Habener, 1992). Lorsque le stress du RE diminue, l’association de GADD34 avec PP1 (pour 

« protein phosphatase 1 ») favorise la déphosphorylation de eIF2α pour restaurer la synthèse 

protéique (Harding et al., 2009; Novoa et al., 2003). En revanche, si le stress du RE reste fort, 

CHOP induit l'apoptose en augmentant l’expression du facteur pro-apoptotique Bim (pour 

« Bcl-2 interacting mediator ») et du gène Dr5 (pour « death receptor 5 ») codant un récepteur 

de mort cellulaire (Iurlaro and Muñoz‐Pinedo, 2016; Puthalakath et al., 2007). DR5 induit des 
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voies extrinsèques de l'apoptose en recrutant la protéine adaptatrice FADD (pour « FAS-

associated death domain protein ») qui recrute et active la CASPASE 8, ce qui déclenche la 

cascade des caspases conduisant à l’apoptose. En parallèle, la protéine BIM active BAX (pour 

« BCL2 associated X protein ») et BAK (pour « BCL2 antagonist/killer 1 ») qui induisent une 

perméabilisation de la membrane mitochondriale pour libérer le cytochrome c (Iurlaro and 

Muñoz‐Pinedo, 2016; Urra et al., 2013). Ainsi, l’activation de la voie PERK peut exercer un 

rôle ambivalent selon l’intensité et la durée du stress du RE, en favorisant la survie par inhibition 

de la synthèse protéique et en déclenchant un processus pro-apoptotique en cas de stress 

prolongé du RE. 

La voie PERK joue un rôle critique dans le développement et la fonction des cellules 

sécrétrices spécialisées comme les cellules pancréatiques, et les souris Perk-/- présentent des 

défauts de sécrétion endocrine et exocrine (Harding et al., 2001; Zhang et al., 2002, 2006). 

Néanmoins, cette voie est réprimée dans les plasmocytes qui constituent un autre type de 

cellules sécrétrices. En effet, les souris Perk-/- et Perk+/+ présentent un développement B et une 

différenciation plasmocytaire similaire. De même, les analyses in vitro réalisées après 

stimulation (LPS) des cellules B de rate Perk-/- et Perk+/+ ont révélé une viabilité cellulaire et 

un taux de sécrétion d’IgM identiques, ainsi qu’un profil de synthèse protéique comparable 

(Zhang et al., 2005). Dans une étude analysant l’activation des différentes voies de l’UPR au 

cours d’une stimulation de cellules B par du LPS, les résultats ont confirmé l’absence 

d’activation de la voie PERK, contrairement aux voies IRE1α/XBP1 et ATF6 activées dès le 

premier jour de la stimulation du LPS (Gass et al., 2008). De la même manière, une 

reconstitution de souris Rag2-/- par des cellules hématopoïétiques mutantes exprimant le 

dominant négatif eIF2αS51A non phosphorylable n’altère ni le développement des cellules B 

matures, ni les concentrations sériques d’Ig (Mielke et al., 2011). 

L’ensemble de ces données suggère que l’activation de la voie PERK et la phosphorylation 

de eIF2α ne jouent pas un rôle prépondérant dans la différenciation en PC et la sécrétion des Ig. 

Un modèle reposant sur un décrochage différentiel de BIP entre PERK et IRE1α a été proposé 

par l’équipe de Ron et al pour expliquer l’absence d’activation de la voie PERK au cours de 

différenciation plasmocytaire. Selon ce modèle, BIP se décrocherait plus facilement d’IRE1α 

que de PERK, inhibant l’activation de cette dernière pour permettre une synthèse massive d’Ig 

(Bertolotti et al., 2000). L’absence d’activation de la voie PERK contribuerait également à 

limiter l’apoptose des PC. L’équipe de Walter et al avaient également proposé un modèle 

alternatif d’activation d’IRE1α impliquant une liaison directe de la partie luminale d’IRE1α 

avec les protéines mal repliées qui conduirait à son activation sélective (Credle et al., 2005). 
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Néanmoins, la résolution de la structure protéique d’IRE1α par l’équipe de Kaufman et al 

semble indiquer que le sillon est trop étroit pour établir une telle liaison peptidique (Zhou et al., 

2006). D’autres scénarios restent possibles et il a été montré qu’un stress artificiel provoqué par 

des agents pharmacologiques tels que la tunicamycine ou la thapsigargine permettait d'activer 

les trois branches de l’UPR dans les PC (Ma et al., 2010). Ainsi, les signaux de différenciation 

des cellules plasmocytaires conduiraient à une réponse UPR modifiée dans laquelle IRE1α 

serait activée dès le début conduisant à la synthèse d’XBP1s alors que la voie PERK serait 

spécifiquement inhibée. Cette hypothèse a été confirmée par la mise en évidence récente de 

l’implication de UFBP1 (pour « Ufm1-binding protein 1 ») dans l’inhibition de PERK lors de 

la différenciation des cellules B en plasmocytes. UFBP1 est une protéine de la voie de l’ 

ufmylation qui permet la liaison d’un polypeptide UFM1 à des protéines cibles pour modifier 

leur fonction et leur stabilité par un processus semblable à l’ubiquitination. Les souris 

présentant une invalidation conditionnelle de ce gène dans la lignée B (Ufbp1F/FCD19cre) 

présentent des taux d’anticorps diminués en réponse à des immunisations T-dépendantes ou 

indépendantes, de même qu’une altération de la différenciation plasmocytaire. De façon 

intéressante, la stimulation par le LPS de cellules B déficientes en Ufbp1 induit l’apparition de 

la forme phosphorylée de PERK (p-PERK), conduisant à la phosphorylation de eIF2α (p-eIF2α) 

ainsi qu’à l’expression d’ATF4. Ces données suggèrent que UFBP1 est un régulateur négatif 

de l'activation de PERK pendant la différenciation plasmocytaire. Le mécanisme d’action est 

en cours d’étude mais il a également été montré que UFBP1 stabilise IRE1α. Par conséquent, 

l'absence d’UFBP1 entraînerait une diminution de la signalisation IRE1α / XBP1 qui pourrait 

perturber l’homéostasie du RE et conduire à l'activation de la voie PERK (Liu et al., 2017). 

D’autres mécanismes restent cependant envisageables comme une interaction (directe ou 

indirecte) d’UFBP1 avec des composants de la voie PERK (Zhu et al., 2019). 

 La voie mTOR  

mTOR (pour “mammalian target of rapamycin”) est une sérine/thréonine kinase qui 

contrôle la prolifération cellulaire et le métabolisme en fonction de divers stimuli tels que la 

disponibilité en nutriments et en facteurs de croissance, ou en cas de stress protéique 

intracellulaire (Dazert and Hall, 2011; Laplante and Sabatini, 2012). De nombreuses études ont 

révélé l’implication de la voie mTOR dans les cellules immunitaires comme les lymphocytes 

B, T et NK, les cellules dendritiques, les macrophages et les neutrophiles (Thomson et al., 

2009). Au niveau moléculaire mTOR peut former deux complexes fonctionnellement 
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différents : mTORC1 (pour « mTOR complex 1 ») comprenant la protéine mTOR et son 

adaptateur RAPTOR (pour « regulatory-associated protein of mTOR »), ainsi que DEPTOR 

(pour « DEP-containing mTOR-interacting protein »), mLST8 (pour « mammalian lethal with 

Sec13 protein 8 » et PRAS40 (pour « proline-rich akt substrate 40 ») ; et mTORC2 comprenant 

mTOR, DEPTOR, RICTOR (pour « raptor-independent companion of TOR»), PROTOR (pour 

« protein observed with RICTOR »), mLST8 et mSin1 (pour « mammalian stress-activated 

protein kinase interacting protein 1 ») (Laplante and Sabatini, 2009). Le complexe kinase 

mTORC1 joue un rôle clé dans l'activation de l’UPR au cours de la différenciation 

plasmocytaire (Laplante and Sabatini, 2013, 2012). En effet, mTORC1 permet d’augmenter 

l’expression de la protéine chaperonne BIP et de nombreux gènes de l’UPR comme les 

protéines chaperonnes, les composants de l’ERAD et les enzymes impliquées dans la sécrétion 

protéique, et ceci avant l’expression d’XBP1s et l’amplification de la sécrétion d’Ac (Gaudette 

et al., 2020; Jones et al., 2016; Pincus et al., 2010). Ainsi, la formation et l’activité du complexe 

mTORC1 permettraient aux cellules B engagées dans la différenciation plasmocytaire de se 

préparer à une synthèse massive d’Ac.  

 Implication de l’autophagie au cours du développement B tardif 

L’autophagie est un processus cellulaire catabolique d’auto-digestion qui conduit à la 

dégradation des constituants cytoplasmiques dans les lysosomes. Chez les eucaryotes, la 

principale fonction de l'autophagie est de soutenir le métabolisme cellulaire dans des conditions 

de privation en nutriments (He and Klionsky, 2009; Lum et al., 2005; Mizushima and Komatsu, 

2011). En effet, l'autophagie est une voie de recyclage majeure fournissant les éléments 

nécessaires au « turn-over » des protéines et des organites cellulaires. Elle est notamment 

impliquée dans le développement B et la sécrétion d’Ac par les plasmocytes (Arbogast et al., 

2018; Mizushima and Komatsu, 2011; Mizushima and Levine, 2010; Pengo et al., 2013). 

Il existe trois types d’autophagies qui diffèrent par la manière dont les substrats sont 

adressés aux lysosomes : la macro-autophagie, la micro-autophagie et l’autophagie induite par 

les protéines chaperonnes ou CMA (pour « chaperone mediated autophagy »). 

(1) La macro-autophagie se traduit par la séquestration de constituants cytoplasmiques 

à partir de membranes isolées qui vont englober le cytoplasme et se réarranger pour 

former une structure à double membrane : l’autophagosome, qui fusionne ensuite 

avec le lysosome pour dégrader son contenu. La formation de l’autophagosome est  



Figure 19 : Liens entre l’UPR, mTORC1 et l’autophagie.

L’activation des 3 voies de l’UPR (IRE1α/XBP1, PERK et ATF6) peut augmenter la transcription des gènes de
l’autophagie. IRE1α active la voie JNK en formant un complexe protéique avec TRAF2 et ASK1. Il en résulte une
phosphorylation de BCL2 par JNK, avec une dissociation de Beclin1 et une activation de la PI3K qui stimule
l’autophagie. L'activation de PERK et la signalisation en aval d’ATF4 et CHOP, aboutit stimule également
l’autophagie par l’intermédiaire de la protéine AMPK et de l’inhibition de mTORC1(D’après Cybulsky, 2017).
(IRE1α, inositol-requiring enzyme 1α ; TRAF2, TNF receptor-associated factor 2 ; ASK1, apoptosis signal-
regulating kinase 1 ; BCL2, B cell lymphoma 2 ; JNK, JUN N terminal kinase ; AKT1, RACα serine/threonine
protein kinase; PI3K, phosphatidylinositol 3 kinase ; XBP1, X box-binding protein 1 ; ATF6/4, activating
transcription factor 6/4; CHOP, C/EBP homologous protein ; DDIT4, DNA damage-inducible transcript 4 ; eIF2α,
eukaryotic translation initiation factor 2α; AMPK, 5ʹ AMP-activated protein kinase ; mTORC1, mechanistic target
of rapamycin complex 1 ; TRB3, tribbles homologue 3.)
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régulée par les protéines ATG (pour « autophagy-related ») (Klionsky et al., 2003). 

Cette autophagie permet de dégrader des protéines mal repliées ou anormales, des 

agrégats, des organites entiers ou des pathogènes. 

(2) La micro-autophagie est un processus qui correspond à l’internalisation directe 

d’une partie de cytoplasme ou d’organites directement par invagination du lysosome 

(Li et al., 2012; Mijaljica et al., 2011).  

(3) L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes est un mécanisme 

d’autophagie faisant intervenir des intermédiaires protéiques. La protéine 

chaperonne HSC70 (pour « Heat Shock Cognate protein of 70 kDa ») joue un rôle 

majeur dans ce processus (Agarraberes and Dice, 2001). Elle est capable de 

reconnaître un motif spécifique (KFERQ) sur une protéine cible, puis de former un 

complexe stable en recrutant d’autres protéines chaperonnes telles que HSP40 ou 

HSP90. Ce complexe sera ensuite adressé aux lysosomes via un canal formé sur la 

membrane lysosomale par l’oligomérisation de la protéine LAMP-2A (pour 

« lysosome-associated membrane protein 2A ») (Majeski and Dice, 2004). 

 

Il a été recensé plusieurs processus autophagiques responsables de la dégradation de 

compartiments cellulaires spécifiques : les peroxysomes avec la pexophagie (Iwata et al., 2006), 

les mitochondries avec la mitophagie (Geisler et al., 2010; Novak et al., 2010; Okamoto et al., 

2009), les ribosomes avec la ribophagie (Kraft et al., 2008), les granules sécrétoires avec la 

zymophagie (Grasso et al., 2011), les gouttelettes lipidiques avec la lipophagie (Singh et al., 

2009), les agrégats protéiques avec l’agrephagie (Filimonenko et al., 2010; Komatsu et al., 

2007; Szeto et al., 2006) et le réticulum endoplasmique avec la reticulophagie (Bernales et al., 

2006). 

L'autophagie et l’UPR sont des mécanismes interconnectés (Bachar-Wikstrom et al., 2013; 

Chandrika et al., 2015) et les voies IRE1α et PERK peuvent conduire à une activation de 

l’autophagie pour réduire le stress du RE (Figure 19) (B’chir et al., 2013; Ogata et al., 2006). 

Au niveau moléculaire, IRE1α, via son interaction avec TRAF2 (pour « TNF receptor-

associated factor 2 ») induit la phosphorylation de ASK1 (pour « apoptosis signal-regulating 

kinase 1 ») (pour revue Huang et al., 2019), conduisant à la phosphorylation de JNK (pour « c-

Jun N-terminal kinases ») qui phosphoryle à son tour BCL2 (Corazzari et al., 2017). Cette 

phosphorylation provoque la dissociation du complexe BCL2/BECLIN1. BCL2 est un 

médiateur anti-apoptotique par sa capacité à antagoniser BAX et BAK tandis que BECLIN1 est 

un initiateur essentiel de l'autophagie en recrutant des protéines clés dans les structures 
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Figure 20 : Déficit en autophagie et différenciation plasmocytaire abortive.

De façon physiologique, l'autophagie limite l'expansion du RE et agit comme un frein physiologique sur la
différenciation et la fonction des PC, en les protégeant ainsi d’une induction d’apoptose prématurée. En effet,
comparativement à leurs homologues sauvages, les PC Atg5-/- présentent une expression élevée d’XBP1s,
Blimp1 et des gènes d’Ig. Néanmoins, la déficience en autophagie s’accompagne d’une apoptose précoce des
PCs et de réponses anticorps défectueuses in vivo (D’après Milan et al., 2016).
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pré-autophagosomales. L’assemblage de BCL2 avec BECLIN1 permet d’inactiver BECLIN1 

et donc l’autophagie en empêchant la formation des autophagosomes. La dissociation du 

complexe active BECLIN1 et l’autophagie. IRE1α active aussi la voie 

MAPK8/JNK1/MAPK9/MAPK10 qui favorise l’autophagie (Bao et al., 2018). De plus, la voie 

JNK peut augmenter la transcription de Beclin1 (Li et al., 2009; pour revue Yan et al., 2015).  

Le rôle de l'autophagie au cours du développement B tardif a été relativement bien étudié. 

Les souris présentant une invalidation conditionnelle d’Atg7 dans les LB sont capables de 

générer une réponse primaire normale mais pas de réponse secondaire protectrice lors d'une 

deuxième infection par le virus de la grippe (Chen et al., 2015, 2014). Dans ce contexte, 

l'autophagie serait impliquée dans le maintien des cellules B mémoire plutôt que dans leur 

génération. En effet, le flux autophagique permet de limiter la production de ROS mitochondrial 

et la toxicité des lipides peroxydés dans les cellules B mémoires. Il est également possible que 

la mobilisation des lipides par lipophagie soit nécessaire à la survie des cellules B et T mémoires 

(Chen et al., 2015, 2014). Les PCs dépendent également de l'autophagie pour surmonter le stress 

prolongé du RE en lien avec leur activité sécrétrice. En accord avec son rôle clé au cours de la 

différenciation plasmocytaire, les souris Atg5fl/fl CD19-Cre produisent moins d’Ig en réponse à 

des immunisations de type T-dépendant et T-indépendant (Conway et al., 2013; Pengo et al., 

2013). De façon intéressante, l'autophagie semble limiter l'expansion du RE et les PCs Atg5-/- 

possèdent un RE plus abondant que leurs homologues de type sauvage (Milan et al., 2016) 

(Figure 20). Par conséquent, les PCs déficients en autophagie sont capables de produire des Ig 

mais succombent à un stress massif du RE. Cette courte durée de vie des PCs Atg5-/- permet 

ainsi d’expliquer les réponses anticorps défectueuses observées in vivo (Conway et al., 2013; 

Pengo et al., 2013). En limitant l'expansion du RE, l’autophagie agit comme un frein 

physiologique lors de la différenciation plasmocytaire, en maintenant la production d’Ac à des 

niveaux compatibles avec leur longue durée de vie (Milan et al., 2016). 

Récemment, l’équipe de F. Gros et al a mis en évidence le rôle de l’autophagie dans 

l’endocytose et le trafic du BCR après son activation. La protéine ATG5 permettrait de relier 

l’internalisation du BCR avec le recrutement des centrosomes. En son absence, la relocalisation 

des centrosomes, dépendante de PCM1, est abolie, entraînant une altération de la nucléation de 

l'actine qui compromet la polarisation de la synapse immunologique (Arbogast et al., 2018).  

D’autres études ont également montré que l'activation du flux autophagique pouvait 

favoriser la progression du lupus en régulant la survie des cellules immunitaires autoréactives 

(Arnold et al., 2016; Liu et al., 2020). En effet, chez les souris Lpr (« lupus prone ») sujettes au 

lupus, l’équipe de Sun et al a observé que la sévérité de la maladie était corrélée avec une 
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élévation de l’activité autophagique dans les splénocytes et les lymphocytes du sang 

périphérique (Liu et al., 2020). Une extinction d’Atg5 par un lentivirus shAtg5 a permis de 

diminuer les signes cliniques du lupus chez ces souris, avec une diminution des taux d’auto-

anticorps sériques, des dépôts de complexes immuns glomérulaires, de même que du facteur 

d'activation des cellules B (BAFF). Le ciblage de l'autophagie dans les cellules immunitaires 

pourrait ainsi être une piste prometteuse dans le traitement du lupus (Liu et al., 2020). 
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Partie III. Régulation de l’expression génique et 

surveillance des transcrits d’Ig  

 

La transcription des gènes dans les cellules eucaryotes est effectuée par trois ARN 

polymérases (ARN pol) différentes : ARN Pol I, Pol II et Pol III. L’ARN Pol I produit l'ARN 

ribosomal, l’ARN Pol II synthétise des ARN pré-messagers (pré-ARNm) et de petits ARN 

nucléaires (snRNA pour « small nuclear RNA »), enfin l'ARN Pol III produit des ARN de 

transfert et d'autres petits ARN. Deux autres ARN polymérases (IV et V) ont également été 

découvertes chez les plantes (Wierzbicki et al., 2009). Les ARN Pol I, II et III comprennent 

respectivement 14, 12 et 17 sous-unités et ont un poids moléculaire de 589, 514 et 693 kDa. La 

transcription d’un gène par l’ARN Pol II permet la synthèse d’un ARN pré-messager qui va 

subir plusieurs modifications dans le noyau avant d’être exporté dans le cytoplasme en tant 

qu’ARN messager mature (ARNm) qui sera traduit par la suite. La maturation nucléaire des 

pré-ARNm comprend plusieurs étapes dont la principale est l’épissage, qui permet d’éliminer 

les séquences introniques. Ce processus nécessite l’assemblage dynamique du complexe 

ribonucléoprotéique (RNP) ou « spliceosome » qui catalyse l’élimination des introns et la 

ligature des régions codantes (pour revue Wilkinson et al., 2019). 

 Epissage des ARN pré-messagers  

La reconnaissance des jonctions exon/intron et l'excision de l’intron qui résulte de 

l’épissage sont guidées par trois déterminants de séquences : un site donneur d’épissage 5’ en 

amont, un site accepteur d’épissage 3’ en aval, ainsi qu’un point de branchement et un tractus 

polypyrimidine à l'extrémité 3' de l'intron (Figure 21A). Les sites donneurs d'épissage, dans 

leur grande majorité, contiennent un dinucléotide GU au site 5'ss (5’ss pour « splice site ») avec 

une séquence consensus GURAGU où le R est une base purique (A ou G). Les sites accepteurs 

d'épissage 3’ss contiennent un dinucléotide AG et la séquence consensus du site est formée par 

une succession de bases pyrimidiques (C ou U) se terminant par une séquence CAG en amont 

de l’exon. Le point de branchement est un A situé entre 20 à 40 nucléotides en amont de 

l’extrémité 3’ de l’intron. 

  



Figure 21 : Réaction d’épissage et séquences consensus impliquées.

A. Position des séquences consensus au niveau des sites d'épissage situés en 5’ (donneur) et 3’ (accepteur). Les
dinucléotides GU et AG invariants aux extrémités de l'intron, le tractus polypyrimidine (Y)n juste en amont du AG
en 3’ et le point de branchement sont représentés. Les motifs de séquence qui entourent ces nucléotides conservés
sont présentés ci-dessous. La taille d'un nucléotide à une position donnée est proportionnelle à la fréquence de ce
nucléotide dans un alignement de séquences humaines. Les nucléotides de couleur bleue représentent les résidus les
plus fréquents. Les lignes verticales indiquent les limites exon-intron.

B. Réaction d’épissage simplifiée. L'épissage se déroule en deux étapes de transestérification. Dans la première
étape, le groupe 2'-hydroxyle du résidu A au site de branchement attaque le phosphate (p) au site d'épissage 5'. Cela
conduit au clivage de l'exon 5' de l'intron et à la formation d'un lasso (« lariat »). Dans l'étape suivante, une deuxième
réaction de transestérification implique le phosphate à l'extrémité 3' de l'intron et le groupe 3'-hydroxyle de l'exon
détaché. La ligature des deux exons libère simultanément l'intron sous forme de lasso (D’après Pagani and Baralle,
2004; Cartegni et al., 2002).

A.

B.
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La réaction d'épissage repose sur deux étapes de transestérification (Figure 21B). Dans la 

première étape, le groupement 2' hydroxyle de l’adénosine (A) du point de branchement 

effectue une attaque nucléophile sur le groupement phosphate du site donneur d'épissage 5'ss 

au niveau de la guanosine (G) et clive la liaison phosphodiester à la jonction exon-intron. Cette 

étape libère l'exon 5' avec le groupement hydroxyle (-OH) à son extrémité 3' et produit deux 

intermédiaires : l'exon 5’ détaché et le fragment intron-exon 3’ dans une structure en boucle. 

Dans la deuxième étape de transestérification, une attaque nucléophile va s’effectuer par le 

groupement 3’ hydroxyle de l'exon libre sur le groupement phosphate du site accepteur 3’ 

d'épissage entraînant la ligature des deux exons et la libération de l’intron sous forme de 

« lariat » (lasso).  

Le spliceosome est un complexe formé à partir de 5 petits ARN nucléaires (snRNA pour 

« small nuclear RNA ») U1, U2, U4, U5 et U6, et d'environ 100 protéines associées (pour revue 

Kastner et al., 2019). Sept protéines homologues Sm s'assemblent en anneau autour d’une 

séquence riche en U (site Sm) située vers les extrémités 3’ des snRNA U1, U2, U4 et U5. Pour 

U6 se sont sept protéines LSm paralogues (LSm2–8) qui s’assemblent à l’extrémité 3’. Au final, 

chacun des snRNA forme une petite particule de ribonucléoprotéine nucléaire (snRNP pour 

« small nuclear ribonucleo -protein ») (pour revue Patel and Bellini, 2008).  

Dans le spliceosome, les snRNA jouent des rôles essentiels de catalyse et de reconnaissance 

du substrat par un assemblage séquentiel autour de l’ARNm (Figure 22). Les snRNP U1 et U2 

reconnaissent respectivement les séquences des sites donneurs d’épissage 5’ss et les points de 

branchements. Ils forment ainsi le préspliceosome (ou complexe A) qui s'associe ensuite avec 

le complexe pré-assemblé snRNP U4 / U6-U5 pour former le spliceosome complet (ou 

complexe B). La première réaction de transestérification génère le complexe C. Les exons 5’ et 

3’ sont ensuite ligaturés et après la ligature, le spliceosome se dissocie libérant l’ARNm épissé, 

le « lariat » de l’intron et les différents snRNP (pour revue Wilkinson et al., 2019). Un complexe 

de jonction exon-exon EJC (pour « exon junction complex ») vient alors s’ajouter dans une 

région située à environ 24 nucléotides (nt) en amont de la jonction d’épissage nouvellement 

générée. Le complexe EJC sera détaillé dans le chapitre III.4.2.1.4.  

 L’épissage alternatif 

Identifié pour la première fois par l’équipe de Walter et al en 1978 (Gilbert, 1978), 

l'épissage alternatif (AS pour « Alternative Splicing ») est un processus complexe et hautement  



Figure 22 : Assemblage séquentiel du spliceosome au cours de l'épissage.

L’épissage d’un pré-ARNm par le spliceosome repose sur la formation de quatre complexes distincts. Le complexe E
est le plus précoce et contient notamment snRNP U1 qui se lie à la séquence AG-GU sur le site 5’ d'épissage
donneur. Dans le même temps, la protéine SF1 se lie au point de branchement et U2AF au tractus polypyrimidine
situé entre le point de branchement et l'extrémité 3 'de l'intron. Ensuite, SF1 est enlevé du point de branchement par
snRNP U2, pour former le complexe A dépendant de l'ATP. L'interaction entre le point de branchement et snRNP
U2 est stabilisée par des hélicases à ARN spécifiques (Prp5 et Sub2), qui recrutent tri-snRNP U4/5/6 pour former le
complexe B. L'hélicase d'ARN provoque ensuite un changement de conformation du spliceosome qui conduit à la
libération des snRNP U1 et U4 et à l'interaction entre U6 avec le snRNP U2 pour la formation d'une boucle pré-
ARNm et du complexe C. Dans ce complexe, deux réactions de transestérification ont lieu, l'intron est retiré sous
forme de « lariat » et les extrémités de l'exon sont jointes (D’après Paschalis et al., 2018).
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régulé permettant à un gène unique de produire plusieurs ARNm codant des protéines 

différentes. L’AS représente donc un mécanisme de régulation supplémentaire de l'expression 

génique. Des études transcriptomiques par séquençage haut-débit ont révélé que plus de 90% 

des transcrits chez l’homme subissent un épissage alternatif, générant ainsi plus de 250 000 

protéines à partir d’environ 20000 gènes (Aken et al., 2017; Gaudet et al., 2017; 

The UniProt Consortium, 2017).  

Les profils d’utilisation des sites donneurs (5’) et accepteurs (3’) d’épissage donnent lieu à 

plusieurs types d’AS (pour revue Bergsma et al., 2018) (Figure 23A) : 

- Les exons définis par des promoteurs alternatifs : l’initiation de la transcription 

au niveau de promoteurs différents, dits alternatifs, donne lieu à différents ARNm.  

- Les exons cassettes : ces exons sont soit inclus soit exclus lors de l’épissage, car ils 

sont limités par des sites 5’ et 3’ alternatifs. L’exclusion de l’exon correspond à un 

phénomène de « saut d'exon » et représente 40% des événements d'AS chez les 

eucaryotes supérieurs. Le récepteur de mort cellulaire FAS peut subir un saut d’exon 

comme décrit précédemment. 

- Les exons définis par des sites 5’ ou 3’ d’épissage alternatifs : les exons peuvent 

posséder deux sites 5’ ou deux sites 3’ d’épissage, qui sont en compétition. C’est 

l’exemple du pré-ARNm BCL2L1 qui peut donner le variant long anti-apoptotique 

BCL-xL ou le variant court pro-apoptotique BCL-xS. 

- La rétention d’intron : certains sites d’épissage peuvent être ignorés, aboutissant 

à la conservation de l’intron au niveau de l’ARNm. Cette séquence intronique pourra 

ainsi être traduite ou introduire un PTC. La rétention d’intron est la forme d’AS la 

plus rare chez les vertébrés et les invertébrés, constituant moins de 5% des 

événements. En revanche, c’est le mode le plus utilisé chez les plantes, les 

champignons et les protozoaires. 

- Les exons mutuellement exclusifs : ces exons ne sont jamais présents 

simultanément dans un ARNm ; un seul exon (ou groupe d’exons) sera donc retenu 

lors de l’épissage. Les exons concernés étant généralement de taille similaire, la 

longueur des ARNm générés varie peu. En revanche, la fonction des protéines 

codées par ces différents ARNm est généralement modifiée. L’exemple d’épissage 

des transcrits FGFR2 possédant deux exons mutuellement exclusifs est présenté 

Figure 23B. Dans les cellules B matures naïves, un AS de ce type régule deux 

groupes d’exons constants Cµ et Cδ. Pour exprimer une IgD, les exons Cµ (groupe  

  



Figure 23 : Epissage alternatif.

A. Représentation schématique des différents types d’épissage : constitutifs (trait vert) et alternatif (trait rouge) ; ainsi
que les transcrits générés par utilisation de promoteurs ou de sites de polyadénylation alternatifs (Adapté de Cartegni
et al., 2002).

B. Exemples d’épissage alternatif fréquemment observés dans de nombreux cancers et participant à la tumorigénèse
(Adapté de Wang and Lee, 2018).
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de 6 exons : CH1, CH2, CH3, CH4, M1, M2) sont exclus lors de l’épissage du 

transcrit primaire IgH. 

- Les exons composites internes/terminaux : ces exons peuvent être utilisés comme 

des exons internes lorsque le site interne 5’ d’épissage est reconnu, ou comme des 

exons terminaux quand le signal de poly(A) qui suit est sélectionné. Cet AS est 

utilisé lors du passage de la forme membranaire à la forme secrétée des chaînes 

lourdes d’Ig. En effet, l’exon CH4 est utilisé en tant qu’exon interne épissé sur les 

exons de membrane M1 et M2 pour exprimer les Ig membranaires alors que ce 

même exon constitue l’exon terminal de la forme sécrétée des Ig.  

 

Les isoformes protéiques générées après AS peuvent avoir des activités biologiques 

distinctes voire radicalement opposées. Dans le cas du gène Bcl2L1 (pour « B-cell lymphoma 

2-like 1 »), l’AS permet de synthétiser les variants BCL-xL (isoforme longue) et BCL-xS 

(isoforme courte), respectivement anti- et pro-apoptotiques (Akgul et al., 2004). Un autre 

exemple d'un gène lié à l'apoptose qui subit un épissage alternatif d'ARN dans les cellules 

cancéreuses est le récepteur FAS. Il est exprimé à la membrane de nombreux types cellulaires 

et initie une cascade de signalisation conduisant à l'apoptose après activation par son 

ligand FASL (pour « FAS-ligand ») produit par les cellules T cytotoxiques. L’AS induit un 

variant court FAS-s dépourvu de l’exon 6 qui code une protéine sans domaine 

transmembranaire (Figure 23B). Cette isoforme agit comme un leurre pour FASL, permettant 

ainsi aux cellules cancéreuses d'échapper à l'apoptose (pour revue Wang and Lee, 2018). Un 

dernier exemple concerne l’AS des transcrits CXCR3 (pour « G protein-coupled receptor 

(GPCR) CXC chemokine receptor 3 ») qui génère 3 isoformes : CXCR3A, CXCR3B et 

CXCR3Alt. Pour ces deux premières isoformes, leurs activation respectives par CXL10 et 

CXCL11 aboutit à différentes voies de signalisation (Berchiche and Sakmar, 2016). 

L’AS joue également un rôle majeur d’autorégulation de l’expression génique par un 

mécanisme nommé RUST (pour « regulated unproductive splicing and translation »). L’AS 

peut introduire des codons stop prématurés (PTC pour « Premature Termination codon ») par 

décalage du cadre de lecture et forcer ainsi la dégradation des ARNm par NMD (AS-NMD pour 

« Nonsense-Mediated mRNA Decay »). Des événements d’épissage au niveau des régions non 

traduites 5’ ou 3’UTR (UTR pour « UnTranslated Regions ») peuvent également affecter la 

stabilité, la localisation ou l’efficacité de traduction des ARNm. De nombreux facteurs 

d’épissage s’autorégulent grâce à ce mécanisme, comme par exemple SC35, CLKs, TIAR/TIA-

1, PTB, AUF1 et TRA2-beta (pour revue Soergel et al., 2013; Sureau et al., 2001). L’exemple  



Figure 24 : Autorégulation du facteur d’épissage PTB par épissage alternatif couplé au NMD.

Certains facteurs d'épissage, tels que PTB et SC35, régulent leur abondance par épissage alternatif (AS).
Représentation schématique du processus d'autorégulation de PTB par élimination de l’exon 11 lors de
l’épissage. Une multimerisation de PTB en amont de l'exon 11 permet de bloquer le site 3' d'épissage de l’intron
10 (interférence avec la fixation de U2AF). Le saut de l'exon 11 induit un décalage de cadre de lecture et
entraîne l'introduction d'un PTC dans l'exon 12, activant ainsi la dégradation de ce variant d’épissage par NMD.
(Buratti and Baralle, 2011). (PTB : Polypyrimidine tract-binding protein 1, encore appelée hnRNP I :
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein I)
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de la protéine PTB (pour « polypyrimidine tract-binding protein 1 ») est illustré Figure 24. A 

noter que PTB a un rôle ambivalent, car il peut soit favoriser le saut d’exon soit l’inclusion 

d’exon (Xue et al., 2009). 

 Régulation de l’épissage alternatif 

La régulation de l’assemblage du spliceosome est un point de contrôle permettant d’orienter 

vers un épissage constitutif ou alternatif. Les introns humains peuvent mesurer plusieurs 

centaines de kilobases et contenir de nombreux sites d'épissage « leurres » présentant des 

séquences proches des motifs consensus précédemment décrits. Malgré l’abondance de sites 

d'épissage leurres (sites accepteurs et donneurs) capables de former des pseudo-exons, ces 

événements ne sont que très rarement observés (Sun and Chasin, 2000). Le processus d'épissage 

se produit donc avec une grande fidélité et sa régulation fait intervenir de nombreux éléments 

qui agissent en cis et/ou en trans sur le pré-ARNm et permettent une définition précise des 

exons et des introns. 

 Les éléments cis-régulateurs 

L'épissage alternatif est contrôlé par de nombreux éléments cis régulateurs qui servent soit 

d'activateurs, soit d’inhibiteurs d'épissage. Ces éléments régulateurs (SRE pour « Splicing 

Regulatory Elements ») sont répartis en quatre catégories : les séquences exoniques activatrices 

d’épissage (ESE pour « Exonic Splicing Enhancers »), les séquences exoniques inhibitrices 

(ESS pour « Exonic Splicing Silencers »), les séquences introniques activatrices (ISE pour « 

Intronic Splicing Enhancers ») et les séquences introniques inhibitrices (ISS pour « Intonic 

Splicing Silencers ») (pour revue Shenasa and Hertel, 2019) (Figure 25). Ces séquences 

régulatrices fonctionnent en recrutant des facteurs d'épissage à action trans qui activent ou 

suppriment différentes étapes de la réaction d'épissage. Les ESE/ISE favorisent l’assemblage 

du spliceosome et l'inclusion des exons en liant généralement les protéines de la famille des 

protéines SR (pour « Serine/arginine-rich ») et par des protéines de la famille des hnRNP (pour 

« heterogeneous nuclear ribonucleoprotein »), comme les protéines hnRNP I (ou PTB), hnRNP 

A1 ou hnRNP L. Les ESS bloquent l’assemblage du spliceosome et répriment l'inclusion des 

exons en liant des protéines de la famille hnRNP et les ISS ayant le même rôle, sont reconnus 

par la protéine hnRNP L et par d’autres protéines de la famille des hnRNP 



Figure 25 : Les séquences régulatrices d’épissage.

Les éléments cis-régulateurs contrôlant l’épissage peuvent être des séquences activatrices (ESE et ISE en
vert : exonic/intronic splicing enhancers) ou inhibitrices (ESS et ISS en rouge : exonic/intronic splicing
silencers). Les facteurs agissant en trans sont également représentés. La fixation des facteurs d’épissage (SF
: splicing factors) sur les ESE /ISE favorise l’inclusion d’exon, alors que les facteurs se fixant sur les
séquences ESS/ISS favorisent l’exclusion (« saut d’exon »).
SF: Splicing Factors; ESE: Exonic Splicing Enhancer; ISE: Intronic Splicing Enhancer; ESS: Exonic
Splicing Silencer; ISS: Intronic Splicing Silencer
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(pour revue Geuens et al., 2016; Jeong, 2017). Les protéines SR sont généralement considérées 

comme favorisant l'inclusion d'exon, alors que les hnRNP sont classiquement considérées 

comme des répresseurs d'épissage favorisant l'exclusion d'exon. Cette distinction est toutefois 

trop simpliste et la fonction de ces protéines varie selon leurs positions, ou en fonction de l’effet 

coopératif/compétitif entres les protéines (pour revue Dvinge, 2018). 

La formation de structures secondaires au sein du pré-ARNm peut également moduler 

l'accessibilité des sites d'épissage ou des motifs de reconnaissance par les RNP, et ainsi agir 

comme activateur ou inhibiteur d'épissage. La formation d'une épingle à cheveux sur l’ARN ou 

d’un duplex ARN/ARN peut favoriser l’exclusion d'un exon en masquant le site d'épissage 5' 

ou 3' (Hiller et al., 2007). Les structures secondaires peuvent également agir sur l'épissage en 

exposant des motifs activateurs ou inhibiteurs. De plus, des RNP comme hnRNP F peuvent se 

lier aux structures introniques en G-quadruplex et favoriser l'inclusion de l'exon en amont (pour 

revue Dvinge, 2018; Huang et al., 2017). 

 Les éléments trans-régulateurs 

Les deux principales familles de protéines impliquées dans la régulation de l'épissage sont 

les protéines SR (pour « Serine/arginine‐rich») et hnRNPs (pour « heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins ») (Han et al., 2010; Zhou and Fu, 2013).  

Les protéines SR contiennent un à deux domaines de reconnaissance d’ARN de type RRM 

(pour « RNA recognition motif ») à leur extrémité N-terminale et un domaine riche en 

sérine/arginine à l'extrémité C-terminale facilitant les interactions avec d'autres protéines. Les 

premières protéines SR identifiées étaient SRSF1 et SRSF2. Les protéines SR constituent la 

famille la plus étudiée qui comprend plus d’une vingtaine de membres, dont les plus connus 

sont SRSF1, SRSF2 (SC35), SRSF3, SRSF4, SRSF5, SRSF6, SRSF7 et SRSF9. La plupart des 

protéines SR sont localisées dans le noyau, mais certaines d’entre elles (principalement SRSF1, 

SRSF3 et SRSF7) peuvent faire la navette entre le noyau et le cytoplasme, et jouer un rôle dans 

l’exportation des ARNm en interagissant avec les récepteurs d'exportation TAP ou NXF1 (pour 

« Tip-associated protein » ou « Nuclear RNA export factor 1 ») (Huang et al., 2003; Müller-

McNicoll et al., 2016). 

La modification chimique de l'ARN comme sa méthylation (N-6-methyladenosine : m-6-

A) peut moduler l'accès des protéines SR à l'ARNm cible via l’interaction avec la protéine 

YTHDC1 qui reconnaît cette modification et recrute SRSF3 tout en bloquant l’accès à SRSF10 
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(Xiao et al., 2016). Le degré de phosphorylation des protéines SR modifie également leur 

fonction dans l'assemblage du spliceosome et leur localisation intracellulaire. Les protéines SR 

déphosphorylées semblent être associées à l'exportation de certains ARNm (Huang et al., 2004). 

Enfin, les protéines SR régulent également la traduction et par conséquent la dégradation des 

ARNm par NMD. Par exemple, SRSF1 augmente l’efficacité du NMD des ARNm β-globine 

contenant un PTC (Zhang and Krainer, 2004). 

Les protéines hnRNP sont très abondantes dans la cellule et sont classiquement considérées 

comme des inhibiteurs d'épissage en se liant préférentiellement aux ISS (Huelga et al., 2012). 

Cette famille comprend au moins une vingtaine de membres dont hnRNP A1 ou L, B, C, F, G, 

H, K, et hnRNP I aussi appelée PTB. La plupart des protéines hnRNP possèdent un signal 

conventionnel de localisation nucléaire (NLS pour « nuclear localization signal ») et sont 

principalement présentes dans le noyau. Comme les protéines SR, elles sont capables de se 

déplacer dans le cytosol (Han et al., 2010) et subissent des modifications post-traductionnelles 

(méthylation, phosphorylation, …) entraînant des changements de localisation et d’activité 

(Chaudhury et al., 2010). 

 Régulation transcriptionnelle et modifications de la chromatine 

Les événements d’AS sont fonctionnellement couplés à la vitesse d’élongation lors de la 

transcription et sont donc dépendants de facteurs épigénétiques tels que la méthylation de 

l'ADN, le positionnement des nucléosomes ou les modifications post-traductionnelles des 

histones. De façon générale, si l’ARN Pol II est peu processive ou si elle effectue une pause 

durant l’élongation, cela favorise l’inclusion d’exons alternatifs même s’ils présentent des sites 

d’épissage peu efficaces (Figure 26). Inversement, un fort taux d’élongation de l’ARN Pol II 

ou l’absence de pause durant l’élongation favorise le phénomène de saut d’exon (Mata et al., 

2003). Le taux de synthèse de pré-ARNm peut également affecter la formation de structures 

secondaires et par conséquent l'accessibilité des sites d'épissage, et d'autres motifs de facteurs 

d'épissage (ESE, ESS, ISE et ISS) présents sur le pré-ARNm (pour revue Bartys et al., 2019; 

Eperon et al., 1988). 

L’environnement chromatinien d’un gène en cours de transcription peut avoir un impact sur 

l’épissage au travers de la localisation des histones mais aussi de leurs modifications post-

traductionnelles (phosphorylation, acétylation, ou méthylation) (Venkatesh and Workman, 

2015). Par exemple, les nucléosomes présentent un enrichissement préférentiel au niveau des 

exons, favorisant ainsi la pause de l’ARN Pol II et leur épissage  



Figure 26 : Régulation de l’épissage alternatif par la vitesse d’élongation de l’ARN
polymérase II.

Selon ce modèle, l’épissage alternatif serait influencé par la processivité de l’ARN Pol II au
cours de la transcription. Ainsi, une faible vitesse d’élongation de l’ARN Pol II autorise
l’inclusion d’exon (A) alors qu’une élongation rapide conduit à son élimination par saut
d’exon (B) (D’après Le Hir et al., 2016).

A. Vitesse d’élongation : lente

B. Vitesse d’élongation : rapide
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 (Hodges et al., 2009; Schwartz et al., 2009). Dans ce sens, la protéine SF3B1 du complexe U2 

snRNP se lie aux nucléosomes positionnés sur les exons pour aider la reconnaissance des sites 

d'épissage (Kfir et al., 2015). Le complexe de remodelage de nucléosomes SWI / SNF (pour 

« switch/sucrose non-fermentable ») peut également agir comme régulateur d'épissage, en 

diminuant le taux d'élongation de l’ARN Pol II pour faciliter l'inclusion d'exons avec des sites 

d'épissage faibles (Batsché et al., 2006). Certaines marques d'histones sont enrichies au niveau 

des exons et peuvent influencer la sélection du site d'épissage en recrutant des facteurs 

d'épissage, directement ou indirectement. La triméthylation H3K4me3 peut favoriser l'épissage 

en recrutant snRNP U2 sur le pré-ARNm (Sims et al., 2007). La triméthylation de H3K36me3 

peut induire un saut d'exon en recrutant la protéine PTB (Luco et al., 2010) mais peut également 

interagir avec le facteur d'épissage SRSF1 (Pradeepa et al., 2012). D’autres modifications de 

méthylation des histones telles que H3K27me1, H3K27me2, H4K20me1 et H3K79me1 ont 

également été signalées comme marqueurs d’exons. L’acétylation des histones influençant la 

vitesse d’élongation de l’ARN pol II, l'activité des histones désacétylases (HDAC) a un impact 

considérable sur l'AS, en permettant notamment le recrutant des facteurs d'épissage tels que 

SRSF5 sur les sites cibles (Hnilicová et al., 2011). Ainsi, certains inhibiteurs d’HDAC 

pourraient potentiellement être utilisés dans le traitement des maladies liées aux défauts 

d'épissage (Rahhal and Seto, 2019).  

 Surveillance des ARNs : cas des transcrits d’Ig non-productifs 

Dans les cellules B, les recombinaisons V(D)J entraînent un décalage du cadre de lecture 

aboutissant à l’apparition d’un codon stop prématuré PTC (pour « premature termination 

codons ») dans environ deux tiers des cas (voir § I.2.2). Dans les GC, le processus de SHM peut 

également conduire à l’apparition de mutations non-sens (voir § I.4.1). Ainsi, les transcrits d’Ig 

contenant des PTCs sont extrêmement abondants dans la lignée B et subissent des mécanismes 

de surveillance des ARN comme le NMD et le NAS (pour « nonsense-associated altered 

splicing »). La description de ces mécanismes, de même que leur implication au cours du 

développement B et de la différenciation plasmocytaire a fait l’objet de 2 revues présentées en 

annexes (Lambert et al., 2020, 2019). Seuls les points clés seront présentés plus loin. 

De nombreuses études incluant celles menées au sein du laboratoire ont mis en évidence 

une transcription active des allèles d’Ig non-productifs (Li and Wilkinson, 1998). En effet, les 

allèles VDJ+/VDJ- présentent des taux de transcription équivalents et une charge d’ARN Pol 

II similaire dans des cellules B stimulées par le LPS (Ashi et al., 2019; Tinguely et al., 2012).  



Figure 27 : Les mécanismes impliqués dans la surveillance des ARN.

La surveillance des transcrits présentant des codons stop prématurés (PTC) peut s’effectuer à différents stades. Tout
d’abord une inhibition spécifique de la transcription (1) peut se produire par le mécanisme de NMTGS. Une
inhibition d’épissage des transcrits primaires contenant des PTCs encore appelée NMUP a également été observée
(2). Le phénomène de NAS permet quant à lui d’éliminer l’exon contenant un PTC, le plus souvent par saut d’exon
(3). Enfin, les ARNm contenant un PTC peuvent être dégradés par NMD.
PTC: Premature Termination Codon
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Malgré cette transcription bi-allélique, les ARNm d’Ig contenant des PTCs subissent une 

dégradation par NMD très efficace et sont quasiment indétectables dans les cellules B matures, 

limitant ainsi la production d’Ig aberrantes potentiellement toxiques (Tinguely et al., 2012 ; Li 

and Wilkinson, 1998) (Figure 27). D’autres mécanismes de surveillance contribuent à diminuer 

le taux d’ARNm d’Ig contenant des PTC en agissant au niveau de l’épissage. Ces transcrits 

primaires peuvent subir : soit une inhibition d’épissage qui bloque leur maturation par un 

mécanisme nommé NMUP (pour « nonsense-mediated upregulation of pre-mRNA »), soit un 

phénomène analogue de suppression d’épissage appelé SOS (pour « suppression of splicing »), 

soit un épissage alternatif appelé NAS qui aboutit le plus souvent à l’exclusion de l’exon 

contenant le PTC (Lambert et al., 2020, 2019). 

 

 Nonsense-associated Altered Splicing (NAS) 

Hormis le fait d’assurer une diminution de la quantité d’ARNm contenant des PTC, 

l’activation du NAS ne semble pas avoir de but précis puisque les transcrits alternatifs produits 

par ce processus vont eux-mêmes coder des protéines tronquées, potentiellement fonctionnelles 

mais dans certains cas, toxiques pour la cellule (Maquat, 2002; Srour et al., 2016). Selon la 

nature des mutations, deux classes de NAS ont été décrites : le NAS de classe I dont 

l’appellation est discutable puisque ce processus ne repose pas sur la présence d’un PTC mais 

sur des mutations de séquences régulatrices d’épissage et le NAS de classe II qui est induit par 

le PTC mais dont les mécanismes moléculaires sont mal connus, en particulier les étapes clés 

permettant la reconnaissance d’un PTC avant ou moment de l’épissage (Bühler et al., 2005; 

Chang et al., 2007; Mohn et al., 2005). 

Le NAS de classe I est déclenché lors de l’apparition de mutations perturbant les éléments 

cis-régulateurs de l’épissage comme des mutations inactivant des ESE ou inhibant des ESS. 

Tous les types de mutations (non-sens, faux-sens ou silencieuses) capables de perturber 

l’assemblage du spliceosome peuvent être mises en cause (Cartegni et al., 2002; Chang et al., 

2007; Maquat, 2002; Valentine, 1998). Le NAS de classe I est un phénomène indépendant de 

la traduction qui est notamment décrit pour les gènes du TCRβ et Igµ (Buchner et al., 2003; 

Bühler and Mühlemann, 2005; Caputi et al., 2002; Chang et al., 2007; Liu et al., 2001; Mohn 

et al., 2005; Pagani et al., 2003). Une étude sur le TCRβ, menée par l’équipe de Wilkinson, a 

également montré que ces transcrits pouvaient être soumis aux NAS I et II. A l’aide de 

constructions TCRβ abritant soit des mutations non-sens, soit des mutations faux-sens ou 
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silencieuses, ces auteurs ont montré que les mutations au niveau des ESE augmentaient le NAS 

indépendamment du cadre de lecture, tandis qu’en dehors des ESE, seules les mutations non-

sens favorisaient ce phénomène uniquement en présence d’un PTC (Chang et al., 2007).  

Le NAS de classe II intervient donc seulement en présence d’un PTC et il se manifeste par 

une altération de l’épissage menant à un saut d’exon complet (ou partiel, des sites d’épissages 

cryptiques existent sur l’exon). Contrairement au NAS de classe I, le NAS de classe II (appelé 

NAS pour la suite) dépendrait donc de la synthèse protéique. Dans ce sens, l’activation du NAS 

peut être inhibée par l’absence d’ARNt (Gersappe et al., 1999) ou par des mutations sur le site 

initiateur de la traduction AUG ou sur la séquence régulatrice de Kozak (Wang et al., 2002b, 

2002a). La connexion du NAS avec la traduction est également soutenue par l’intervention 

d’UPF1 (pour « up-frameshift protein 1 ») qui est un acteur majeur du processus de NMD 

dépendant de la traduction (voir ci-après). Cependant, NMD et NAS sont des processus très 

différents, et la suppression d’autres facteurs du NMD comme UPF2, UPF3A, UPF3B et SMG1 

n'a aucun effet significatif sur le NAS (Chang et al., 2007; Hwang and Kim, 2013; Mendell et 

al., 2002). 

Les études menées par notre équipe sur les transcrits d’Ig non-productifs plaident plutôt en 

faveur d’un NAS dépendant de la position du PTC. En effet, suite à l’utilisation des mini-gènes 

porteurs de mutations à la jonction VJ conduisant à l’apparition de PTC soit à la fin de l’exon 

V (VPTC) soit dans l’exon constant en aval Cκ (CPTC) (Chemin et al., 2010; Srour et al., 2016), 

un taux élevé de transcrits alternatifs dépourvus d’exon V a été observé uniquement dans les 

cellules transfectées avec les constructions VPTC. De plus, des analyses bio-informatiques n’ont 

pas rélévé de différences sur les séquences ESE ou ESS entre les constructions VPTC et CPTC, 

renforçant ainsi l’hypothèse d’un NAS dépendant du cadre de lecture et induit par la présence 

d’un PTC (Chemin et al., 2010). Une autre étude a récemment mis en évidence que l’efficacité 

du NAS des transcrits d’Ig non-productifs est considérablement augmentée dans les PC par 

rapport aux cellules B (Ashi et al., 2019), suggérant un lien étroit entre le NAS et l’élongation 

de la transcription comme décrit précédemment pour l’AS (voir § III.4.1). En effet, dans les 

PC, les gènes Ig sont localisés dans des usines de transcription qui autorisent la coopération 

avec des « enhancers » pour augmenter leur transcription (Park et al., 2014). 

La forte activation du NAS des transcrits d’Ig non-productifs dans les PC conduit à un saut 

de l'exon VPTC et à la production d'Ig sans domaine V (Figure 28). De façon intéressante, les 

PC exprimant ces chaînes d'Ig tronquées présentent un stress exacerbé du RE conduisant à 

l’apoptose (Srour et al., 2016). Ce nouveau point de contrôle tardif appelé « TIE-checkpoint »  

 



Figure 28 : NAS des transcrits Igκ non-productifs et induction d’apoptose dans les plasmocytes.

La plupart des cellules B hébergent des réarrangements de gènes d’Ig non-productifs (NP) (voir Figure 1 Annexe
2). L'augmentation de la transcription des gènes d’Ig qui accompagne la différenciation plasmocytaire active le
NAS et provoque un saut de l'exon variable (V) contenant un PTC, induisant la production de chaînes d’Ig
tronquées sans domaine V (ΔV-κLC). Les PC étant naturellement sensibles à des variations de stress du RE, la
présence de ces chaînes aberrantes conduit à leur l'apoptose prématurée. Ainsi, de nombreux clones de PC
hébergeant des réarrangements d'Igκ bi-alléliques sont éliminés, par ce processus nommée TIE-checkpoint («
Truncated-Ig exclusion »), indépendamment de leur spécificité antigénique. L’existence de ce nouveau point de
contrôle tardif révèle que les allèles d’Ig NP peuvent avoir un impact fort sur le développement B. Concernant le
NAS, ces observations confirment que ce processus de surveillance des ARN ne présente pas de réel avantage, et
semble même au contraire très risqué (D’après Lambert et al., 2020).
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(« truncated-Ig exclusion ») permet d'éliminer les PC hébergeant des réarrangements d'Igκ non-

productifs et exprimant des Ig tronquées.  

Mon travail de thèse repose sur ces résultats permettant d’envisager une nouvelle approche 

thérapeutique dans le traitement du MM (Delpy et al., 2017; WO2017/089359). Cette stratégie 

de saut d’exon est basée sur l’utilisation d’oligonucléotides-antisens (ASO) capables de 

masquer les sites d’épissage de l’exon V pour induire la production d'Ig tronquées. Dans le 

cadre d’une médecine personnalisée, cette thérapie par saut d’exon pourrait conduire à 

l’élimination spécifique du clone tumoral (Article1). 

 Dégradation des ARNm non-sens : Nonsense-Mediated mRNA Decay 

(NMD) 

Le NMD est un mécanisme contrôlant la qualité de l’expression génique, dépendant de la 

traduction et très conservé au cours de l’évolution. Historiquement, ce mécanisme a été 

découvert chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Losson and Lacroute, 1979). Initialement 

décrit comme impliqué dans la dégradation des ARNm contenant des PTC, le NMD peut 

également cibler environ 10% des ARNm normaux chez les mammifères (Martins et al., 2012; 

Ottens and Gehring, 2016). Le NMD cible donc des ARNm présentant les caractéristiques 

suivantes : une mutation non-sens, un événement d'AS induisant l’apparition d’un PTC, la 

présence d'un cadre ouvert de lecture en amont (uORF) ou de codons sélénocystéine, et enfin 

une région 3’UTR anormalement longue ou un événement d’épissage au sein de cette dernière. 

Il a été estimé qu'environ 30% des maladies humaines héréditaires sont dues à la présence de 

PTC dans les ARNm (Popp and Maquat, 2016). Concernant l’implication du NMD dans les 

cellules B, de nombreuses études ont montré une dégradation très efficace pouvant diminuer 

jusqu’à 100 fois le taux de ARNm d’Ig porteurs de PTC (Chemin et al., 2010; Delpy et al., 

2004; Lambert et al., 2020, 2019; Li and Wilkinson, 1998; Tinguely et al., 2012). 

 Les acteurs majeurs du NMD 

Chez les mammifères, la machinerie NMD comprend plusieurs protéines importantes qui 

constituent des complexes clés : le complexe kinase (SMG1, SMG8 et SMG9), les protéines 

UPF (UPF1, UPF2, UPF3A et UPF3B), les facteurs de libération eucaryotes (eRF1 et eRF3), 

le complexe de jonction d'exon (EJC pour « exon junction complex ») (eIF4A3, RBM8A, 

MAGOH et MLN51) et les protéines SMG (SMG5, SMG6 et SMG7) qui déclenchent la  



Figure 29 : Mécanisme de NMD et mise en place du complexe de surveillance.

A. Le première lecture d’un ARNm par le ribosome permet de décrocher les complexes EJC présents en amont
de chaque jonction exon-exon. La présence de PTC provoque un arrêt de la traduction, empêchant ainsi le
décrochage des EJC situés en aval tout en favorisant le recrutement du complexe SURF (SMG1-UPF1-eRF1-
eRF3 et aussi SMG8-SMG9).

B. UPF1 interagit alors avec UPF2-UPF3 fixés à l’EJC en aval pour former le complexe DECID.
C. L’hélicase DHX34 va activer SMG1 et permettre la phosphorylation d’UPF1 pour déclencher la dégradation
par NMD. En effet, UPF1 phosphorylée recrute SMG6 et le complexe SMG5-SMG7 respectivement
responsables de la dégradation endo- et exo-nucléolytique des transcrits contenant des PTC (Extrait de Le Hir et
al.,2016).
PTC: premature terminaison codon, CBC: Cap-Binding Complex; EJC: Exon Junction Complex; eRF:
eukaryotic Release Factor; m7G: 7-methylGuanosine; PABPC: cytoplasmic poly(A)-binding protein.

A.

B.

C.
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dégradation des cibles d'ARNm (Figure 29) (Boehm and Gehring, 2016; Karousis et al., 2016; 

Lykke-Andersen and Jensen, 2015; Schweingruber et al., 2013). 

 Les protéines UPF 

Les protéines UPF (pour « up-frameshift protein ») sont les actrices majeures du mécanisme 

de NMD. Quatre protéines UPF ont été identifiées : UPF1, UPF2, UPF3a et UPF3b (ou 

UPF3X). 

UPF1 et UPF2 sont localisées principalement dans le cytoplasme, tandis que UPF3 fait la 

navette entre le noyau et le cytoplasme. Les 3 UPF interagissent ensemble, mais aussi avec les 

ribosomes, et d’autres molécules de la machinerie de traduction et du NMD. UPF1 ou RENT1 

(pour « regulator of nonsense transcripts 1 ») a un rôle central dans le mécanisme de NMD. 

UPF1 contient deux domaines fonctionnels conservés : un domaine ATPase dépendant de 

l'ARN riche en cystéine et histidine en N-ter, et un domaine hélicase ARN dépendant de l'ATP 

en C-ter (Chamieh et al., 2008; Fiorini et al., 2013; Gupta and Li, 2018; Shigeoka et al., 2012). 

UPF1 hydrolyse l'ATP pour se déplacer de 5ʹ à 3ʹ le long des ARN et déroule l'ARN grâce à 

son activité hélicase dans cette même direction, probablement pour éliminer les 

ribonucléoprotéines (RNP) des ARNm ciblés et ainsi favoriser leur dégradation par d'autres 

facteurs NMD (Fiorini et al., 2015; Franks et al., 2010). Le domaine hélicase des UPF1 

humaines s'associe à environ 10 nucléotides sur l'ARN et a une activité de translocation lente 

(1,92 pb/s) mais hautement processive (environ 10kb) (Chakrabarti et al., 2011; Chamieh et al., 

2008; Fiorini et al., 2015; Kanaan et al., 2018). Les mutations qui éliminent les activités de 

liaison et d'hydrolyse de l'ATP d’UPF1 abolissent le NMD (Weng et al., 1998, 1996a, 1996b). 

De plus, une élimination de ces activités empêche l’association avec la sous-unité 40S du 

ribosome (Min et al., 2013), inhibe le désassemblage des RNP terminaux, étape essentielle à la 

dégradation 3’ exonucléolytique du substrat NMD (Franks et al., 2010), et pour finir empêche 

le recyclage des composants de la traduction et notamment des ribosomes après l’arrêt de la 

traduction ainsi que des facteurs de NMD (Ghosh et al., 2010). L’activité hélicase de UPF1 est 

aussi importante, car par exemple, une mutation (R844C) abolissant cette activité inhibe 

l’activité NMD dans les cellules de mammifères (Sun et al., 1998). Les extensions N- et C-

terminales d’UPF1 contiennent de multiples résidus de sérine ou thréonine phosphorylables qui 

permettent d’interagir avec les différentes protéines SMG5, SMG6 et SMG7 (Nicholson et al., 

2014; Ohnishi et al., 2003; Okada-Katsuhata et al., 2012; pour revue Chakrabarti et al., 2014). 

De plus, ces extensions peuvent lier la protéine DCP2 (pour « decapping mRNA 2 ») impliquée 

dans le « décoiffage » des extrémités 5’m7G, indispensable pour l’élimination de l’ARNm 
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(Lykke-Andersen, 2002). Pour finir, UPF1 s’associe aussi avec les facteurs de terminaison de 

la traduction eRF1 et eRF3 (pour « eukaryotic release factor ») pour former le complexe SURF 

(SMG1 – UPF1 – eRF1 – eRF3) (Kashima et al., 2006). 

UPF2 est considéré comme un adaptateur moléculaire entre UPF1 et UPF3 (Chamieh et al., 

2008; Clerici et al., 2009) et contient des domaines MIF4G (pour « Middle domain of eIF4G-

like ») dans sa région centrale et N-terminale. Ces domaines permettent l’interaction d’UPF2 

avec les facteurs d’initiation de la traduction eIF4/eIF3 (pour « eukaryotic initiation factor »), 

et avec UPF3 et SMG1. Sa partie C-ter possède un domaine de localisation nucléaire NLS (pour 

« nuclear localization sequence ») et permet l’interaction avec UPF1 (Mendell et al., 2000). 

L’interaction UPF1/UPF2 favorise l'activité d'hélicase d'UPF1 et permet le déroulement de 

l’ARN (Chakrabarti et al., 2011; Chamieh et al., 2008). Lors de l’apoptose, un clivage d’UPF1 

et UPF2 par des caspases conduit à une inhibition du NMD (Jia et al., 2015; Lejeune, 2017). 

UPF3 est le moins conservé des trois facteurs UPF (Culbertson and Leeds, 2003). Il existe 

deux isoformes UPF3a (nommée aussi UPF3 et située sur le chromosome 13) et UPF3b (ou 

UPF3X sur le chromosome X) dans les cellules de mammifères (Serin et al., 2001). Ces 

protéines possèdent un domaine RRM central (pour « RNA recognition motif ») qui peut se lier 

à UPF2 (Kadlec et al., 2004; Serin et al., 2001), et leur domaine C-terminal se lie sur le 

complexe de jonction exon-exon (EJC) (Buchwald et al., 2010; Ghosh et al., 2010). UPF3X 

peut aussi se lier à la partie N-terminale du facteur de terminaison de la traduction eRF3 pour 

former un complexe eRF1/eRF3/UPF3X qui provoque la libération du ribosome bloqué sur le 

PTC (Neu‐Yilik et al., 2017). UPF3 est une protéine de navette entre le cytoplasme et le noyau 

mais qui, à l'état d'équilibre, se trouve principalement dans le noyau (Serin et al., 2001). Les 

deux isoformes ne semblent pas avoir la même fonction. Si UPF3X se fixe sur la partie 3’UTR 

d’ARNm exempt de PTC, elle induit sa dégradation par NMD de manière importante alors que 

l’effet de UPF3 est moindre dans les mêmes conditions (Lykke-Andersen et al., 2000). De plus, 

l’inactivation de UPF3X par ARNi inhibe le NMD contrairement à celle de UPF3 (Kunz et al., 

2006). 

 Les protéines SMG 

En plus des principaux facteurs UPF, l’activation du NMD nécessite les protéines SMG 

(pour « suppressor of morphological defects on genitalia ») au nombre de 6 : SMG1 et SMG 5 

à 9. 

SMG1, SMG8 et SMG9 forment un complexe kinase qui catalyse la phosphorylation de 

UPF1. SMG8 et SMG9 permettent la régulation de SMG1 mais aussi la mise en place du 
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complexe SURF (SMG1, UPF1 et les facteurs eRF1 et eRF3). SMG8 régule négativement 

l’activité kinase de SMG1 par sa liaison à sa partie N-ter et SMG9 permet l’interaction de 

SMG1 à SMG8. Lors de la dissociation de SMG8 et SMG9, l’activité kinase est assurée par 

SMG1, une protéine de la famille des PIKKs (pour « phosphatidylinositol 3-kinase related 

protein kinases ») qui phosphoryle UPF1 dans sa partie N-ter. La phosphorylation se produit 

dans le complexe DECID (pour « decay-inducing complex ») avec la présence de UPF2, UPF3, 

et les composants de l’EJC (Kashima et al., 2006). 

SMG5, SMG6 et SMG7 sont des protéines préférentiellement impliquées dans la 

déphosphorylation d’UPF1, sans activité phosphatase directe mais par le biais d’un recrutement 

des protéines phosphatase telles que PP2A (pour « phosphatase protein 2a »). Elles possèdent 

des domaines de type 14.3.3 qui interagissent avec UPF1 phosphorylée (Chakrabarti et al., 

2014; Fukuhara et al., 2005; Jonas et al., 2013; Ohnishi et al., 2003; Okada-Katsuhata et al., 

2012). SMG5 et SMG6 contiennent chacune un domaine PIN (pour « C-terminal pilt N-

terminus »), un motif similaire lié aux ribonucléases de la famille RNase H qui provoque un 

clivage des ARNm substrats de NMD pour initier leur dégradation (Boehm et al., 2014; Eberle 

et al., 2009; Glavan et al., 2006; Huntzinger et al., 2008; Lykke-Andersen et al., 2014; Schmidt 

et al., 2015). SMG5 et SMG7 forment un hétérodimère avec leurs domaines de type 14-3-3 qui 

interagit avec SMG7 pour recruter le complexe CCR4-NOT, une déadénylase qui favorise le 

« decapping » de l’ARNm en 3’ (Loh et al., 2013; Unterholzner and Izaurralde, 2004). 

 Les facteurs eRF « eukaryotic release factors » 

L'arrêt de la traduction de l'ARNm se produit lorsqu'un codon stop normal ou prématuré 

(UAA, UAG et UGA) se localise dans le site A du ribosome. Chez les eucaryotes cet arrêt est 

médié par les facteurs de libération eRF1 et eRF3. 

eRF1 possède un domaine N-ter qui est responsable de la reconnaissance du codon stop 

dans le site A du ribosome, un domaine central contenant un motif GGQ qui induit la libération 

du polypeptide naissant du site ribosomal P et un domaine C-ter qui se lie à eRF3 et ABCE1 

(pour « ATP binding cassette subfamily E member 1 »). eRF3 a un domaine N-ter qui se lie à 

la protéine PABP (pour « poly(A)-binding protein ») et à UPF3X (pour revue Hellen, 2018). 

Les facteurs eRF1 et eRF3 sont liés fonctionnellement au NMD par l’interaction avec les 3 

protéines UPF et ces interactions permettent de recruter la machinerie du NMD. UPF1 interagit 

avec eRF1 et eRF3, et conduit à la formation du complexe SURF. La liaison d’UPF1 à eRF1 et 

eRF3 inhibe son activité ATPase, soutenant l’hypothèse qu’UPF1 est initialement recrutée sous 
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une forme inactive sur un ribosome prématurément bloqué et est ensuite activée par interaction 

avec le complexe UPF2/UPF3 (Chamieh et al., 2008; Czaplinski et al., 1998).  

 Le complexe EJC 

Le complexe EJC (pour « exon junction complex ») est un complexe ribonucléoprotéique 

de liaison à l'ARN qui est assemblé et déposé sur les ARNm à 20–24 nt en amont d'une jonction 

exon-exon pendant l'épissage (Le Hir et al., 2000). Le recrutement et la liaison stable de ce 

complexe dépendent de l'épissage et se déroulent dans le noyau. Ce complexe reste ensuite 

associé dans le cytoplasme jusqu’à la traduction. L’EJC est considéré comme un élément 

régulateur post-transcriptionnel permettant le lien entre l’épissage, le NMD, le transport et la 

traduction (Hir et al., 2016a). Le cœur de ce complexe est formé de quatre protéines conservées: 

eIF4AIII (DDX48), Y14 (RBM8A), MAGOH et MLN51(BTZ ou CASC3) (Tange et al., 2005). 

La protéine eIF4AIII (pour « eukaryotic initiation factor 4AIII ») est la principale protéine 

de liaison à l'ARN de l'EJC avec deux domaines de type RecA qui se lie sur une séquence 

d’environ huit nucléotides d’ARN (Bono et al., 2006) à 20–24 nt en amont d'une jonction exon-

exon. La séquence peut varier, car cette liaison n'implique pas les bases d'ARN mais se produit 

principalement via le squelette ribose-phosphate. Néanmoins, les EJC montrent une préférence 

de liaison aux séquences riches en purines, en particulier un motif GAAGAA qui ressemble au 

site de liaison des protéines riches en sérine/arginine (protéines SR) (Boehm and Gehring, 2016; 

Saulière et al., 2012). La liaison directe de MLN51 à EIF4A3 est indépendante de MAGOH-

Y14, et la fonction principale de ce dernier hétérodimère est de verrouiller EIF4A3 dans sa 

conformation liée à l'ARN en inhibant son activité ATPase (Ballut et al., 2005). Le complexe 

EIF4A3, MAGOH et Y14 se lie au spliceosome de manière transitoire pour donner un complexe 

trimérique pré-EJC qui s’associe à l’ARN au site de liaison de l’EJC. Après l’épissage, la 

ligature des exons et la libération du spliceosome, MLN51 rejoint le pré-EJC pour former l'EJC 

tétramérique stable et mature (Gehring et al., 2009). 

La fixation de l'EJC permet d'initier une cascade d'interactions protéine-protéine aboutissant 

à l'assemblage d'un complexe NMD fonctionnel (pour revue Fatscher et al., 2015). Ainsi, l'EJC 

interagit grâce à son site de liaison composite formé par l’assemblage du complexe EIF4A3, 

Y14 et MAGOH directement avec le facteur du NMD UPF3, qui est recruté via son motif de 

liaison à l'EJC (EBM pour « EJC-binding motif ») (Buchwald et al., 2010; Gehring et al., 2003). 

Après recrutement de UPF2, le complexe UPF2/UPF3 forme un pont moléculaire entre l’EJC 

et UPF1 qui fait partie du complexe SURF. Cette étape aboutit à la formation du complexe 
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DECID (pour « decay inducing complex ») et à la phosphorylation d’UPF1 par SMG1 de 

(Yamashita, 2013) (Figure 29).  

L’association différentielle de l’EJC avec d’autres facteurs tels que RNPS1 (Lykke-

Andersen et al., 2001; Viegas et al., 2007), SRSF1 (Aznarez et al., 2018; Sato et al., 2008; 

Zhang and Krainer, 2004), CWC22 (Steckelberg et al., 2015) et ICE1 (Baird et al., 2018) peut 

également moduler l’efficacité du NMD. 

Au final, beaucoup de protéines interagissant avec l’EJC ont été identifiées comme par 

exemple, des facteurs liés à l’épissage RNPS1, SRM 160, PININ et UAP56, des facteurs de 

localisation ou d’export de l’ARN tels que ALY/REF et TAP (pour revue Le Hir et al., 2016). 

Au-delà du NMD, l’EJC participe à la régulation de l’épissage alternatif (Ashton-Beaucage et 

al., 2010; Roignant and Treisman, 2010; Z. Wang et al., 2014), à l’exportation (Le Hir et al., 

2001; Schmidt et al., 2006) et à la traduction des ARNm (Chazal et al., 2013; Diem et al., 2007; 

Isken et al., 2008). 

 Dégradation par NMD dépendante de l’EJC : cas des ARNm IgH 

non-productifs  

Dans les cellules eucaryotes, le mécanisme de NMD dépendant de l’EJC repose sur la 

présence d’un PTC positionné à au moins à 50-55 nucléotides en amont de la dernière jonction 

exon-exon (règle des 50-55nt) (Nagy and Maquat, 1998). La fixation de l’EJC à 20-24 

nucléotides en amont de chaque jonction exon-exon est à l’origine de cette règle de position. 

Ainsi, les codons stop physiologiques situés dans le dernier exon sont insensibles au NMD 

(Maquat and Li, 2001). 

En absence de PTC, la première étape de lecture de l’ARNm par le ribosome permet de 

retirer tous les complexes EJC fixés et conduit au remplacement de l’hétérodimère 

CBP20/CBP80 (CBC) par eIF4E sur la coiffe à l’extrémité 5’ et de la protéine PABPN1 (pour 

« poly (A)-binding protein nuclear 1 ») par PABPC1 (pour « poly (A)-binding protein 

cytoplasmic 1 ») à l’extrémité 3’. Ces modifications autorisent de multiples étapes de traduction 

par de nombreux ribosomes (pour revue Rissland, 2017; Sato and Maquat, 2009). Si le ribosome 

rencontre un PTC respectant la règle des 50-55 nt, celui-ci sera arrêté et ne pourra pas continuer 

sa primo-lecture afin de déplacer les derniers complexes EJC (Figure 29). Les complexes de 

terminaison de la traduction (eRF1, eRF3) vont se fixer au site A du ribosome. SMG1 et UPF1 

sont ensuite recrutés par eRF1 et eRF3 pour former le complexe SURF (SMG1 – UPF1 – eRF1 

– eRF3). La protéine de la coiffe CBP80 favorise aussi l’association de SURF (pour revue 

Schoenberg and Maquat, 2012). Ensuite, favorisé par l'ARN hélicase DHX34 et par la protéine  



Figure 30 : Dégradation des ARNm substrats de NMD.

SMG6 clive l'ARNm près du PTC, tandis que SMG5-SMG7 recrute le complexe de deadénylation CCR4-
NOT via sa sous-unité POP2 et l'enzyme de « decapping » DCP2-DCP1a via sa sous-unité PNRC2. SMG5-
SMG7 recrute également la protéine phosphatase PP2A, qui déphosphoryle UPF1. Les intermédiaires de
dégradation de l'une ou l'autre des voies sont dégradés de 5’ vers 3’ par l'exonucléase XRN1 et de 3’ vers 5’
par l'exosome ou l'exonucléase DIS3L2. Les uridylyltransférases terminales TUT4 et TUT7 peuvent ajouter
des uridines aux extrémités 3’ pour favoriser la dégradation par DIS3L2 (D’après Kurosaki et al., 2019).
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de coiffe CBP80, UPF1 rejoint l'EJC en aval en interagissant avec UPF2 et UPF3, formant le 

complexe DECID (pour « decay-inducing complex ») (Hug and Cáceres, 2014; Kashima et al., 

2006). La phosphorylation de UPF1 par SMG1 conduit à l'inhibition de la traduction (Isken et 

al., 2008) et également au recrutement de SMG6 et du complexe SMG5/SMG7 (Okada-

Katsuhata et al., 2012; pour revue Hir et al., 2016b). Ainsi, deux voies sont possibles pour la 

dégradation des ARNm substrats de NMD après la phosphorylation d’UPF1 : la voie de 

dégradation médiée par SMG6 qui induit un clivage endonucléolytique à proximité du PTC 

puis la dégradation des deux fragments par des exonucléases, et la voie de dégradation 

exonucléolytique médiée par SMG5-SMG7 qui conduit au recrutement des enzymes de 

déadénylation et de « decapping » (Figure 30). Le complexe SMG5-SMG7 recrute la 

déadénylase CCR4-NOT via sa sous-unité POP2 et les enzymes de « decapping » DCP2-

DCP1a (pour « mRNA-decapping enzyme ») via sa sous-unité PNRC2. La dégradation est 

réalisée par les exonucléases 3’-5’ comme le « RNA exosome » et par les exonucléases 5’-3’ 

telles que XRN1 ou DIS3L2 (pour « DIS3-like exonuclease 2 ») (Kurosaki et al., 2019). Les 

intermédiaires de dégradation peuvent subir aussi des ajouts d’uridine par l'uridylyltransférase 

4 (TUT4) et TUT7. Alors que l'ajout de résidus non uridiques aux extrémités 3ʹ inhibe la 

dégradation, l'addition d'uridines favorise la dégradation de 3ʹ à 5ʹ par la DIS3L2 (Kurosaki et 

al., 2018). SMG5-SMG7 recrute également la protéine phosphatase 2A (PP2A) qui 

déphosphoryle UPF1, permettant de déclencher le processus de dégradation. 

 

Concernant les chaînes lourdes d’Ig, les processus de recombinaisons VDJ ou de SHM 

peuvent entraîner l’apparition de PTC au niveau de l’exon variable ou dans le premier exon 

constant (CH1). Dans ces deux cas, les positions des PTC respectent la règle des 50-55nt et les 

transcrits non productifs sont très efficacement dégradés par un mécanisme de NMD dépendant 

de l’EJC. Il a été montré que les ARNm d'IgH contenant des PTC sont fortement dégradés par 

le NMD (jusqu'à 100 fois) (Baumann et al., 1985; Li and Wilkinson, 1998; Tinguely et al., 

2012). Cependant, certains PTC dans la moitié 5’ de l'exon VDJ ne provoquent pas une forte 

dégradation par NMD (Bühler et al., 2004). De même, les transcrits avec des PTC proches du 

codon d'initiation ne sont pas sensibles au NMD dans d'autres modèles, probablement en raison 

d'une interaction critique entre PABPC1 et le complexe d'initiation de la traduction (Inácio et 

al., 2004; Peixeiro et al., 2012). 

Afin d’étudier la dégradation par NMD des ARNm d'IgH contenant des PTC au cours du 

développement B, notre équipe a développé une souche de souris avec un allèle IgH non 

fonctionnel grâce à l’insertion d’un exon (Vκ) non-sens supplémentaire entre JH et Cµ 
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(Tinguely et al., 2012). Ce modèle « frVκKI » (pour « frameshift-inducing Vκ exon knock-in ») 

autorise les recombinaisons VDJ et, selon le nombre de nucléotides insérés à la jonction, les 

PTC apparaissent soit dans l’exon VDJ, soit dans l’exon additionnel « frVκKI », soit dans 

l'exon constant CH1. Ainsi, la position des PTC sur les ARNm d'IgH « frVκKI » permet un 

NMD dépendant de l'EJC quelle que soit la nature de la jonction VDJ. L'efficacité du NMD a 

pu être facilement évaluée dans des souris hétérozygotes, en quantifiant la quantité d’ARNm 

d'IgH « frVκKI » contenant un PTC après traitement avec des inhibiteurs du NMD 

classiquement utilisés, comme le cycloheximide (CHX) ou le wortmannin (wort). Grâce à ce 

modèle, il a été montré que l'efficacité du NMD fluctuait au cours du développement des 

lymphocytes B. Dans les cellules B de la moelle osseuse, y compris les précurseurs et les 

plasmocytes, le traitement avec des inhibiteurs de NMD a augmenté le niveau d'ARNm d'IgH 

« frVκKI » contenant des PTC d’environ 5 fois, indiquant qu'environ 80% des transcrits d'IgH 

non productifs étaient dégradés par NMD. En revanche, dans les cellules B matures naïves, la 

dégradation des transcrits d'IgH non productifs a chuté à environ 50%. De plus, l'efficacité du 

NMD augmente après l'activation des cellules B, avec une dégradation par NMD d’environ 

95% des ARNm d'IgH contenant du PTC (Tinguely et al., 2012) (cf Annexe 3 Figure 2). Cette 

fluctuation reflète la corrélation positive entre le taux épissage et l’efficacité du NMD, comme 

observé pour les transcrits TCRβ (Gudikote et al., 2005). 

 Dégradation par NMD indépendante de l’EJC : cas des ARNm 

Igκ non-productifs 

Concernant les chaînes légères d’Ig comme Igκ, le processus de recombinaison VJ peut 

induire l’apparition de PTC soit dans l’exon constant Cκ, soit trois nucléotides en amont de la 

dernière jonction exon-exon (Delpy et al., 2004). Ainsi, la position du PTC sur les ARNm d'Igκ 

non productifs ne répond pas à la règle des 50-55nt et leur dégradation est réalisée par un type 

de NMD dit « EJC-indépendant », moins efficace que le NMD EJC-dépendant précédemment 

décrit pour les transcrits IgH non productifs (cf Annexe 3 Figure 1). En effet, seulement 40% 

à 60% des ARNm Igκ contenant des PTC sont éliminés par ce mécanisme de NMD (Chemin et 

al., 2010). Ces résultats sont en accord avec les données du laboratoire de Mühlemann, obtenues 

en utilisant des constructions de minigènes hébergeant un PTC en aval de 50 nt de la dernière 

jonction exon-exon (Bühler et al., 2004). Par conséquent, la présence de l'EJC permet 

d’amplifier l'efficacité du NMD. Ces mêmes auteurs ont également démontré que le 

déclenchement du mécanisme de NMD EJC-indépendant reposait sur la longueur 3′UTR 

(Bühler et al., 2006).  
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En effet, chez les mammifères, le NMD EJC-indépendant est souvent observé au niveau des 

transcrits endogènes non mutés avec des 3ʹ UTR très longues (> 1 kb) (Singh et al., 2008) même 

en absence de PTC. Cet NMD est ainsi appelé « long 3ʹ UTR-mediated NMD » (Kebaara and 

Atkin, 2009) ou plus connu sous le nom de « Faux 3’UTR » chez la levure. Cependant, des 

analyses transcriptomiques étudiant l'abondance et la demi-vie des ARNm chez l’homme et la 

souris, indiquent que la longueur de la 3ʹUTR n’est pas forcément corrélée à la sensibilité au 

NMD EJC-indépendant (Hurt et al., 2013; Tani et al., 2012). Chez les mammifères, la 3’UTR 

peut contenir divers éléments régulateurs agissant en cis qui inhibent directement ou 

indirectement le NMD (Toma et al., 2015). Par exemple, les complexes et protéines APOBEC1, 

PTB ou hnRNPL peuvent inhiber le NMD en se fixant directement en aval du codon stop 

normal afin de protéger la 3’UTR de la liaison à UPF1 et empêcher ainsi la reconnaissance de 

l'ARNm comme cible du NMD (Chester et al., 2003; Ge et al., 2016; Kishor et al., 2019). 

Malgré l’absence d’EJC et du complexe DECID, ce NMD est dépendant de la présence d’UPF1 

phosphorylée. UPF1 non phosphorylée peut se lier transitoirement à l'ARNm, en utilisant son 

activité d'hélicase ARN dépendante de l'ATP. Une fois lié à l’ARNm, elle peut se déplacer le 

long de l’ARN ou être activement éliminée par translocation des ribosomes sauf dans 

l’extrémité 3’UTR. Une longue 3’UTR augmenterait dans ce cas, la probabilité d'occupation 

d’'UPF1 et donc les chances que UPF1 soit phosphorylée activant ensuite le NMD EJC-

indépendant (Imamachi et al., 2017; Kurosaki et al., 2014; Lee et al., 2015). De plus, UPF1 est 

fréquemment observée sur les séquences riches en G ou GC qui forment des structures 

secondaires stables sur l’ARN (Hurt et al., 2013; Imamachi et al., 2017). Ces structures bloquent 

la translocation d’UPF1, et augmentent ainsi ses chances de phosphorylation et de recrutement 

d'autres facteurs induisant la dégradation par NMD. 

Dans le cas d’un PTC, la voie du NMD EJC-indépendant postule que la reconnaissance du 

PTC dépend de la distance entre le complexe de terminaison ribosomique à l’arrêt sur le PTC 

et PABPC1 sur la queue polyA de l’ARNm. Cela semble s'appuyer sur la compétition entre 

PABPC1 et UPF1 pour l'interaction avec eRF3 au niveau du ribosome (Eberle et al., 2008; 

Ivanov et al., 2008; Silva et al., 2008; Singh et al., 2008). L'interaction eRF3 avec PABPC1 est 

cruciale pour une terminaison normale, car cette interaction réprime le NMD en empêchant 

l'interaction UPF1-eRF3 et l’initiation du NMD (Kashima et al., 2006; Kononenko et al., 2010; 

Wang et al., 2001). Puisqu’il n'y a pas d'EJC pour potentialiser le NMD, l'interaction entre 

UPF1, UPF2 et UPF3 peut se produire par diffusion des deux derniers facteurs présents dans le 

cytoplasme vers UPF1 liée à l'ARNm (Metze et al., 2013). Les étapes suivantes du NMD sont 

les mêmes que celles du modèle dépendant de l'EJC. Récemment, il a été démontré que le 
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facteur d'épissage SRSF1 favorise le NMD en se liant directement à UPF1, améliorant la liaison 

de ce dernier à l'ARNm. De plus, l'action de SRSF1 est indépendante de UPF3 et UPF2 et donc 

de l’EJC, ce qui pourrait constituer une nouvelle branche de NMD dépendant de SRSF1 et reliée 

à l’épissage en amont (Aznarez et al., 2018). 
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Partie IV. Modification de l’expression génique par 

administration d’oligonucléotides antisens (ASO)  

 Généralités & contexte 

Contrairement aux stratégies d’édition du génome comme CRISPR-Cas9, les thérapies 

antisens sont de puissants outils capables de modifier l’expression génique de façon transitoire. 

Ces stratégies reposent sur l’utilisation de siRNA (pour « small-interfering RNA ») synthétiques 

mimant l’activité des miRNA (« micro RNA ») endogènes, ou d’oligonucléotides antisens 

(ASO) dont les particularités seront détaillées ci-dessous. 

Les ASO sont des courtes séquences synthétiques d’acides nucléiques simples brins 

d’environ 15-30 nt, capables de s’hybrider par appariement de bases à une séquence ARN 

spécifique. Ces acides nucléiques diffèrent des nucléotides ADN ou ARN et présentent des 

modifications chimiques permettant d’augmenter leur efficacité. Selon leur spécificité de 

liaison, les ASO peuvent modifier l’expression génique en agissant à différentes étapes. Ils sont 

utilisés pour inhiber la traduction en bloquant de façon stérique le complexe d'initiation de la 

traduction, modifier l’épissage en se fixant sur des sites impliqués dans le processus d'épissage 

du pré-ARNm (sites de fixation de ribonucléoprotéines ou site donneur/accepteur d’épissage), 

promouvoir la dégradation des ARN par recrutement de la RNAse H (voir § IV.3), ou encore 

neutraliser l’action de miRNA ou d’autres ncRNA (« non-coding ») (pour revue Smith and 

Zain, 2019; Shen and Corey, 2018). 

 Modifications chimiques des ASO 

L’utilisation d’ASO non modifiés est problématique, car leur charge électrique les empêche 

de passer la membrane cellulaire et ils sont rapidement dégradés par tous les types 

d’endonucléases et d’exonucléases. De nombreuses modifications chimiques ont été ainsi 

développées pour prolonger leur demi-vie, réduire leur toxicité, augmenter leur affinité pour 

l’ARN et améliorer leur pénétration intracellulaire. 

  



Figure 31 : Principales modifications chimiques des ASO.

A. Les ASO sont de courtes séquences d'acides nucléiques (ARN ou ADN) simples brins, présentant des
modifications chimiques leur permettant de résister à la dégradation par les nucléases, d’améliorer leur affinité
pour l’ARN voire de favoriser leur pénétration à travers la membrane plasmique. Ces modifications portent
essentiellement sur les liaisons phosphodiesters (bleu), les riboses (orange) et les bases (vert).

B. Les modifications profondes du squelette carboné sont également bénéfiques pour faire un compromis entre
stabilité et efficacité. Les deux exemples ici, sont les PMO et les PNA (Smith and Zain, 2019).

(2’-F, 2’-fluoro; 2’-O-Me, 2’-O-methyl; 2’-O-MOE, 2’-O-methoxyethyl; cEt-BNA, constrained ethyl BNA;LNA,
locked nucleic acid; NP, N3’-phosphoramidate; PS, phosphorothioate; tc-DNA, tricyclo-DNA; B, heterocyclic
nucleobase; LNA,locked nucleic acid; PO, phosphodiester, PS, phosphorothioate; tc-DNA,tricyclo-DNA; UNA,
unlocked nucleic acid ; PMO, phosphorodiamidate morpholino oligomer ;PNA, peptide nucleic acid).

A.

B.
a. Phosphorodiamidae
morpholino oligomers (PMO) b. DNA or RNA c. Peptide nucleic acid (PNA)
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 Les liaisons phosphodiesters 

Les nucléotides ARN ou ADN sont reliés par une liaison phosphodiester sensible aux 

nucléases intracellulaires ou présentes dans le sérum (pour revue Juliano, 2016). Le principe 

d’élaboration des premières générations d’ASO a consisté à remplacer l’atome d’oxygène non 

pontant des liaisons phosphodiester par un atome de soufre pour créer des liaisons 

phosphorothioate (PS) (Figure 31A). Ces modifications PS sont faciles à intégrer dans les 

étapes de synthèse. Les ASO PS présentent une certaine résistance à la dégradation et des demi-

vies de l’ordre de la minute à plusieurs heures. Ils possèdent également des propriétés 

pharmacocinétiques qui leur permettent de se lier à de très nombreuses protéines sériques, 

membranaires ou intracellulaires (Crooke et al., 2020). Par exemple, les ASO PS peuvent se 

lier à l'albumine, à l’IgG, à la fibronectine au niveau sérique, aux protéines intracellulaires 

eIF4H, aux hnRNP et à de nombreuses protéines chaperonnes telles que Hsp90 ou BIP. Cette 

liaison accrue aux protéines sériques ralentit l'élimination des ASO PS par le foie, augmentant 

ainsi le temps disponible pour l'absorption dans les tissus cibles. En revanche, la modification 

PS présente une certaine toxicité et peut induire des réactions inflammatoires, comme par 

exemple l'activation du complément (Iannitti et al., 2014). D’autres modifications ont donc été 

développées pour réduire ces effets secondaires et augmenter l’affinité des ASO pour l’ARN.  

 Les modifications du ribose 

La présence d’un résidu 2’OH nucléophile sur le ribose de l’ARN est à l’origine de la 

stabilité plus importante des duplex ARN/ARN, comparativement aux duplex ADN/ADN. En 

s’inspirant de cette particularité, plusieurs modifications en position 2' du ribose ont été 

développées pour améliorer la stabilité des duplex ASO/ARN. Ainsi, les ASO présentent très 

souvent des résidus 2’-O-methyle (2’O-Me), 2′-O-méthoxyéthyle (2’O-MEO) ou 2′-fluoro (2′-

F) en remplacement du résidu 2′-OH du ribose (pour revue Prakash, 2011) (Figure 31A). 

L’avantage des modifications en 2’ du ribose est que l’ASO devient similaire à l’ARN. Ainsi, 

des hybridations ASO/ARN cellulaires ne sont pas des substrats pour la RNAse H et permettent 

d’exploiter l’ASO dans des mécanismes de blocage stérique ou pour moduler l’épissage. 

Plus récemment, de nouvelles modifications permettant un pontage entre le 2’OH au 

carbone 4’C du ribose ont encore amélioré l’efficacité d'hybridation des ASO. Les acides 

nucléiques pontés ou BNA (pour « bridged nucleic acid ») les plus couramment utilisés sont 

les LNA (pour « locked nucleic acid ») caractérisés par une liaison 2’-4’-methylène, mais il en 
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existe d’autres types tels que le cET-BNA (pour « ethyl bicyclic nucleic acids ») ou le N -MeO-

amino BNA (Pabon-Martinez et al., 2017; Prakash et al., 2010; Seth et al., 2009). L'introduction 

d'une seule substitution de type BNA peut augmenter la température de dissociation de 5 à 10 

°C et donc augmenter l’affinité afin d’ éviter les appariements hors cible et diminuer la taille 

de l’ASO (pour revue Benizri et al., 2019). Enfin, une autre modification du ribose a été mise 

au point pour former les bicyclo- et tricyclo-ADN (bc/tc-ADN). L'ADN-tc a trois atomes de 

carbone supplémentaires entre C5' et C3' qui améliorent la liaison de l’ASO à l'ARN cible. Les 

tc-ADN présentent également l’avantage de former spontanément des nanoparticules de 40 à 

100 nm, mimant la structure des agents de transfection et augmentant considérablement leur 

distribution tissulaire (Goyenvalle et al., 2015). Cette technologie ADN-tc a été notamment 

utilisée dans des modèles murins, pour moduler l’expression de gènes impliqués dans des 

pathologies comme la dystrophie musculaire de Duchenne, de l’atrophie musculaire spinale et 

la maladie de Huntington (Aupy et al., 2020; Goyenvalle et al., 2015; Imbert et al., 2019; Robin 

et al., 2017). 

 Modifications du squelette carboné 

Les liaisons phosphodiester des acides nucléiques leurs confèrent une charge négative au 

pH physiologique. Cette caractéristique chimique permet une grande solubilité en milieu 

aqueux et la formation de liaison hydrogène (Figure 31B). En revanche, cette charge n’est pas 

compatible avec la traversée de la membrane plasmique cellulaire. Deux classes différentes de 

modifications du squelette carboné permettent de neutraliser la charge électrique : l'acide 

nucléique peptidique (PNA pour « peptide nucleic acid »), dont le squelette est composé de N-

(2-aminoéthyl) glycine, et l'oligomère morpholino phosphorodiamidate (PMO pour 

« phosphorodiamidate morpholino oligomer ») dont le squelette est composé de cycles 

morpholine reliés par des liaisons phosphorodiamidate (pour revue Saarbach et al., 2019). La 

majeure partie de mon travail de thèse a été réalisée avec des ASO de type PMO. 

 Mécanismes d’action des ASO 

Selon leur chimie, leur séquence et leur cible, les ASO vont moduler l'expression génique 

par différents mécanismes (Figure 32). Les ASO dits « gapmers » présentent une structure 

mimant l’ADN et sont utilisés pour induire la dégradation des ARN cibles par la RNase H. En 

effet, cette ribonucléase reconnaît les hybrides ARN/ADN ou « R-loops ». Elle assure  



Figure 32 : Les différents modes d’action des ASO.

a) Les ASO peuvent former un hybride ARN-ADN qui devient un substrat pour la RNase H et entraîne une
dégradation de l'ARNm cible.
b) Les ASO ciblant le site AUG ou d’autres séquences de l’ARNm peuvent bloquer stériquement la liaison à des
complexes protéiques tels que les sous-unités ribosomales, supprimant la traduction de l'ARNm cible.
c) Les ASO conçus pour se lier de manière complémentaire avec une affinité élevée aux régions non traduites
peuvent empêcher la liaison et la séquestration des protéines de liaison à l'ARN, par encombrement stérique, et
ainsi inactiver l’expression en inhibant la maturation du pré-ARNm.
d) La liaison de l'ASO aux sites donneurs/accepteurs d'épissage ou aux séquences régulatrices de l’épissage
(ESE/ISE, ESS/ISS) peuvent moduler l’épissage alternatif entraînant le saut ou l'inclusion de l'exon ciblé (Rinaldi
and Wood, 2018).
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notamment la dégradation des fragments d’Okazaki nécessaires à la synthèse du brin retardé 

lors de la réplication de l’ADN et peut également dégrader les ARN formant des R-loops dans 

le cytoplasme (Vickers and Crooke, 2015). La synthèse des ASO « gapmers » repose sur 

l’addition d’une séquence centrale de 8 à 10 bases analogue à l’ADN servant de substrat à la 

RNAse H. Les séquences situées aux extrémités présentent quant à elles, des modifications 

chimiques capables d’améliorer l'affinité des ASO pour l’ARN (Figure 32a) (pour revue Kole 

et al., 2012). De nombreux ASO « gapmers » sont actuellement en essais cliniques (voir § 

IV.4.2). Les autres types d’ASO utilisés pour moduler l’expression génique ne reposent pas sur 

une dégradation des ARN cibles mais agissent par blocage stérique. Ils peuvent ainsi empêcher 

la traduction d’un ARNm par inhibition de l’assemblage des ribosomes (Figure 32b). Une 

partie très importante est également utilisée pour modifier l’épissage. Ces ASO se lient au pré-

ARNm dans le noyau et entrent en compétition avec la fixation de facteurs d'épissage (Figure 

32c). Ils s’hybrident le plus souvent au niveau d’un site d’épissage (donneur ou accepteur) ou 

d’une séquence régulatrice (ESE/ISE ou ESS/ISS) et permettent d’activer ou inhiber différentes 

étapes lors de la réaction d'épissage (Figure 32d). Enfin, ces ASO peuvent être exploités pour 

masquer les signaux de polyadénylation (polyA) et perturber la terminaison de la transcription, 

afin de forcer l’utilisation de sites polyA alternatifs (pour revue Rinaldi and Wood, 2018). 

 Vectorisation et utilisation thérapeutique des ASO 

Le premier exemple d’utilisation d’un ASO remonte à plus de 40 ans quand l’équipe de 

Stephenson a réussi à modifier la production virale et la transformation cellulaire de fibroblastes 

en culture en ciblant l’ARN d’un virus avec un ASO (Zamecnik and Stephenson, 1978). 

Néanmoins, la biodistribution des ASO et leur pénétration dans les cellules cibles sont les 

principaux obstacles au développement de ces stratégies thérapeutiques antisens. 

 Exemples de vectorisation 

La pénétration intracellulaire des ASO peut être améliorée in vitro par des agents 

transfectants, comme des lipides cationiques qui permettent la formation d’agrégats avec des 

ASO chargés négativement (Wasungu and Hoekstra, 2006). Cette stratégie d’absorption est 

néanmoins limitée in vivo par la présence des protéines sériques qui déstabilisent les agrégats 

et par l’accumulation de ces derniers dans le foie lors d’une injection sous-intraveineuse. Ces 

nanoparticules lipidiques (LNP pour « lipid nanoparticles ») peuvent être couplées avec des 
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composés tels que le PEG (pour « poly-ethylene glycol ») (Bonora, 2002) ou encore à de 

l’albumine pour favoriser l’absorption cellulaire tout en limitant la toxicité (Jiang et al., 2014). 

Pour augmenter la spécificité de l’adressage in vivo, les ASO peuvent également être couplés à 

des anticorps dirigés contre des récepteurs membranaires des cellules cibles pour former des 

ADC-ASO (pour « antibody drug conjugate »). En 2015, l’équipe de Sikorski a développé une 

formulation efficace ciblant spécifiquement les cellules B leucémiques grâce à la conjugaison 

d’un ASO dirigé contre BCL-2 avec un anticorps anti-CD20 (Meissner et al., 2015). L’équipe 

de Tuscano, a quant à elle, pu cibler les transcrits MXD3 spécifiquement dans les cellules de 

leucémie aiguë lymphoblastique-B (LAL-B) à l’aide d’un ASO couplé avec un anticorps dirigé 

contre CD22 (Satake et al., 2016). A noter que l’internalisation des récepteurs après fixation 

des ADC-ASO est nécessaire pour délivrer une quantité suffisante d’ASO dans les cellules 

cibles. Récemment, le couplage des ASO à des structures GalNAc (pour « N-

acétylgalactosamine ») a permis d’augmenter considérablement leur biodistribution dans les 

cellules hépatiques, grâce à la liaison au récepteur ASGPR (pour « asialoglycoprotein 

receptor »). Les ASO peuvent également être couplés à des petites séquences peptidiques CPP 

(pour « cell penetrating peptide »). Les CPP sont soit des peptides naturels dérivant de 

protéines, soit des peptides chimériques formés par la fusion de deux séquences naturelles ou 

soit des peptides synthétiques basés sur des études in sillico. En règle générale, les CPP sont de 

courtes séquences peptidiques qui possèdent la capacité de traverser la membrane plasmique 

(pour revue McClorey and Banerjee, 2018). D’autres conjugués ont également été développés 

comme un couplage à de l’α-Tocopherol (vitamine E), des dérivés du cholestérol, des 

squalènes, des acides gras ou des nucléolipides (pour revue Benizri et al., 2019). En s’inspirant 

de la capacité de pénétration de la membrane plasmique des résidus guanidinium des arginines, 

l’entreprise GeneTools a développé des ASO de type PMO couplés de façon covalente à un 

dendrimère d'octa-guanidine. Ces ASO appelés vivo-morpholinos sont capables de pénétrer 

efficacement dans la membrane plasmique et ont été utilisés durant ma thèse. 

 Des études pré-cliniques à la mise sur le marché de médicaments : 

quelques exemples 

Malgré des efforts considérables visant à améliorer l’efficacité des ASO et à diminuer leur 

toxicité, très peu de molécules possèdent actuellement une autorisation de mise sur le marché 

(AMM). Les stratégies antisens au sens large (ASO, siRNA) sont cependant en plein essor, avec 

102 essais cliniques recensés en 2020 (ClinicalTrials.gov, 2020 lien: http://clinicaltrials.gov). 
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A travers les quelques exemples d’études pré-cliniques ou d’essais cliniques présentés ci-

dessous, il semble assez clair que les ASO présentent un intérêt thérapeutique majeur (Figure 

33). 

En 2014, l’équipe de Wengel et Smith a étudié une approche antisens pour le traitement de 

la XLA (XLA pour « X-linked agammaglobulinemia »). Cette maladie est une 

immunodéficience héréditaire liée à la présence de mutations sur le gène codant la protéine 

BTK (pour « Bruton's tyrosine kinase ») produisant un défaut d’épissage. Les mutations 

touchent les cellules de la lignée B bloquant le développement entre le stade pro-B et pré-B. Il 

a été répertorié 544 mutations sur le gène codant la BTK, donnant 341 événements d’épissage 

uniques (Vihinen et al., 1999). Les auteurs se sont focalisés sur une mutation particulière : une 

transition A à T dans l'intron 4 du gène BTK qui aboutit à la création un nouveau site donneur 

d’épissage cryptique conjointement à un site accepteur cryptique préexistant. Le pseudo-exon 

(exon 4a) qui en résulte est inclus lors de l’épissage et modifie le cadre de lecture avec 

l’apparition d’un PTC, rendant non fonctionnelle la protéine BTK. Ils ont élaboré des ASO 

dirigés contre les sites donneur/accepteur du pseudo exon 4a et les séquences régulatrices ESE 

environnantes avec plusieurs chimies d’ASO telles que les 2’OMePS, LNA, PMO ou B-PMO. 

Les résultats obtenus in vivo, à l’aide d’un modèle de souris transgéniques hébergeant le locus 

BTK humain muté, ont révélé que l’administration systémique par injection intra-veineuse 

d’ASO de type B-PMO permet de corriger efficacement l’épissage et de restaurer l’expression 

de BTK dans les LB, augmentant ainsi leur survie et leur activation après stimulation du BCR 

(Bestas et al., 2014). 

En 2016, l’équipe de Guccione a établi une stratégie à base d’ASO pour cibler MDM4 (pour 

« murine double minute 4 ») dans des modèles PDX (pour « patient-derived xenograft) de 

cellules de mélanomes et de DLBCL (pour « diffuse large B-cell lymphoma »). La protéine 

MDM4 inhibe le facteur suppresseur de tumeur p53, en se liant à son domaine d'activation 

transcriptionnelle dans les cellules normales. L’isoforme courte et non fonctionnelle MDM4-S 

est produite dans les tissus adultes normaux à la suite du saut de l’exon 6 alors que l’isoforme 

complète est quasiment indétectable. Cette dernière est cependant retrouvée dans un grand 

nombre de cancers et l’épissage de l’exon 6 est favorisé par la présence de SRSF3. Dans cette 

étude, les auteurs sont parvenus à moduler l’épissage de MDM4 en utilisant un ASO de type 

vivo-morpholino (GeneTools) dirigé contre le site donneur d’épissage de l’exon 6 et 

chevauchant le site de liaison de SRSF3. Des injections intra-tumorales de cet ASO ont permis 

d’induire un saut de l’exon 6 et de diminuer la quantité de protéine MDM4 pleine taille, inhibant 

la croissance tumorale (Dewaele et al., 2016).  
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Le groupe « Ionis Pharmaceuticals » est un acteur majeur dans le développement des ASO 

à usage thérapeutique, avec 20 essais cliniques de Phase II et 5 de Phase III actuellement 

répertoriés (Ionis, 2020). Par exemple, le volanesorsen (Waylivra®) a été approuvé pour un 

usage médical dans l'Union européenne en mai 2019 pour le traitement du syndrome de 

chylomicronémie familiale (FCS). Il s'agit d'un ASO de type « gapmer » qui cible l’ARNm de 

l’apolipoprotéine C3 pour induire sa dégradation par la RNase H, diminuant ainsi le taux de 

triglycérides dans le sang et le risque de pancréatite (Paik and Duggan, 2019; Witztum et al., 

2019). En 2016, le Nusinersen (Spinraza®) injecté par voie intrathécale a été approuvé dans 

l'amytrophie spinale (pour revue Li, 2020; Hoy, 2017). Cette maladie est causée par une perte 

de fonction du gène SMN1 (pour « survival of motor neuron 1 »). L’ASO module l’épissage 

du gène SMN2, qui en condition normale présente un saut d’exon 7 invalidant la fonction 

protéique. Cet ASO se fixe sur la séquence ISS-N1 située en aval de l’exon 7 pour favoriser 

son inclusion, rétablissant ainsi une protéine SMN2 fonctionnellement proche de SMN1. Les 

résultats cliniques spectaculaires obtenus avec cet ASO l’ont propulsé en traitement de première 

intention dans cette pathologie, mais son coût exorbitant (85 000 €/flacon et plus de 500 000 

€/patient la première année) a fait l’objet d’un énorme remous médiatique. Enfin, le groupe 

« Sarepta Therapeutics » est quant à lui, spécialisé depuis de nombreuses années dans le 

développement d’ASO pour le traitement de la dystrophie musculaire de Duchenne. Les 2 

molécules commercialisées : l’Eteplirsen (EXONDYS 51®) et le Golodirsen (VYONDYS 

53®), permettent de moduler l’épissage du gène DMD muté chez certains patients afin de 

restaurer l’expression de dystrophine partiellement fonctionnelle (Dhillon, 2020; Heo, 2020; 

Nelson et al., 2009; Syed, 2016). L’efficacité de ces approches est cependant moindre compte 

tenu de la difficulté de ciblage des cellules musculaires. 

  



Figure 33 : Tableau récapitulatif des thérapies antisens utilisant des ASO ayant reçu une
autorisation de mise sur le marché.
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Les principaux objectifs de mon projet de thèse consistent à analyser l’efficacité 

d’approches utilisant des ASO pour modifier l’épissage des transcrits d’Ig et à étudier les 

relations entre le NMD et la réponse UPR dans les plasmocytes. Dans un premier temps, j’ai 

participé à une étude soulignant l’efficacité des ASOs de type "VivoMorpholinos" (Gene Tools, 

LLC) pour moduler l’épissage des transcrits d’Ig dans les plasmocytes (Annexe 1 : Ashi et al., 

2019). Ce type d’ASO a ensuite été utilisé pour explorer l’intérêt thérapeutique d’approches 

antisens ciblant spécifiquement l’Ig monoclonale (Ig-mo) dans le traitement du myélome 

multiple (MM). Cette stratégie consiste à provoquer un saut d’exon à l’aide d’ASO pour forcer 

la synthèse d’Ig tronquées, induire un stress protéique et provoquer l’apoptose des plasmocytes 

tumoraux (WO/2017/089359, Delpy et al., 2017). Le rationnel de ce projet s’appuie sur les 

travaux précédents de l’équipe montrant qu’un phénomène de saut d’exon conduisant à la 

production d’Ig dépourvues de domaine V provoque une apoptose prématurée des plasmocytes 

(Srour et al., 2016). L’effet toxique des Ig sans domaine V est la conséquence d’une 

amplification incontrôlée du stress du RE et de la réponse UPR. Ainsi, un traitement ASO 

ciblant l’exon V de l’Ig-mo pourrait provoquer l’apoptose des cellules de myélome (Article 1, 

Lambert et al, en préparation). 

En parallèle du ciblage spécifique de l’exon V, nous avons testé également une stratégie de 

ciblage des exons constants (CH1, CH2 ou CH3) de chaînes lourdes d’Ig. Cette approche 

antisens ciblant les séquences constantes très conservées (pas de SHM) présentent un caractère 

générique intéressant, limitant ainsi le nombre d’ASO à tester. Les bénéfices de ces stratégies 

ciblant les exons constants pourraient s’étendre aux manifestations allergiques (impliquant des 

IgE), à la maladie de Berger (néphropathie à dépôts d’IgA) voire aux maladies auto-immunes 

dépendantes des anticorps (IgG). Les résultats préliminaires obtenus à l’aide d’un ASO ciblant 

l’exon constant CH1 des chaînes lourdes seront détaillés ci-après (« Résultats 

préliminaires »). Concernant cette partie ASO, j’ai également réalisé les expériences de 

révision d’une étude démontrant l’efficacité des approches antisens pour moduler le processus 

de CSR (Article 2, Marchalot et al., 2020). Enfin, le deuxième axe de recherche m’a permis de 

mettre en évidence une coopération entre les mécanismes impliqués dans la surveillance des 

ARNm comme le NMD (« Nonsense-Mediated mRNA Decay ») et ceux régulant 

l’homéostasie protéique comme l’UPR (« Unfolded Protein Response ») dans les plasmocytes. 

Au regard de la littérature, cette boucle de régulation positive représente une exception des 

cellules sécrétrices d’anticorps et permettrait une synthèse massive d’Ig tout en limitant 

l’apparition de protéines et/ou d’Ig tronquées (Article 3, Lambert et al, en préparation). Cette 

problématique m’a également permis de participer à la rédaction de deux revues traitant de la 

surveillance des ARN dans les cellules B et les plasmocytes (Annexes 2 et 3 : Lambert et al., 

2019, 2020).  
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Objectifs : 

Les plasmocytes sont des cellules sécrétrices d’immunoglobulines (Ig) générées par 

différenciation terminale des lymphocytes B matures. Chaque clone produit une Ig dite 

monoclonale, présentant des séquences uniques au niveau des domaines variables (V) qui 

déterminent la spécificité antigénique. Les processus de recombinaisons V(D)J et 

d’hypermutations somatiques (SHM) aux loci des chaînes lourdes et légères d’Ig sont à 

l’origine de la diversification du répertoire des Ig. Les plasmocytes doivent leur survie à un 

contrôle très strict de l’homéostasie protéique, visant à limiter le stress du réticulum 

endoplasmique (RE) et la surcharge du protéasome à cause de la synthèse massive d’anticorps. 

Les travaux précédents de l’équipe ont montré qu’un phénomène de saut d’exon conduisant à 

la production d’immunoglobulines (Ig) dépourvues de domaine V provoque une apoptose 

prématurée des plasmocytes (Srour et al., 2016). Nous avons voulu explorer l’intérêt 

thérapeutique d’approches antisens ciblant les transcrits codant l’Ig monoclonale dans des 

cellules de myélome. Cette stratégie consiste à utiliser des oligonucléotides antisens (ASO) 

pour provoquer un saut de l’exon V et forcer la synthèse d’Ig tronquées. Le stress protéique dû 

à l’accumulation d’Ig tronquées permettrait alors d’induire l’apoptose des plasmocytes 

tumoraux ou de les sensibiliser à des traitements par inhibiteurs du protéasome 

(WO/2017/089359, Delpy et al., 2017). 

Méthodologie : 

Dans un premier temps, j’ai participé à une étude montrant l’efficacité des ASOs de type 

"VivoMorpholinos" (Gene Tools, LLC) pour moduler l’épissage des transcrits d’Ig dans les 

plasmocytes (Annexe 1 : Ashi et al., 2019). Ces ASOs correspondent à des PMO 

(Phosphorodiamidate Morpholino Oligonucleotide) complexés à un dendrimère 

d’octaguanidine pour permettre la pénétration cellulaire par diffusion passive (sans 

transfection).  

Pour cibler spécifiquement l’Ig monoclonale exprimée par les cellules de myélome, en 

tenant compte de la variabilité des réarrangements V(D)J et des fréquentes mutations par SHM, 

un séquençage précis des jonctions intron-exon V en 5’ et exon V-intron en 3’ est nécessaire. 

Nous avons travaillé sur deux lignées de myélome : RPMI 8226 exprimant une chaîne légère 

Igλ avec un réarrangement Vλ2-14-Jλ2, et SK-MM-2 exprimant une Igκ avec un réarrangement 

Vκ3-15-Jκ4. L’ASO-Jλ2-5’ss cible le site donneur d’épissage (dss) du segment Jλ2 (Fig.1A) et 

l’ASO-Vκ3-15-3’ss cible le site accepteur d’épissage (ass) du segment Vk3-15 (Fig.2A). Les 

traitements in vitro ont été réalisés à des concentrations de 3µM durant 24 à 48h. Nous avons 
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aussi étudié l’impact d’une administration intratumorale d’ASO après greffage (sous-cutané en 

matrigel : 2.106 cellules/souris) de cellules SK-MM-2 dans des souris immunodéficientes Rag2-

/-γC-/-. Quatre injections d’ASO (25 nmoles : ASO-Vκ3-15-3’ss ou ASO contrôle) ont été 

réalisées durant 2 semaines lorsque les tumeurs atteignaient 100-200mm3. Nous avons aussi 

analysé l’impact du traitement ASO sur des tumeurs établies (~500mm3) avec une seule 

injection d’ASO (50 nmoles). 

Nous avons aussi utilisé deux ASO ciblant le dss des segments Jk1 ou JH2 murins (ASO-

Jκ1-5’ss et ASO-JH2-5’ss) (Fig.4A) afin de cibler les cellules présentant des réarrangements 

VnJκ1 et VnDnJH2 au sein du répertoire B naïf. L’objectif étant d’apporter une preuve de 

concept que les ASO sont de bons outils pour modifier à façon le répertoire des Ig. Des cellules 

B isolées de rate de souris C57BL/6 ont été stimulées par du LPS (3-4 jours) en présence d’ASO 

contrôle ou d’ASO-Jκ1-5’ss et ASO-JH2-5’ss (2-3 μM). L’analyse du répertoire des Ig a été 

réalisée par séquençage haut débit en utilisant une technique de RACE-PCR (pour « Rapid 

amplification of cDNA ends »), à l’aide d’amorces de RT s’hybridant sur les exons constants. 

Résultats :  

L’ASO-Jλ2-5’ss ciblant le dss du segment Jλ2 a tout d’abord été testé sur la lignée RPMI 

8226. Après traitement ASO, nous avons observé un fort épissage alternatif des transcrits Igλ 

(Fig.1B). Ces transcrits alternatifs utilisent un dss cryptique au niveau du CDR1 aboutissant à 

une chaîne Igl dont le domaine V est dépourvu de sa partie FR2 à FR4 (Fig.1C). Ce site 

cryptique a vraisemblablement été introduit par SHM puisqu’il est localisé dans un « hotspot » 

(CDR1) et est absent de la séquence germinale Vl2-14 (Fig.S1A). De façon intéressante, 

l’expression de cette chaîne partiellement tronquée de son domaine V semble très toxique 

puisqu’un traitement de 48h avec l’ASO-Jλ2-5’ss aboutit à une mortalité cellulaire d’~80%, 

contre ~20% après traitement avec un ASO contrôle (Fig.1D). Nous avons ensuite appliqué ce 

même traitement sur la lignée de myélome XG6, dont l’Igλ exprimée (Vl1-40-Jλ2) permet 

l’utilisation de l’ASO-Jλ2-5’ss. Nous avons observé un épissage alternatif similaire impliquant 

un site cryptique au sein du CDR2 (Fig.1E et S1B) et entrainant la production d’une Igλ 

tronquée de sa partie FR3 à FR4 (Fig.1F). Néanmoins, la toxicité de cette Ig était quasiment 

inexistante (Fig.1G), suggérant qu’une délétion partielle de l’exon V ne provoque pas un stress 

protéique suffisant pour induire la mort cellulaire. Ainsi, de nombreux dss cryptiques peuvent 

apparaître par SHM dans les cellules post-GC. Les événements d’épissage et les effets obtenus 

après traitement par un ASO ciblant le dss de l’exon V semblent donc difficiles à déterminer. 

Pour parvenir à nos fins sur les cellules de myélome hautement mutées et tenter d’obtenir un 
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saut complet de l’exon V, nous avons ensuite privilégié un ciblage du site ass, dont la séquence 

très conservée limite l’apparition de sites cryptiques. Les analyses par RT-PCR (Fig.2B) et WB 

(Fig.2C) ont révélé que le traitement des cellules SK-MM-2 par l’ASO-Vκ3-15-3’ss induit 

l’expression d’une chaîne dépourvue de domaine V (DV-κLC). De façon similaire aux résultats 

obtenus avec la lignée RPMI 8226, l’analyse de la viabilité cellulaire (marquage 7-AAD et tests 

MTS) a révélé une forte mortalité après traitement par l’ASO-Vk3-15-3’ss (Fig.2D). L’analyse 

par RNAseq a aussi révélé que 1100 et 524 gènes étaient respectivement sur- et sous-exprimés 

après traitement par l’ASO-Vk3-15-3’ss, comparativement à la condition contrôle ((abs(log2FC) 

≥ 0,75 ; pvalue Adj < 0,05). En accord avec un stress protéique et une toxicité provoqués par la 

production de chaîne DV-κLC, ces gènes différentiellement exprimés sont impliqués dans des 

voies telles que l’autophagie, l’apoptose, l’ubiquitination, la mort cellulaire et le stress du RE. 

Concernant les études in vivo après xénogreffes de cellules SK-MM-2 et injections 

intratumorales d’ASO, nous avons observé un ralentissement de la croissance tumorale et une 

médiane de survie plus élevée dans le groupe traité avec l’ASO-Vκ3-15-3’ss par rapport au 

groupe contrôle (ASO-Vk3-15-3’ss 29j, ASO-Ctrl 18j ; n=11, *p=0.03) (Fig.3A). De plus, 

l’analyse des sérums des souris a révélé que l’ASO-Vk3-15-3’ss diminuait la sécrétion des Igκ 

sécrétées par les cellules SK-MM-2 (Fig.3B). L’analyse par RT-PCR effectuée sur les cellules 

tumorales prélevées après traitement a confirmé l’apparition de transcrits DV-κLC (Fig.3C).  

Enfin, nous avons analysé les effets des traitements ASO ciblant les dss des segments Jκ1 

et JH2 sur le répertoire B naïf (non muté). Après traitement par l’ ASO-Jκ1-5’ss, nous avons 

observé l’apparition de transcrits alternatifs sans exon V (DV-κLC) (Fig.4B). De façon 

intéressante, l’analyse du répertoire Ig par RACE-PCR a révélé une disparition drastique et 

sélective des clones exprimant des Ig avec des réarrangements de type VnJk1 après traitement 

par l’ASO-Jk1-5’ss (Fig.4C-D), et de ceux exprimant des Ig de type VnDnJH2 après traitement 

par l’ASO-JH2-5’ss (Fig.4E-F). Ces données constituent la première mise en évidence d’une 

modulation ciblée du répertoire des Ig par traitement ASO. 

Ainsi, les traitements ASO permettant d’induire la production d’Ig tronquées sans domaine 

V peuvent être considérés comme des approches thérapeutiques intéressantes capables de 

provoquer la mort sélective des PC tumoraux dans les gammapathies monoclonales. Des 

optimisations en terme de biodistribution pour permettre un ciblage efficace des niches 

médullaires pourraient promouvoir le développement de ces stratégies personnalisées 

innovantes, épargnant les cellules saines. Ces résultats font l’objet de l’article suivant (Lambert 

et al, Article 1, en préparation).  
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ABSTRACT 

Deregulated proliferation of a plasma cell (PC) clone is accompanied by an excess production of a 

monoclonal immunoglobulin (mo-Ig) component with unique V(D)J rearrangement features. Recent 

advances in exon skipping therapy using splice switching antisense oligonucleotides (ASO) prompted 

us to examine a new antisense strategy targeting the variable (V) exon in myeloma cells. Indeed, we 

previously observed that the production of truncated Ig light chains, encoded by alternatively spliced 

mRNAs lacking V exon, heightened endoplasmic reticulum (ER) stress and provoke apoptosis of 

antibody-secreting plasma cells. We designed ASO hybridizing mo-Ig RNAs at donor or acceptor V exon 

splice site in myeloma cells and found that they were very potent alternative splicing inducers leading 

to elevated production of V-domain-less truncated Ig chains. Remarkably, in vitro experiments and 

tumor xenografts revealed that myeloma cells were highly sensitive to specific ASO treatment, 

compared to irrelevant control-ASO. RNA-seq experiments further confirmed that the ASO-mediated 

production of truncated Ig provoked a massive myeloma cell death through ER stress-associated 

apoptosis. In addition, high throughput sequencing of Ig repertoire demonstrated that ASO targeting 

JH2 or Jk1 donor splice sites induced massive elimination of VDJH2- or VJk1-rearranged clones 

respectively, while sparing the others. Collectively, these data provide evidence that ASO targeting V 

exon of mo-Ig can emerge as new weapons to induce selective killing of myeloma cells. 
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INTRODUCTION  

Plasma cells (PCs) are immunoglobulin (Ig) production factories that can secrete as many as 103 Ig per 

second (Eyer et al., 2017; Khodadadi et al., 2019). The survival of antibody-secreting cells depends on 

their ability to alleviate endoplasmic reticulum (ER) stress associated with massive Ig synthesis. To 

ensure high Ig secretion, the unfolded protein response (UPR) is activated during PC differentiation. 

The UPR pathway adjusts ER capacity and promotes protein folding while increasing the proteasomal 

degradation of unfolded/misfolded proteins (Shaffer et al., 2004; Todd et al., 2009; Zhu et al., 2019). 

The three branches of the UPR are mediated by inositol-requiring protein-1 (IRE1), activating 

transcription factor-6 (ATF6) and protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase (PERK) (Ron and Walter, 

2007). The latter branch mediates translational control through the phosphorylation of early initiation 

factor 2alpha (eIF2a) and is suppressed during PC differentiation, whereas activation of the IRE1/ X-

box binding protein 1 (XBP1) branch is critical (Gass et al., 2008; Reimold et al., 2001). IRE1a ensures 

the excision of 26-nt from XBP1 mRNA to encode a short XBP1 isoform (XBP1s: XBP1 “spliced”) that 

regulates genes involved in protein synthesis and secretion, and also in the ER-associated degradation 

(ERAD) pathway (Acosta-Alvear et al., 2007; Shaffer et al., 2004). Because PC survival involves a tight 

regulation of intracellular protein homeostasis (proteostasis), modulating the ubiquitin-proteasome 

degradation with proteasome inhibitors (PI) stands as a gold standard therapeutic approach in patients 

with PC disorders (Auner and Cenci, 2015; Cohen et al., 2015; Gandolfi et al., 2017; Jaccard et al., 2014). 

As a new PC checkpoint involving proteostasis deregulation, alternative splicing of nonproductive Ig 

transcripts can generate truncated Ig polypeptides that blunt PC differentiation through ER stress-

associated apoptosis (Srour et al., 2016). Indeed, the presence of a nonsense codon within the variable 

(V) exon activates a RNA surveillance pathway, referred as nonsense-associated altered splicing (NAS), 

that promotes skipping of the offending exon (Lambert et al., 2019, 2020). The extent of V exon 

skipping closely correlates with Ig gene transcription and is highly active in PC (Ashi et al., 2019). 

Consistent with the occurrence of a Truncated-Ig Exclusion (TIE-) checkpoint, mice expressing V-
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domain-less truncated Igk light chains (DV-kLCs) exhibited a PC deficiency due to prolonged ER stress. 

Interestingly, the production of DV-kLCs affects both the expansion of PC after short-term 

immunization and the survival of long-lived PCs in bone marrow (Srour et al., 2016). In a physiological 

context, the production of DV-kLCs after NAS activation is limited to some PC clones harboring biallelic 

Ig gene rearrangements with a nonsense V exon on the nonproductive allele. Therefore, modulating 

Ig RNA splicing to produce truncated Ig polypeptides and eliminate abnormal PC clones should stand 

as a very attractive therapeutic approach for monoclonal gammopathies. 

Antisense technology based on the use of splice-switching antisense oligonucleotides (ASOs) that 

modify RNA splicing is very promising, with significant results for type II spinal muscular atrophy (SMA) 

patients (Li, 2020; Hoy, 2017). In B-cell lineage, similar "gene surgery" strategies have been developed 

to correct splicing of BTK (Bruton’s tyrosine kinase) and restore its function in an animal model of XLA 

(X-linked gammaglobulinemia) (Bestas et al., 2014). Likewise, ASO-mediated skipping of exon 6 of 

MDM4 (mouse double minute 4) reduces tumor growth in patient-derived xenograft (PDX) models of 

diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) (Dewaele et al., 2016). Since we recently demonstrated that 

morpholino oligos efficiently modulate Ig RNA splicing (Ashi et al., 2019; Marchalot et al., 2020), we 

examined the toxicity of ASO treatments targeting the V exon donor or acceptor splice sites (dss or 

ass) in normal and malignant antibody-secreting cells (ASCs). 

 

RESULTS  

ASO-mediated targeting of V exon 5’ss in malignant plasma cells 

In monoclonal gammopathies, it has been suggested that the production of abnormal Ig impedes the 

proliferation of malignant PCs. According to this assumption, PCs from light chain amyloidosis (AL-

amyloidosis) patients exhibited cellular stress features, and transduced NS0 PC clones expressing 

amyloidogenic LCs showed slower growth rates compared to nonamyloidogenic LC-expressing 
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counterparts (Oliva et al., 2017). To investigate whether an excess synthesis of truncated Ig 

polypeptides was toxic for myeloma cells, we used antisense technology to modulate mo-Ig RNA 

splicing through the targeting of V exon splice sites (ss). First, we specifically targeted the mo-Igl 

expressed in RPMI 8226 cells by using an ASO hybridizing surrounding the IGVl2-14-Jl2 exon dss on 

pre-mRNAs (Fig.1A). We observed a strong enhancement of alternative splicing in cells treated with 

ASO-Jl2-5’ss, compared to an irrelevant control ASO (ASO-Ctrl). The quantification by the AGILENT 

bioanalyzer of the Igl transcripts shows that at 24 h and 48 h the ASO caused 44.7 ±24.4% and 62.9 

±21.2% of alternative splicing against approximately 13.9 ±7.2% at the basal level (Fig.1B). Sequencing 

of alternative transcripts (DV’-lLC) revealed a cryptic dss within the CDR1 region, encoding a truncated 

lLC polypeptide lacking the FR2 to FR4 region (Fig.S1A). Based on Human Splicing Finder (HSF) splice 

site prediction algorithm (Desmet et al., 2009), this cryptic splice site is absent in the germline Vl2-14 

sequence suggesting that it was introduced by somatic hypermutation (SHM). Alternative splicing 

allowed translation of a truncated immunoglobulin as observed by Western blot (WB) (Fig.1C). 

Interestingly, a 48h treatment with ASO-Jl2-5’ss was highly toxic for RPMI 8226 cells, with ~80% cell 

death compared to ~20% in control conditions (Fig.1D). Thus, the ASO-mediated production of 

truncated DV’-lLC was correlated with an increased cell death in myeloma cells. Similar ASO 

treatments were then performed using another Igl-expressing myeloma cell line (XG6; Vl1-40-Jl2), 

exhibiting only 1nt mismatch with the ASO-Jl2-5’ss (Fig.S1B). Again, we observed that ASO-mediated 

alternative splicing involved a cryptic dss located in the CDR2 and with SHM features (Fig.1E and 

Fig.S1B), leading to the production of a truncated DV’’-lLC lacking the FR3 to FR4 region (Fig.1F and 

Fig.S1B). Contrasting with data in Fig.1D, viability comparative assays performed after 24h or 48h ASO 

treatments indicated that the synthesis of DV’’-lLC polypeptides did not significantly modify the 

proliferative index of XG6 cells (Fig. 1G), suggesting that the expression of truncated LCs with small V 

deletions could be tolerated. Thus, the impact of ASO targeting V exon dss in post-GC (germinal center) 

cells seems difficult to predict because SHM-related cryptic dss greatly influenced the pattern of ASO-

mediated alternative splicing.  
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Impact of ASO-mediated targeting of V exon 3’ss in myeloma cells 

Consensus splice site profiling revealed more constrained sequences for functional 3’ss than 5’ss and 

ASO hybridizing surrounding the former gave generally better outcomes with regard to exon skipping 

efficiency. To this end, Igk-expressing SK-MM-2 cells were treated with an ASO targeting the 3’ss of 

IGVk3-15-Jk4 exon (Fig.2A). RT-PCR analysis and sequencing of alternative splicing transcripts revealed 

than ASO-Vk3-15-3’ss strongly induced a complete V exon skipping, compared to control conditions (Fig. 

2B). The quantification by the AGILENT bioanalyzer of the Igk transcripts shows that at 24 h and 48 h 

the ASO caused 67.7 ±7.1 % and 79,5 ±9.0 % of alternative splicing without any basal level. At the 

protein level, ASO-Vk3-15-3’ss treatment lead to the production of a truncated DV-kLC at ~12 kDA 

(Fig.2C). As expected, the quantity of complete Igk protein encoded by full length kLC mRNAs was also 

simultaneously decreased by ASO-Vk3-15-3’ss treatment (Fig.S2). Consistent with data in Fig.1D, the 

production of DV-kLC was correlated with increased cell death in SK-MM-2 cells treated with ASO-Vk3-

15-3’ss compared to control conditions (Fig. 2D). In addition, the analysis of differentially expressed 

(DE) genes ((abs (log2FC) ≥ 0,75); pvalue Adj < 0,05) from RNA-seq data revealed 1100 upregulated and 

524 downregulated genes in cells treated with ASO-Vk3-15-3’ss compared to ASO-Ctrl (Table S1 and Fig. 

2E). Interestingly, these differentially expressed genes were involved in cell death, apoptotic, 

autophagy, protein ubiquitination and ER stress pathways, indicating that ER stress-associated 

apoptosis was likely responsible for ASO-mediated massive cell death. 

ASO-mediated production of ΔV-kLC limits the growth of myeloma tumors in vivo 

To address the impact of ASO treatment on tumor growth, SK-MM-2 were engrafted in 

immunodeficient mice and intratumoral (i.t.) injection of ASO-Vk3-15-3’ss, ASO-Ctrl or PBS were 

performed when tumors reached 100-200mm3. Interestingly, tumor volumes were significantly 

reduced in mice receiving 4 i.t. injections of ASO-Vk3-15-3’ss, compared to control conditions. In 

addition, mice injected with ASO-Vk3-15-3’ss exhibited a better survival than controls (Fig. 3A). We also 
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observed a strong decrease in human Igk secreted by tumors, following treatment with ASO-Vk3-15-

3’ss (Fig.3B). 

Next, we sought to determine the impact of ASO treatment on established tumours. A single ASO 

injection was performed when tumors reached ~600mm3 and we observed tumour regression in mice 

treated with ASO-Vk3-15-3’ss whereas tumors still grew upon treatment with ASO-Ctrl (Fig. 3C). Exon 

skipping analysis performed on ASO-injected tumor cells further confirmed that tumor regression was 

correlated with the appearance of DV-kLC mRNAs (Fig 3C). Therefore, ASO targeting V exon 5’ss 

induced exon skipping and limits the growth of myeloma tumors in vivo.  

Shaping of Ig repertoire using ASO targeting given V(D)J-rearranged RNA sequences 

Using a dedicated mouse model harboring an extra-V exon in the Igh locus, we previously 

demonstrated that ASO treatment greatly induced V exon skipping in LPS-stimulated B cells, with more 

than 80% efficacy in CD138-positive plasmablasts (Ashi et al., 2019). To address whether the 

production of DV-kLC after ASO-mediated V exon skipping induced selective depletion of ASCs, splenic 

B cells were stimulated with LPS in presence or absence of ASO targeting germline Jk1 3’ss (Fig. 4A, 

left). Treatment with ASO-Jk1-3’ss induced a complete V exon skipping in naïve B cells having not 

undergone SHM (Fig.4B). Interestingly, RACE-PCR analysis of Ig repertoire revealed selective 

disappearance of full length VkJk1-rearranged transcripts, representing only 2.6 ±1.5 % of total reads 

instead of 16.4 ±3.9% in ASO-Ctrl conditions (Fig. 4C). Similar results were obtained after analysis of 

VJk-rearranged clone frequency, with almost complete elimination of VJk1 clones (8.5 ±4.5%) 

compared to ASO-Ctrl (26.9 ±1.7 %) (Fig. 4D). Thus, V exon skipping after treatment with ASO 

hybridizing J-segment 5’ss could shape the Ig repertoire by mimicking the physiological TIE-checkpoint. 

Next, we performed similar experiments by using an ASO targeting JH2-5’ss (Fig. 4A, right). Again, 

RACE-PCR Ig repertoire analysis revealed that ASO treatment blunted the differentiation of most 

VDJH2-rearranged clones (Fig. 4E and 4F). We obtained the same results with the ASO of decrease in 

reads (VDJH2 total reads (6.75 ±4.0%) compared to ASO-Ctrl (37.2 ±0.9 %)) and decrease in clones 
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(VDJH2 clones (10.3 ±5.8%) compared to ASO-Ctrl (37.4 ±1.3 %). This selective elimination of ASC-

expressing truncated V-less IgHC was consistent with previous findings for ER-stress associated 

apoptosis after production of ΔV-kLC (Srour et al., 2016). Therefore, it should be tempted to speculate 

that the TIE-checkpoint could broadly act on most PCs harboring biallelic V(D)J rearrangement of Igh 

and Igk genes.  

 

DISCUSSION: 

In this study, we validated that ASO-mediated Ig exon skipping can be easily achieved by targeting the 

donor or acceptor splice site of V exons. This opens new pathways for therapeutic activation of the 

TIE-checkpoint in monoclonal gammopathies (patent WO2017089359A1) (Srour et al., 2016). The use 

of ASOs to induce massive production of truncated Ig chains represents a pioneer therapeutic 

approach that should be of great interest for these patients. Here we have shown that the splicing of 

Igk or l transcripts can be modulated in multiple myeloma cells, causing a rapid toxicity followed by 

cell death by apoptosis. 

The development of ASOs to specifically target the monoclonal Ig expressed by myeloma cells relies 

on the identification of the V(D)J rearrangement and the intronic sequences flanking this V exon. 

Precise sequencing of these regions is necessary as myeloma cells stand as post-GC cells, with many 

SHMs in their variable regions and having mostly undergone class switch recombination (CSR). We 

have seen that mutations introduced by SHM can create or reinforce the predictive score of cryptic 

donor splice sites (dss) within the CDRs, making it hazardous to anticipate the pattern of ASO-mediated 

alternative splicing. However, the targeting acceptor splice site (ass) with a more constrained 

consensus sequence due to the polypyrimidine tract, limits the use of unwanted cryptic splice sites 

and is very attractive to induce a complete V exon skipping. 



116 

 

Our results obtained after engraftment of SK-MM-2 cells revealed slower tumor growth and a higher 

median survival in the group treated with ASO hybridizing V exon ass, compared to control conditions. 

The development of ASO compounds capable of targeting tumour PC in medullary niches after 

systemic administration will be of great interest for the treatment of monoclonal gammopathies. 

Improving the biodistribution of ASOs remains a major challenge common to all antisense approaches 

and new ASO conjugates are constantly being developed. To specifically target PC in BM it should be 

tempting to conjugate ASO with anti-CD38 antibodies currently used in MM (Satake et al., 2016; van 

de Donk and Usmani, 2018). Many chemical modifications of ASO have been tested over the last 

twenty-five years (Dominski and Kole, 1993), and PPMO (peptide conjugated-phosphorodiamidate 

morpholino oligonucleotides) like B-PMOs (B peptide-conjugated PMO) could be useful to target B-

lineage cells while ensuring a good splice switching efficiency (Bestas et al., 2014).  

The impact of truncated Ig chains produced by alternative splicing in ASCs is largely unknown. 

Consistent with previous findings revealing the occurrence of a TIE-checkpoint during normal PC 

differentiation (Srour et al., 2016), ASO-mediated production of V-domain-less truncated Ig should be 

considered as an interesting therapeutic approach for monoclonal gammopathies. The delivery 

optimization, with more accurate biodistribution in BM niches, should boost the development of these 

innovative personalized strategies, targeting specifically tumor PC clones while sparing the other cells. 
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Figure 1: ASO targeting V exon 5’ss of monoclonal Igl light chains 

(A) Sequence of ASO (ASO- Jl2-5'ss) targeting the monoclonal Igl expressed by RPMI 8226 myeloma 

cells, at the donor splice site (dss) of the Vl2-14-Jl2 exon. ASO were synthesized as "vivo-morpholino 

ASO" for passive administration (Gene Tools, LLC). (Uppercase: exon sequence; lowercase: intron 

sequence; L1: Leader part 1; L2: Leader part 2; Vl: variable segmentl; Jl2: junction segment l2; Cl: 

Constant exonl). Schematic representation of Igl spliced transcripts are also depicted (dashed grey 

lines (1) represent normal splicing and blue (B) or orange (G) ones splicing involving a cryptic dss (2). 

(B – G) Experiments were performed in RPMI 8226 (B-D) and XG6 (E-G) cells treated or not with ASO 

(ASO: ASO- Jl2-5'ss and Ctrl: ASO-Ctrl; 3 µM for 24 or 48 hours) (B, top and E) RT-PCR was performed 

using “Lpart1l hs cons for” and “Cl hs rev” primers to identify simultaneously constitutive and 

alternative splicing of Igl transcripts. PCR products were analyzed on agarose gels. Schematic 

representation of Igl mRNAs is indicated on the right. (B, bottom) Relative quantification of 

amplification products was done using Agilent 2100 Bioanalyzer. (C and F) Igl light chain protein levels 

were analyzed by Western Blot. (D and G) Percentage of 7-ADD-positive cells was determined by flow 

cytometry. Data from n=4-8 experiments are represented as mean ± SEM and unpaired two-tailed 

Student's t test was used to determine statistical significance. (*P <0.05,**P <0.01, ***P <0.001, ****P 

<0.0001) 

Figure 2: Exon skipping and production of harmful V-domain-less Igk light chains using ASO targeting 

V exon 3’ss 

(A) Sequence of "vivo-morpholino ASO" (ASO-Vk3-3'ss) targeting the monoclonal Igκ expressed by SK-

MM-2 myeloma cells, at the splice acceptor site of the IGVk3-15-Jk4 exon. (Uppercase: exon sequence; 

lowercase: intron sequence; L1: Leader part 1; L2: Leader part 2; Vk3: variable segment k3; Jk: junction 

segment k; Ck: Constant exon k). (B – F) Experiments were performed in SK-MM-2 cells treated or not 

with ASO (ASO: ASO-Vk3-15-3'ss, Ctrl: ASO-Ctrl, (-): untreated ; 3 µM for 24 or 48 hours) (B, top) RT-PCR 

was performed using “Lpart1 Vk3 hs for” and “Ck hs rev” primers to identify simultaneously 
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constitutive and alternative splicing of Igk transcripts. PCR products were analyzed on agarose gels. 

Schematic representation of Igk mRNAs is indicated on the right. (B, bottom) Relative quantification 

of amplification products was done using Agilent 2100 Bioanalyzer. (C) Igk light chain protein levels 

were analyzed by Western Blot. (D) Percentage of 7ADD-positive cells was determined by flow 

cytometry. (E, left) Heat map of RNA-Seq transcriptome analysis for 1624 selected genes ((abs (log2FC) 

≥ 0,75) ; pvalue Adj < 0,05) from ASO, Ctrl and untreated groups. The differential analysis was 

performed using the following contrasts: Ctrl vs (-) and Ctrl vs ASO. The “DESeq2” package was used to 

perform the statistical modeling. (E, right) Among the differentially expressed genes identified in Table 

S1, “IPA software” was performed on specific genes involved in different cell death and proteostasis 

pathways and represented as heat map. Data from n=4-7 experiments are represented as mean ± SEM 

and unpaired two-tailed Student's t test was used to determine statistical significance. (*P <0.05,**P 

<0.01, ***P <0.001, ****P <0.0001). 

Figure 3: Antitumoral effect of ASO-inducing V exon skipping after engraftment of SK-MM-2 cells 

(A, top) Representation of the experimental treatment protocol on mouse cohorts (ASO-Ctrl: Ctrl, 

n=11; ASO-Vk3-15-3'ss: ASO, n=11; PBS, n=6). SK-MM-2 (2 x 106 cells/mice) mixed with Matrigel were 

grafted in Rag2-/-γC-/- by subcutaneous injection. The tumor size was calculated using the elipsa volume 

formula. When the tumour reached ~100mm3, mice received intratumoural injections of ASO (25 

nmoles/injection) or PBS, 4 times every 2-3 days. The size of each tumour was measured daily and 

blood was collected every 4 days. (A, bottom) ASO injections are represented by arrows. The mean 

tumor volume (left) and the mouse survival curve (right) are shown (median survival: Ctrl 18j, ASO 29j, 

n = 11, * p = 0.03). (B) Concentrations of human Igk in mice sera (ELISA assays) at D4, D11 and D18. (C) 

A single injection of ASO (50 nmoles) was performed on established tumours (~600mm3) and the tumor 

volume were determined at Dn and Dn+1. RNA was extracted from tumor cells after ASO treatment 

(Dn+1) and RT-PCR were performed using “Lpart1 Vk3 hs for” and “Ck hs”. Data from n=4-11 
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experiments are expressed as mean ± SEM and unpaired two-tailed Student's t test was used to 

determine statistical significance. (*P <0.05,**P <0.01, ***P <0.001, ****P <0.0001.) 

Figure 4: ASO Shaping of primary Ig repertoire using ASO targeting given J segment 5’ss. 

(A, left) Sequence of "vivo-morpholino ASO" (ASO-Jk1-5'ss) targeting Jk1 dss and, (A, right) sequence 

of ASO-JH2-5'ss targeting JH2 dss (uppercase: exon sequence; lowercase: intron sequence; L1: Leader 

part 1; L2: Leader part 2; Vk/H: variable segment k or H; Jk/H: junction segment k/H; Ck/H: Constant 

exon k/H). (B – C) Splenic B cells were isolated from C57BL/6 mice, stimulated with LPS for 4 days and 

treated with 2 μM ASO-Jk1-5'ss, ASO-JH2-5'ss or an irrelevant control ASO (ASO-Ctrl), during the last 

3 days (B, left) RT-PCR were performed using “Lpart1 Vk1- 135 mur for” and “Ck mur rev” primers to 

identify simultaneously constitutive and alternative splicing of Igk transcripts (B, right) Relative 

quantification of amplification products was done using Agilent 2100 Bioanalyzer. (C-F) After RNA 

extraction, 5’RACE-PCR were performed using Ck (C-D) or CH1γ (E-F) reverse primers and the clonal 

abundance was estimated after hight-hroughput sequencing of V(D)J junctions using the IMGT/HighV-

QUEST software. Bar graphs represent the number of reads from VJ (C) and VDJ (E) junctions according 

to the presence of specific Jk and JH segments, respectively (D and F). Pie charts and bar graphs 

represent the distribution of V(D)J clonotypes indicating a marked decrease in the frequency of VnJk1 

clones after treatment with ASO- Jk1-5'ss (D) and VnDnJH2 clones after treatment with ASO-JH2-5'ss 

(F). Data from n=4-6 experiments are expressed as mean ± SEM and unpaired two-tailed Student's t 

test was used to determine statistical significance. (*P <0.05,**P <0.01, ***P <0.001, ****P <0.0001) 

 

Figure S1: Sequence of Igl transcripts expressed in RPMI 8226 and XG6 myeloma cells 

(A-B) Representation of the Igl sequence from RPMI 8226 (A) and XG6 (B) cells. Sequences were 

aligned using IMGT-VQUEST software and cryptic donor splice sites involved in alternative splicing are 
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shown in red, with predictive splicing scores noted below. ASO hybridization is also represented (blue), 

and (B) the asterisk indicates the mismatch identified for Igl sequence from XG6 cells.  

 

Figure S2: Decreased Igκ production after treatment of SK-MM-2 cells with ASO-Vκ3-3'ss. 

SK-MM-2 cells were untreated (-) or treated with ASO-Vk3-15-3'ss (ASO) or an irrelevant control ASO 

(Ctrl) after 48h ASO treatment. (A) Igk light chain protein levels were analyzed by Western Blot after 

normalization to the expression of actin. (B) ELISA assays were performed in culture supernatants to 

determine total Igk amounts. Data from n=5-6 experiments are expressed as mean ± SEM and unpaired 

two-tailed Student's t test was used to determine statistical significance. (*P <0.05,**P <0.01, ***P 

<0.001, ****P <0.0001). 

TABLE S1 : List of differentially expressed genes after treatment of SK-MM-2 cells with ASO-Vk3-15-

3'ss or control ASO. (abs(log2FC) ≥ 0,75) ; pvalue Adj < 0,05). 

 

MATERIALS AND METHODS 

Cell culture 

The human myeloma cell lines SK-MM-2 from DSMZ (Germany) and RPMI 8226 from ATTC (USA) were 

cultured in RPMI 1640 medium in the presence of 10% fetal calf serum (FCS). Patient-derived XG6 cells 

were kindly provided by J. Moreaux (IGH - UMR 9002 Montpellier, France) and in RPMI 1640 medium 

in the presence of 10% FCS and 5 ng/ml recombinant human IL-6. All cell lines were checked for the 

absence of mycoplasma (MycoAlert Mycoplasma Detection Kit; Lonza, Levallois, France). For ASO 

treatments, vivo-morpholino ASOs (ASO-Jl2-5’ss: 5ʹ- AGAAGAGACTCACGTAGGACGGTCA -3ʹ; ASO- 

Vk3-5’ss: 5ʹ- CCAGTGGTATCTGAAATTGGAAATA-3ʹ) and an irrelevant ASO (ASO-Ctrl: 5ʹ-

CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3ʹ) were designed and purchased at Gene Tools, LLC (Philomath, 
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USA). Experiments were performed at 0.5 million cells/mL in the presence of 3 µM ASO. Culture 

samples and supernatants were harvested at day 1 or 2 for subsequent flow cytometry analysis, MTS 

assays or RNA/protein extraction, as described below. Supernatants of cells were collected and stored 

at −20°C un@l used for enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs). 

 

RT-PCR and PCR 

RNA was extracted using the TRIzol™ reagent (Invitrogen) procedure. Reverse transcription was carried 

out on 1 μg of DNase I (Invitrogen)-treated RNA using a High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit 

(Applied Biosystems). Priming for reverse transcription was done with random hexamers. To analyze 

exon skipping, PCRs were performed on cDNA using the Taq Core Kit (MP Biomedicals) and appropriate 

primer pairs (Lpart1l hs cons for: 5’-ATGGCCTGGDYYVYDCTVYTYCT-3’; Cl hs rev: 5’-

CTCCCGGGTAGAAGTCACT-3’; Lpart1 Vk3 hs for: 5’-ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTT-3’; Ck hs rev : 5’-

GCGGGAAGATGAAGACAGAT-3’; Lpart1 Vk1-33 mur for: 5’-

ACGGCCCAGCATGGACATGAGGGTCCCTGCTC-3’, Ck mur rev : 5’-GCACCTCCAGATGTTAACTGC-3’; D = A 

or G or C, Y = C or T, V = A or C or G). To determine nucleotide sequence of normal and alternative 

transcripts, PCRs were performed on cDNA using the Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New 

England BioLabs) and appropriate primers. After purification of the RT-PCR products using the 

NucleoSpin Gel and PCR clean-up kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturer's instructions, 

sequencing was performed using the BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit on a 3130 × l 

Genetic Analyzer ABI PRISM (Applied Biosystems). Quantification of PCR products was also performed 

using an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) according to the Agilent High Sensitivity DNA 

kit instructions.  
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ELISA 

Culture supernatants and sera were analyzed for the presence of Igκ by ELISA. ELISAs were performed 

in polycarbonate 96-multiwell plates, coated overnight at 4°C (100 μl per well) with 2 μg/ml Igκ 

antibodies (Goat Anti-Human kappa-UNLB, SouthernBiotech, ref 2060-01) in PBS. After three 

successive washing steps in PBS with 0.05% Tween® 20 (Sigma-Aldrich), a blocking step with 100 μl of 

3% bovine serum albumin (BSA) (Euromedex) in PBS was performed for 30 min at 37°C. After three 

washing steps, 50 μl of sera/supernatant or standards Igk/Igl (Southern Biotechnologies, 400 ng/ml) 

were diluted into successive wells in 1% BSA/PBS buffer and incubated for 2 h at 37°C. After three 

washing steps, 100 μl per well of 1 μg/l alkaline phosphatase (AP)-conjugated goat anti-human 

antibodies (Goat Anti-Human kappa-AP, SouthernBiotech, ref 2060-04) was incubated in PBS with 

0.05% Tween® 20 for 2 h at 37°C. After three washing steps, AP activity was determined by adding 100 

μl of substrate for AP (SIGMAFAST™ p-nitrophenyl phosphate tablets, Sigma-Aldrich) during ~15 min, 

the reaction was then blocked with the addition of 50 μl of 3 M NaOH (Sigma-Aldrich). Optic density 

was measured at 405 nm on a Multiskan FC microplate photometer (Thermo Scientific). 

 

Western blot 

Cells were lysed in radioimmunoprecipitation assay (RIPA) Lysis and Extraction Buffer (Thermo 

Scientific) supplemented with protease and phosphatase inhibitor cocktail. Lysates were sonicated and 

protein levels were quantified by Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Proteins were 

denatured at 94°C for 5 min before separation on SDS-PAGE (4–20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast 

Protein Gels were used (Bio-Rad Laboratories)). Proteins were then electro-transferred onto Trans Blot 

Turbo polyvinylidene fluoride membranes (Bio-Rad Laboratories). Western blots were probed with 

Goat Anti-Human lambda-UNLB (SouthernBiotech, ref 2070-01) or Goat Anti-Human kappa-UNLB 

(SouthernBiotech, ref 2060-01) antibodies. Detection was performed using an HRP-linked rabbit anti-

goat secondary antibody and chemiluminescence detection kit (ECL Plus™, GE Healthcare) using 
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ChemiDoc™ Touch Imaging System (Bio-Rad Laboratories). Image Lab™ Software (Bio-Rad 

Laboratories) was used for relative quantification of the bands. 

 

Cell viability assays 

Cell viability was assessed by flow cytometry after staining with 7-AAD (BD Pharmingen, ref 559925). 

Briefly, 500,000 cells were incubated for 15 min with 7-AAD (200 μl) in PBS supplemented with 2% FCS 

and 2 mM (ethylenedinitrilo) tetraacetic acid (EDTA) (Sigma-Aldrich), at 4 °C in the dark. Data were 

acquired on a BD Pharmingen Fortessa LSR2 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and analyzed using 

Flowlogic™ software (Miltenyi Biotec). 

 

Engraftment of SK-MM-2 myeloma cells in Rag2-/-γC-/- mice 

3–4-mo-old mice were used in all experiments and maintained in our animal facilities, at 21–23°C with 

a 12-h light/dark cycle. Experiments were performed according to the guidelines of the ethics 

committee in Animal Experimentation of Limousin (registered by the National Committee). SK-MM-2 

were harvested during the exponential growth phase (5 x 105 cells/ml), mixed with Matrigel (Becton 

Dickinson) and engrafted by subcutaneous injection in previously shaved Rag2-/-γC-/- mice (2 x 106 

cells/mice) . The mice were palpated every 2 days. When the tumour became detectable, two 

perpendicular diameters were measured and the tumor size was calculated using the elipsa volume 

formula. When the tumour reached ~100mm3, mice received intratumoural injections of ASO (ASO-

Vk3-5’ss or ASO-Ctrl: 25 nmoles/injection) or PBS, 4 times every 2-3 days. The size of the tumour was 

then measured daily and serum was taken every 4 days. Mice were ethically sacrificed when tumor 

volumes reached ~800-900mm3 as represented in the death curve. 

 



124 

 

LPS stimulation of mouse B cells and ASO treatments 

Splenic B cells isolated from C57BL/6, mice were purified with the EasySep Mouse B Cell Isolation Kit 

(Stemcell Technologies). B cells were cultured for 4 days in RPMI 1640 with UltraGlutamine (Lonza) 

containing 10% fetal calf serum (FCS) (Dominique Dutscher), 1 mM sodium pyruvate (Eurobio), 1% 

AANE (Eurobio), 50 U/ml penicillin/50 μg/ml streptomycin (Gibco), and 129 μM 2-mercaptoethanol 

(Sigma-Aldrich). Splenic B cells were stimulated with either 1 μg/ml lipopolysaccharide (LPS) (LPS-EB 

Ultrapure, InvivoGen) for 4 days.  

For ASO treatments, vivo-morpholino ASOs (ASO-Jk1-5’ss ASO : 5ʹ-ACTTTGGATTCTACTTACGTTTGAT-

3ʹ; ASO-JH2-5’ss ASO: 5ʹ-AGAGGTTGTAAGGACTCACCTGA-3ʹ) and an irrelevant ASO (ASO control: 5ʹ-

CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3ʹ) were designed and purchased at Gene Tools, LLC (Philomath, 

USA). Stimulated splenic B cells were cultured in the presence of 3 μM ASO for 3 days, starting from 

day 1 of LPS stimulation. Culture samples were harvested at day 4 for subsequent RNA extraction and 

analysis by RT-PCR and RACE-PCR. 

High-throughput sequencing of immunoglobulin repertoire 

The clonal abundance was estimated after high-throughput sequencing of VDJ junctions. Repertoire 

sequencing was performed as previously described (Li et al., 2013). Briefly, RNA (100-500 ng) was 

extracted from cells, and 5’RACE-PCR (rapid amplification of 5’ cDNA-ends by polymerase chain 

reaction) was performed using CH1γ or Ck specific reverse primers (Boice et al., 2016). Sequencing 

adapter sequences were added by primer extension. The amplicons were sequenced on an Illumina 

MiSeq sequencing system using the MiSeq kit Reagent V3 600 cycles. Repertoire analysis was 

performed using the IMGT/HighV-QUEST tool and the R software (Alamyar et al., 2012; Bischof and 

Ibrahim, 2016). Briefly, CDR3 junctions were identified using HighV-QUEST. Based on these 

annotations, the reads were grouped into clonotypes that shared the same CDR3 and V, D (for heavy 

chains) and J sequences. To define the extent of variability allowed between CDR3, each CDR3 amino 

acid sequence was aligned against itself to define a maximum alignment score. Then, all CDR3 bearing 
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the same V(D)J segments 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. Then, the relative abundance of each clonotype was calculated. For this study, clones are 

defined either by a single read or by several identical reads, which makes it possible to consider all 

clones.  

 

Statistical Analysis 

Results are expressed as means ± SEM, and overall differences between variables were evaluated by a 

Student's t test using Prism GraphPad software (San Diego, CA) 
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Figure S2

actin - - 41 kDa

short exposure
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RP11-557C18.4 326 41,74564491 -6,193825323 2,8E-13 1,65E-11 CTC-487M23.5 669 82,92181686 -1,231527851 0,00000314 0,0000258 LUC7L 6176 1395,524137 -0,758019696 2,54E-14 1,84E-12
CPLX4 3545 73,20419725 -6,145497594 4,28E-39 9,56E-36 C4orf47 1375 11,34037026 -1,2312808 0,001318029 0,004713319 DDX39A 3840 5218,517294 -0,757099476 1,02E-13 6,54E-12

HYDIN2 14641 6,130676774 -5,733815692 7,69E-10 1,79E-08 AP000473.8 1537 10,59087299 -1,229738849 0,003550327 0,01105756 FUBP1 5666 6695,073866 -0,755991228 1,47E-16 1,85E-14
MT-TG 68 117,8302095 -5,542927339 3,64E-40 1,14E-36 TRIM54 2764 39,8599936 -1,229593291 0,001802083 0,006165166 RP11-539L10.3 422 25,63529766 -0,75450683 0,001319334 0,004716906
OR7D2 3224 23,55840074 -5,408774755 1,11E-20 2,48E-18 RP11-33N14.5 213 11,46585615 -1,227928817 0,001272145 0,004575391 RP5-977B1.7 2437 44,40924934 -0,754230509 0,000213532 0,001002766
ULK2 9843 9,624681284 -5,266579876 1,34E-10 3,81E-09 RP11-655C2.3 1002 151,6314698 -1,224141803 9,02E-10 2,07E-08 AL163953.3 2149 18,28622428 -0,753852705 0,007073871 0,019739685

AC019117.2 896 6,460671239 -5,017389318 0,000000182 0,0000022 RP11-196G18.3 3543 13,53080443 -1,221844379 0,001395454 0,00494384 ZBTB43 7052 525,9048102 -0,753341544 0,0000137 0,0000929
TPH2 6929 21,2274471 -5,011955521 1,89E-13 1,14E-11 CTD-2516F10.2 7131 8,782861631 -1,219678834 0,010829013 0,028055683 HSPE1P2 306 39,23174732 -0,752816301 0,000754951 0,002942652

NKAPL 1639 11,26277288 -4,968316727 2,43E-12 1,12E-10 LINC01239 2568 29,02430347 -1,219608785 0,000394517 0,00169351 C17orf67 2410 105,1373539 -0,752392609 0,0000347 0,000207827
AC005487.2 665 8,905223243 -4,920297306 2,75E-09 5,47E-08 ZNF622 1699 1758,735196 -1,217945488 2,11E-12 9,87E-11 RMND1 2373 421,4871564 -0,751832467 1,83E-10 5,07E-09

DCAF4L2 3326 7,66308287 -4,916425246 0,000000127 0,00000161 ZNF474 2364 13,77212085 -1,216394679 0,004313724 0,013063133 GORASP2 5340 2535,683809 -0,751815759 1,51E-14 1,17E-12
RP4-612B18.3 423 44,66464263 -4,91353032 3,98E-27 2,4E-24 RP11-73K9.3 349 22,33304967 -1,213387798 0,00019658 0,0009324 SLC25A52 1319 20,58330554 -0,751027404 0,005242411 0,015392569

PHLDB1 21722 29,67342719 -4,903238229 1,09E-18 1,91E-16 RP1-92O14.3 661 52,59093116 -1,21273364 7,93E-08 0,00000105 GTF2B 2225 1593,221424 -0,750994228 2,2E-10 5,95E-09
RP11-219D15.3 348 7,508475871 -4,856855273 1,06E-09 2,38E-08 RP1-151F17.1 698 31,16026713 -1,210375596 0,00000698 0,0000515 B9D2 1316 99,02976437 -0,750621747 0,00000246 0,0000208

PTH2R 4390 7,265156816 -4,562071055 3,86E-09 7,34E-08 AC005532.5 1237 50,16428096 -1,210077331 0,007589226 0,020881277 RP11-884K10.7 2583 129,7975159 0,75000483 0,000000216 0,00000257
CCDC79 3095 22,09992732 -4,559453408 1,72E-21 4,64E-19 MYO1E 9106 1673,733795 -1,208736869 2,6E-12 1,18E-10 RP11-1038A11.3 1604 21,15403096 0,750045901 0,004497233 0,013516766

CETP 2085 10,13208964 -4,559428422 1,27E-09 0,000000028 RP5-1042I8.7 1359 169,4832727 -1,206493667 0,000000366 0,00000405 RPS18P12 459 47,15944509 0,750206205 0,000325954 0,001447675
OMG 3837 120,0911954 -4,44979557 1,16E-13 7,37E-12 GPR75-ASB3 6299 117,5451767 -1,19916052 1,73E-09 3,65E-08 STMN3 2698 28,19480508 0,750441381 0,004996002 0,014791269
SYTL2 11266 71,66445855 -4,382763653 7,53E-22 2,14E-19 GPR156 6058 8,595328379 -1,198103997 0,005518214 0,016060642 RP11-109N23.6 289 15,61735505 0,750547199 0,006568309 0,018560755

AC010492.2 1802 24,6166676 -4,344254137 6,04E-23 2,15E-20 PPP1R15A 3093 2253,385777 -1,197543707 0,00000189 0,0000166 RP11-81H14.1 1407 91,30025179 0,750630128 0,0000347 0,000207807
HP 5405 7,108604137 -4,325595041 9,25E-09 0,000000159 LINC00176 5480 27,71553378 -1,196699906 0,0000373 0,000221735 FAM98A 4921 3737,96429 0,751622805 8,99E-21 2,07E-18

RP1-206D15.3 1600 6,081326019 -4,302164422 0,000000444 0,00000478 LANCL3 10298 22,99759357 -1,196423467 0,001055642 0,003899886 TPI1P2 752 23,57630371 0,751703204 0,000574681 0,00233425
MATN2 6933 46,70306857 -4,253193232 2,36E-26 1,27E-23 RP11-367N14.3 634 23,68641558 -1,196411412 0,005349022 0,015646841 VARS 37103 8283,426081 0,752802526 9,25E-12 3,59E-10
NOS2P3 3643 8,019960239 -4,248018733 8,64E-09 0,00000015 TMEM159 2558 22,72582625 -1,194666413 0,0000261 0,000162413 CTC-205M6.5 3088 206,1649251 0,753507824 0,018192496 0,043255931

DGKI 15549 15,30329825 -4,206988661 6,78E-10 1,61E-08 AP001597.1 3713 20,39864299 -1,194464832 0,0000272 0,000168736 RP11-472I20.1 471 35,63099478 0,753718574 0,009582092 0,025345324
HYDIN 23408 18,29769899 -4,140982081 1,06E-11 4,08E-10 RP11-255C15.3 1566 24,81047376 -1,19434979 0,000350588 0,001534855 GK5 6027 610,1563439 0,755110785 2,11E-31 2,36E-28

AP000692.10 879 51,69155848 -4,090545988 2,03E-17 2,92E-15 TMEM255B 7287 36,26844976 -1,194087497 0,001525487 0,005349138 KDM4D 2978 54,05495553 0,755150822 0,000143674 0,000709883
PGCP1 1358 45,50244791 -4,0901783 8,57E-23 2,93E-20 AC005534.8 742 53,75954303 -1,19145979 0,000541585 0,002219418 MMP11 7436 1138,607151 0,755158249 4,47E-08 0,000000636

RP11-59C5.3 5428 63,9467268 -3,95969752 3,16E-25 1,59E-22 CNKSR1 4043 53,65903659 -1,191073187 0,0000661 0,000362419 AC142472.6 1741 85,62801299 0,756498751 0,00032977 0,001462133
KCTD14 2702 42,34395544 -3,951442297 5,72E-16 6,15E-14 CTD-2017F17.2 520 38,77258693 -1,1909655 6,93E-11 2,11E-09 RNF213 28570 10225,4802 0,756950341 0,0000218 0,00013839

AC005082.12 2033 17,76392407 -3,948518147 5,99E-14 4E-12 GPR83 4282 65,74500124 -1,188838742 0,011553508 0,02959924 SLC37A4 6186 1480,623112 0,757079103 0,005118704 0,015091683
RP11-504G3.4 1366 10,52208506 -3,917539099 5,11E-09 0,000000094 RP11-137H15.3 1075 20,91019286 -1,188267548 0,00045947 0,00192684 SLA 7637 1891,455227 0,757565062 0,00000995 0,0000704
RP11-372K14.2 1113 50,97387518 -3,894993889 6,93E-14 4,59E-12 RP11-693J15.6 758 12,04854888 -1,185662871 0,019433207 0,045657526 RIMKLA 8981 19,92797648 0,758523628 0,015151081 0,037125133

GRB14 2958 8,973867474 -3,890520714 0,00000147 0,0000133 CTD-2323K18.1 1095 12,52553766 -1,185014846 0,000954148 0,003589358 RP11-678B3.2 1107 18,36997695 0,758613985 0,006781597 0,019032775
GYS2 3132 18,6877235 -3,846774265 1,17E-12 5,88E-11 KRT18P4 1288 11,14877998 -1,18392261 0,00029181 0,001315078 H2AFX 1614 3251,423431 0,75921622 1,93E-11 6,87E-10
AVIL 5889 594,2423115 -3,809857272 3,18E-27 1,99E-24 ZNF221 2717 97,2988037 -1,180954175 4,01E-11 1,31E-09 RAB23 4926 246,6279187 0,759277651 0,0000052 0,00004

CTB-83J4.1 718 12,52142997 -3,802005578 1,2E-14 9,42E-13 CFHR1 2197 15,31563754 -1,17909151 0,007269844 0,020165157 RP11-16F15.1 468 13,68741522 0,759400696 0,010341076 0,026992781
VHLL 676 8,610230068 -3,796693641 3,26E-09 6,34E-08 TAF1A 2895 181,8672402 -1,177462017 1,31E-18 2,22E-16 CDK14 6841 2797,194546 0,759576669 1,89E-30 1,84E-27

RP11-74E22.6 303 8,154944815 -3,796557292 1,45E-10 4,1E-09 CTA-29F11.1 670 119,715353 -1,173693239 6,9E-12 2,77E-10 RBM3 3731 3364,907728 0,759867566 0,00000854 0,0000614
LRRC15 5940 19,64389103 -3,739505085 4,14E-12 1,77E-10 ZNF205-AS1 1426 12,22550244 -1,170140571 0,001040605 0,003857069 PQLC3 2275 82,25804517 0,760176222 0,0000916 0,000483012

RP11-59D5__B.2 1454 12,05156053 -3,732917563 6,53E-08 0,000000883 RP11-407N8.6 523 9,811381972 -1,168992496 0,020613742 0,047955623 N4BP2 9835 654,7711438 0,760191761 0,001835129 0,00626315
GALNT8 9208 10,21021279 -3,65579671 3,17E-11 1,07E-09 SFRP4 3606 18,22981079 -1,165173794 0,001055061 0,003899886 URB1 11461 2833,94759 0,760638971 1,33E-09 2,94E-08

GOLGA8UP 1755 34,23908021 -3,635266777 5,16E-28 3,51E-25 AC009404.2 4058 271,1077503 -1,163343939 0,0000191 0,000123309 MTMR10 11151 7181,506337 0,760705623 0,000101029 0,000524707
SLC17A8 4272 32,83215507 -3,611555302 1,06E-08 0,00000018 C1orf132 15645 551,7220195 -1,162642558 0,001076932 0,003971949 IDE 7607 1473,428542 0,761327395 0,00000781 0,0000569

DIO2 7494 13,63133379 -3,605270744 2,28E-13 1,35E-11 CD80 3201 361,0559937 -1,16219842 0,000362639 0,001574387 FARSB 3369 5310,939673 0,761891491 2,1E-11 7,4E-10
CHIAP3 1133 16,11132719 -3,57600493 1,89E-12 9,03E-11 MT-TH 69 25,0001819 -1,161310579 0,00000538 0,0000411 STARD6 1862 23,05484613 0,76224013 0,017148227 0,041193322
CACNB4 13587 15,65213026 -3,539080465 1,08E-09 2,42E-08 MT-TE 69 605,4825177 -1,160304807 0,015216155 0,037255399 PYCARD 1661 365,5232112 0,762388426 0,00000179 0,0000158
MYLK2 2976 65,94731475 -3,530801525 1,03E-23 4,22E-21 LAPTM4A 1946 2266,520514 -1,160035586 4,6E-13 2,6E-11 EI24 3558 6816,550469 0,762509318 5,22E-09 9,58E-08

SPATA42 608 8,822006519 -3,526807324 0,00000316 0,000026 NOXRED1 2492 43,55354005 -1,159429991 1,71E-09 3,61E-08 PLAGL1 8497 371,5764944 0,762993176 1,95E-10 5,39E-09
RP11-864J10.4 1714 8,568218149 -3,453382939 5,93E-10 1,42E-08 AC010733.5 401 11,43642396 -1,158177248 0,001081038 0,003985211 RP11-485G4.2 4452 353,2506032 0,763079825 4,11E-21 1,01E-18

PYGM 4981 110,1390468 -3,418323613 2,54E-24 1,1E-21 UBE2B 3291 1103,079253 -1,157296691 5,72E-15 4,86E-13 PPP2R5A 3825 646,8933272 0,763257219 7,37E-13 3,94E-11
AP000275.64 390 7,521189215 -3,396283678 0,000000165 0,00000202 HSPH1 5748 17877,475 -1,153948121 3,59E-16 4,04E-14 UBD 7027 18,28983035 0,763517284 0,016829382 0,040542893

LINC01031 779 27,70754299 -3,366899591 5,74E-16 6,15E-14 RP11-111M22.3 754 283,1199233 -1,153546803 2,03E-12 9,54E-11 METTL7A 4083 1776,260046 0,763677469 6,72E-08 0,000000906
RP1-47A17.1 1596 9,096888629 -3,359091431 7,59E-09 0,000000135 PPIAP2 492 15,09288234 -1,152306677 0,006594715 0,018618551 DLG3 7844 242,7197385 0,764280238 1,16E-09 2,59E-08

SLC22A14 3659 8,592912375 -3,334608355 4,16E-11 1,35E-09 AC159540.1 5278 253,2627796 -1,151728267 9,83E-10 2,23E-08 CTD-2517M22.14 3494 43,20200911 0,764634231 0,00031601 0,001406708
RBM20 8162 8,582623555 -3,329559723 1,89E-08 0,0000003 RP11-147I3.1 1532 108,3209124 -1,151372419 0,0000947 0,00049689 RP11-484D2.4 183 20,0458228 0,764884773 0,001272762 0,004576557
FGF7 6657 40,7502441 -3,266592094 1,29E-08 0,000000213 FARP1-AS1 323 43,32474799 -1,151204329 0,007997325 0,021803029 IBTK 8722 2299,548097 0,765179502 0,00000357 0,0000288

F2 2550 8,428400616 -3,264183548 4,69E-08 0,000000665 TPM3P9 2920 358,9431585 -1,150883565 9,87E-16 9,89E-14 AKAP2 7862 26,76600894 0,766214299 0,002968389 0,009477268
PODN 4900 16,12511614 -3,209363888 0,000000334 0,00000375 MCF2 4996 12,11845108 -1,14895598 0,016149823 0,039179481 C7orf73 3742 732,0619162 0,766688327 7,95E-09 0,000000139

SLC25A2 1237 7,14258215 -3,118798109 0,00000136 0,0000125 XX-C2158C6.2 460 18,85967201 -1,148877794 0,00000737 0,000054 CXorf65 1128 27,90277568 0,766783525 0,0049095 0,014579333
MIR194-2 3647 10,90122309 -3,077791689 4,84E-08 0,00000068 BREA2 1963 56,7657854 -1,14869019 0,00000673 0,0000501 AHRR 7678 1016,261417 0,766989079 0,000113836 0,000580805
DCDC2B 1869 19,13641072 -3,017677852 3,24E-10 8,45E-09 FAM209B 694 13,79860636 -1,147068251 0,002894617 0,009285337 RP5-1157M23.2 1101 33,02700866 0,767323293 0,000921417 0,003486359
NOTCH3 9394 13,74066873 -3,009709759 1,21E-10 3,51E-09 SPRR2E 734 10,8644465 -1,144073733 0,00599825 0,017230096 FAM86DP 3626 298,8165809 0,76805671 9,2E-09 0,000000158

DNAJC19P5 316 9,60364186 -2,99325274 0,00000093 0,00000903 PLEKHG1 7398 97,95423332 -1,139601195 0,001055257 0,003899886 FAM120C 8799 239,5539811 0,768150506 2,89E-17 3,96E-15
KIAA1614 10195 46,54607261 -2,96763618 2,09E-15 1,97E-13 ASIC3 2748 39,2526628 -1,139249191 0,019676287 0,04611086 ECT2 5499 1269,794296 0,768665117 0,00000743 0,0000544

PYY2 1076 20,07589721 -2,946448444 6,38E-09 0,000000115 SRRM5 2698 29,39304406 -1,137146846 0,0000153 0,000101811 PSMB6 1448 5111,976514 0,768768849 1,77E-09 3,71E-08
RP3-355L5.5 541 10,88676195 -2,931382474 3,32E-11 1,11E-09 CLDN16 3583 11,32746533 -1,137107511 0,001552206 0,005420588 PFKM 7284 2201,043176 0,768800367 0,000000141 0,00000176

FNDC7 3332 178,0096415 -2,913411804 0,000000458 0,00000491 CTD-2036P10.3 2135 18,39912898 -1,13524861 0,001567695 0,005462222 TOB2P1 992 20,80385872 0,76894265 0,001558738 0,005438542
TGFB2 5151 14,90904644 -2,897818498 4,79E-08 0,000000676 JMJD7 1971 16,54081862 -1,134739597 0,000100639 0,000523724 CTD-2256P15.2 901 48,50999078 0,768944731 0,000265487 0,001213233

GOLGA6B 2234 9,904571921 -2,888809111 0,00000387 0,0000309 KIAA1875 8967 83,89403991 -1,133279788 0,0000742 0,000399813 LTN1 8876 2066,913463 0,769081536 4,15E-12 1,77E-10
ITGA9 8277 17,59173019 -2,872575964 3,8E-09 7,27E-08 ZNF713 6155 60,23687397 -1,132474014 1,51E-09 3,25E-08 CBLN3 2562 46,93561183 0,769460965 0,004269563 0,012951882

RPL5P30 891 14,7913345 -2,866385796 2,55E-10 6,82E-09 KRT80 4350 10,50191811 -1,131017056 0,011740572 0,030024378 SPAG6 3887 31,97665219 0,770600302 0,001209509 0,004389488
PLEKHD1 8097 10,62293228 -2,864150211 0,000000049 0,000000687 RASGEF1B 9765 475,41579 -1,126556491 0,002578913 0,008401884 FBXL19-AS1 3951 37,52711685 0,772234461 0,00962722 0,025439417

RP11-430C7.5 2219 8,431505659 -2,862813841 0,000000013 0,000000214 RP11-126O1.6 249 159,292494 -1,126468869 4,27E-14 2,9E-12 GNA15 2613 17,20279386 0,772577276 0,016262655 0,039398203
AP001331.1 1015 20,00914042 -2,859390981 0,00000265 0,0000222 RP11-148K1.12 1230 24,59212869 -1,12414735 0,0000582 0,000324676 CCT2 4322 7246,839553 0,773214296 1,44E-17 2,16E-15

RP5-935K16.2 1158 13,36430139 -2,856064254 2,72E-09 5,43E-08 BRF2 2760 723,7585064 -1,122088182 7,33E-10 1,72E-08 CRLS1 5370 849,9044245 0,775057077 2,55E-16 2,96E-14
MYH11 23105 9,37561974 -2,845703619 3,86E-08 0,000000562 RP11-288H12.4 3131 151,745772 -1,12166384 0,00000473 0,0000367 MNX1-AS1 1041 250,2961599 0,77577943 0,00000072 0,00000727
MT-TL2 71 45,62825132 -2,844756106 4,6E-13 2,6E-11 AC069213.1 1680 121,9531969 -1,117477739 0,000326789 0,001450974 RP1-170O19.17 757 98,94291093 0,776300206 0,013046612 0,032748463

AC006538.1 1585 50,94852582 -2,843184716 1,57E-18 2,6E-16 ZNF704 15008 22,17088257 -1,117215585 0,018017424 0,042911433 RP11-817I4.1 1357 20,18626011 0,776869454 0,007260331 0,020144972
RPL34P6 345 14,34608935 -2,810735718 4,39E-09 8,24E-08 RP11-144N1.1 1201 11,57299206 -1,116167832 0,000398303 0,001706481 PTPMT1 2740 255,7817981 0,777081865 3,29E-08 0,000000491
ITGA2B 5551 36,26527856 -2,804936402 8,35E-09 0,000000145 VSIG10L 3771 16,03047966 -1,115692765 0,000787645 0,003047301 CTD-3035D6.1 459 13,30290562 0,777193734 0,017513673 0,041973766

RP11-1220K2.2 8162 6,646635601 -2,803619772 0,0000695 0,000377644 PCDH18 6686 11,25602487 -1,115580487 0,001753002 0,006022286 SEMA3E 6748 1678,156975 0,77800545 2,04E-09 4,22E-08
RP11-29H23.5 2505 79,86339795 -2,792438242 1,88E-27 1,22E-24 PPIAP16 487 12,4769138 -1,11498678 0,007416076 0,020483138 RP11-327P2.5 2469 26,32541473 0,778080941 0,000834612 0,003207584

SLC22A13 2555 47,65748386 -2,787984125 3,35E-15 3,04E-13 LINC01128 8525 636,8364464 -1,111392761 2,18E-09 4,45E-08 FUT8-AS1 1420 19,2754109 0,778466055 0,006346843 0,01805266
VN1R80P 338 7,732143504 -2,767197876 0,000231275 0,001076074 TMPPE 3966 417,9906339 -1,110982957 1,06E-14 8,48E-13 KB-318B8.7 558 43,42873686 0,778855412 0,0000524 0,000296861
MT1XP1 186 7,815487729 -2,766648159 0,000000845 0,00000831 LINC00610 2738 21,63350431 -1,110532287 0,004556718 0,013677149 RNF135 3580 535,5500388 0,779233366 2,1E-17 2,96E-15

LINC01191 844 10,77491496 -2,733566077 0,0000115 0,00008 MTPAP 8382 1265,207245 -1,108280136 1,64E-56 8,57E-53 ARL2 2084 644,5406301 0,779364344 0,000000117 0,00000148
GOLGA6D 3870 10,08063351 -2,714145672 0,00000209 0,0000181 RP11-890B15.2 2255 15,80759011 -1,107975124 0,001293955 0,00463996 LRRC46 2820 21,25539857 0,779431103 0,006260883 0,017843574
SRSF10P1 764 20,18897762 -2,699626306 2,75E-10 7,35E-09 RP11-320P7.1 629 13,94134524 -1,107689159 0,0000319 0,000193312 FAM101B 3621 2218,655846 0,781511748 0,000000155 0,00000192

ARC 2991 11,87107833 -2,69573163 0,0000701 0,000380108 LOXL2 5707 21,19520919 -1,107633023 0,00052629 0,002165252 YES1 5100 2753,864038 0,781751293 4,83E-15 4,19E-13
AC004019.13 1960 24,19260132 -2,685051977 8,39E-08 0,0000011 LRRC66 3327 17,47295931 -1,103761033 0,015179911 0,037178301 AC016292.3 408 36,27803293 0,782000109 0,0000249 0,000156247

GUCA1B 1113 42,57398621 -2,677729508 1,89E-09 3,94E-08 RP11-31H5.3 680 14,12810065 -1,103279078 0,005231065 0,015362141 RP13-585F24.1 483 62,32716709 0,782010215 0,000015 0,000100379
DNAH10 16413 18,77760228 -2,669088883 3,83E-08 0,000000558 RPL7P50 727 13,57493819 -1,10307673 0,00073556 0,00287927 GCFC2 5465 517,5352981 0,782764251 5,18E-09 9,52E-08
CPNE9 2335 30,39646935 -2,653994335 0,00000314 0,0000258 CTC-559E9.5 921 23,73881597 -1,102457716 0,000491251 0,002040421 TARBP1 7743 584,2083924 0,782815041 0,000000162 0,000002
CDKL4 2074 10,62623941 -2,636619571 0,0000242 0,000152435 AP000473.5 649 9,457405822 -1,100663997 0,012856239 0,032369324 FAM45B 1624 50,39736401 0,783560148 0,00000848 0,000061
GDF9 3246 86,49911581 -2,632492444 1,49E-16 1,87E-14 SEMA3B 5768 29,27111292 -1,100581532 0,018047729 0,042970522 WDFY3-AS2 6434 42,38815319 0,784593278 0,0000127 0,000087

SLC6A13 4243 34,10219219 -2,628109156 2,52E-08 0,000000387 GOLGA4 10737 5682,312876 -1,100033531 2,09E-09 0,000000043 PPIP5K2 17270 1730,854881 0,784889823 0,000000143 0,00000178
SLC6A12 5280 11,17854398 -2,605015493 0,000000878 0,00000858 RP11-423P10.2 3803 35,92287531 -1,09990303 0,0000351 0,000210189 SCD5 4292 136,2287495 0,785024679 0,0000365 0,000217082
FAM183B 1595 22,35694462 -2,601117294 0,0000399 0,000235422 RP1-266L20.2 403 16,01254914 -1,099472706 0,000116816 0,000593494 UBA3 4001 1842,376612 0,78513126 0,00000106 0,0000101
CCDC168 21466 2413,581329 -2,5911002 0,00000523 0,0000402 TIGD7 4197 422,0804345 -1,099387249 1,99E-13 1,2E-11 SLC47A1 5719 2002,577928 0,785609442 0,000000649 0,00000665

RP4-647C14.3 777 84,30588489 -2,586663375 6,39E-29 5E-26 CHD5 9890 54,36536623 -1,098511648 5,66E-10 1,37E-08 RPL3 4787 32583,48163 0,785693646 1,57E-14 1,2E-12
ABCC2 6232 85,25476925 -2,58601267 2,59E-11 8,93E-10 RPL4P6 1304 22,6415404 -1,098053167 0,002122373 0,007072166 RP11-175B9.3 254 315,1607291 0,78647179 1,08E-08 0,000000183

MAP7D2 4376 114,0813174 -2,570464536 0,00000019 0,00000228 RP11-498P14.5 806 17,66342197 -1,097899002 0,000175117 0,000842869 RP11-172H24.4 4412 23,08878596 0,78674766 0,006700548 0,018859462
SLC22A1 2312 35,60278145 -2,564065596 0,0000395 0,000233078 RP11-15A1.3 2193 26,55534345 -1,096710134 0,0000857 0,000454771 RP11-807H7.2 385 59,41417231 0,78843514 0,0000361 0,000215457

SOX6 19636 13,39837569 -2,559029976 0,00000174 0,0000154 PPP1R13L 5032 51,84397989 -1,096029415 3,69E-08 0,000000543 PSMA2 5336 201,0451893 0,788755535 1,17E-09 2,61E-08
TMEM31 728 27,07122685 -2,517848348 0,0000108 0,0000757 GABRA4 12131 37,48301243 -1,095664934 0,002331036 0,007688829 BMP8B 5143 1313,291239 0,789259219 0,0000101 0,0000715

AC073150.6 1084 7,639235306 -2,513425136 0,000000486 0,00000517 GPR75 2115 59,44753918 -1,095520984 0,00000214 0,0000184 SNORA55 135 33,04724561 0,789979252 0,00089572 0,003398997
EFCAB12 7789 121,4654577 -2,512446152 9,04E-10 2,07E-08 SLC12A8 5586 10,7625694 -1,094496489 0,004450726 0,013402744 RASAL1 4813 289,3053889 0,789997802 0,008403586 0,022740141

CTD-2350C19.2 493 16,44291346 -2,507310747 0,000000413 0,00000449 MOK 11019 48,28045736 -1,092805183 1,98E-10 5,45E-09 HSD17B7 4124 904,9465884 0,790835048 0,000000485 0,00000516
GOLGA6A 3505 19,05634428 -2,502449579 0,000136289 0,000678316 DHDDS 5596 1556,751904 -1,092717244 2,22E-11 7,77E-10 RASSF2 5759 856,5318948 0,790968543 0,000098 0,00051166

RN7SL146P 297 27,14706351 -2,489022006 3,81E-11 1,25E-09 C15orf32 1787 34,302331 -1,091463891 0,0000335 0,000201305 SNORD4A 971 59,73518682 0,790984381 0,001985584 0,006687609
CPNE5 4067 13,69313666 -2,486869346 0,00000126 0,0000117 DPY19L2 5646 10,75717573 -1,090828327 0,012997062 0,032641302 TP73-AS1 6758 250,6681485 0,791019114 4,24E-08 0,000000608
ITGA10 6320 80,40680306 -2,482705607 5,68E-17 7,53E-15 SERPINB8 4998 219,7775287 -1,090608939 0,0000124 0,0000853 CASKIN1 5889 14,9787621 0,791311088 0,01212531 0,030831804

RNVU1-15 165 43,70333327 -2,48217732 1,48E-09 0,000000032 STX3 4449 716,9261827 -1,090499939 2,66E-08 0,000000406 USP30-AS1 656 18,94273732 0,791997046 0,002689861 0,008708913
MYH15 7694 40,09961788 -2,469056135 8,62E-12 3,39E-10 RP11-133K1.7 4028 10,93363013 -1,09033195 0,002150818 0,00715019 PMS1 5448 734,9058123 0,792528102 8,25E-16 8,6E-14

RP11-91P24.7 585 8,55228158 -2,462747913 0,00000041 0,00000447 TDRD5 4256 49,00390852 -1,088869338 0,000000302 0,00000345 RP5-882C2.2 2012 19,31876671 0,79267096 0,009839843 0,025900599
NEB 30567 280,9227903 -2,449239055 3,57E-23 1,33E-20 HIST1H2AK 393 23,07689866 -1,086914691 0,0000123 0,0000844 WWC2 9966 1009,923309 0,793260028 2,48E-14 1,81E-12
HPX 3631 9,620075444 -2,442259496 0,0000249 0,0001561 FAM171B 5826 221,9723652 -1,086064813 0,000000398 0,00000436 SLC16A10 11237 260,8053583 0,794435675 0,001378306 0,004891954

SLC2A3P4 1471 8,299165821 -2,441427846 0,001610553 0,005595606 UBE2CP2 510 13,2864104 -1,085183727 0,003499771 0,01091532 SFXN4 1868 1111,045849 0,795075676 1,04E-08 0,000000177
SCOCP1 349 13,75114078 -2,440660644 0,00000248 0,000021 CTD-2568A17.1 605 43,87323869 -1,084815184 0,005427541 0,015843923 HMGN2P4 381 76,43979238 0,795284709 0,000019 0,000123221
PRR16 2274 29,7220611 -2,438141051 1,09E-10 3,21E-09 RP4-781K5.6 3564 95,91140397 -1,08361179 0,004745864 0,014171437 NIT2 4495 1299,561291 0,79677042 0,000000162 0,00000199

TRIM71 8685 14,73486489 -2,425966815 3,06E-09 6,02E-08 RP11-58H15.1 1261 22,5406874 -1,082130228 0,001974276 0,006652388 GCSHP5 522 216,1227761 0,797346619 0,000928404 0,003511096
LINC01279 5109 6,839803185 -2,423043857 0,000114936 0,000585271 MRTO4 2822 2984,993344 -1,081688231 0,0000113 0,000079 MST1 5084 48,09345857 0,797599355 0,000401258 0,00171632
LINC00324 2082 155,293532 -2,414580353 4,62E-10 1,15E-08 BLCAP 7869 1749,433581 -1,080226671 2,69E-34 3,83E-31 TMEM260 8077 652,5996582 0,797849489 0,00000887 0,0000635

LAT2 4549 77,30893007 -2,411213419 1,82E-16 2,23E-14 MIER1 8273 1995,910709 -1,080104702 6,21E-35 9,71E-32 RP4-758J18.7 543 19,90620126 0,798589093 0,012571045 0,031784317
RP11-91P24.6 712 15,9026588 -2,409308985 4E-10 1,01E-08 RP11-348P10.2 1953 96,51599008 -1,079480363 0,0000834 0,000443938 CENPH 2244 514,9078401 0,798679148 6,9E-12 2,77E-10

BFSP2-AS1 894 15,10109362 -2,407532962 0,0000765 0,000410635 FERMT3 3066 385,0262832 -1,078173378 0,014168926 0,035131388 RP11-162G10.5 826 15,1570112 0,798716801 0,009093408 0,024287398
ALPK3 10940 82,80610469 -2,405362817 2,45E-22 7,5E-20 OBSCN 32289 39,24332085 -1,075771742 0,004124655 0,012571671 CLIC4 4495 5374,408449 0,798801335 5,63E-16 6,11E-14

TNFSF13B 3059 18,05564182 -2,399374759 0,000000925 0,00000898 EYS 17070 17,67271689 -1,073930916 0,000182234 0,000871756 CAMK2N2 1362 20,51960953 0,799281745 0,007664767 0,021050513
GLYATL3 1124 20,90202035 -2,389440308 0,0000866 0,000458555 CCDC11 1851 52,10627534 -1,072167221 0,000764435 0,002972949 OXCT2P1 1535 23,74433586 0,802148323 0,008560257 0,023084205

KLKB1 2953 20,80453833 -2,389287542 0,000000965 0,0000093 RAG1 7815 17,31344764 -1,071815329 0,001253685 0,004518352 NUDT2 1075 366,0626351 0,802306327 1,12E-08 0,000000188

TABLE S1 : List of differentially expressed genes after treatment of SK-MM-2 cells with ASO-Vκ3-15-3'ss or control ASO. (abs(log2FC) ≥ 0,75) ; pvalue Adj < 0,05).



HGD 2983 58,30805563 -2,380029408 8,07E-10 1,87E-08 ZNF790-AS1 1506 58,97773328 -1,070557986 7,86E-08 0,00000104 CTC-575N7.1 881 19,81021219 0,803854409 0,00096323 0,0036183
MRAS 6365 13,89434152 -2,372391405 0,000000215 0,00000256 RP5-827C21.2 410 27,01729589 -1,070258739 0,000408097 0,001741765 KIAA1147 14712 729,9951151 0,804037313 0,00108059 0,003984501

TRIM73 5544 16,9100559 -2,362280356 9,1E-10 2,08E-08 MYH3 6684 224,1363152 -1,069460769 0,002070431 0,00692861 BIVM 5461 670,4403044 0,805422703 3,75E-08 0,000000549
RP11-474D14.2 763 13,35157676 -2,330747225 0,0000001 0,00000129 PTPN22 4503 460,8543613 -1,066746227 2,32E-21 6,16E-19 SC22CB-1E7.1 407 14,78985532 0,805486075 0,00780103 0,021346021

TMCO2 889 6,9997913 -2,329133917 0,00121051 0,004392103 CTD-2611O12.8 311 8,979906281 -1,065636925 0,012779883 0,032197811 RASA3 4763 2140,900319 0,805713587 0,000000885 0,00000864
RNU5E-1 120 10,52261235 -2,320220195 0,000000211 0,00000252 DNAJB9 2837 426,6436756 -1,064357776 0,00000993 0,0000703 ADPGK-AS1 3138 15,75859186 0,806447154 0,004395841 0,013283509

RP11-508N22.12 7063 17,267742 -2,316454759 0,000000159 0,00000197 RP11-44N11.1 1018 21,28322427 -1,061716315 0,000114443 0,00058371 TBC1D27 5250 904,2477769 0,80720872 0,0000252 0,000157495
DOCK3 8755 8,238471621 -2,302078136 0,00000779 0,0000567 RP5-1000K24.2 2433 37,73722807 -1,061468275 0,000000546 0,00000572 TSEN2 5667 659,6560644 0,807782957 0,0000143 0,0000961
HCCAT3 1018 8,903839372 -2,291169402 0,00000053 0,00000558 LINC00922 2089 12,6741987 -1,060369085 0,003191403 0,01007208 RP11-571M6.17 578 20,64338381 0,807853013 0,012304413 0,031211097

ATP5J2-PTCD1 2859 16,55416132 -2,284464891 0,000000256 0,00000297 HYI-AS1 545 20,99992721 -1,058513478 0,000694569 0,00274008 PLGRKT 1493 421,9677444 0,808145774 2,62E-09 5,26E-08
SCUBE2 7099 10,07862455 -2,278955831 0,000000303 0,00000346 PRKXP1 3511 149,3886735 -1,05844336 2,2E-10 5,95E-09 MAFG-AS1 1895 216,5728952 0,808539266 0,002182754 0,00724404
ESAM 2920 28,09970097 -2,268685467 6,2E-12 2,55E-10 EEF1DP2 843 67,36287275 -1,056633489 0,000405511 0,001731674 FADS1 10230 4608,516925 0,809825078 3,71E-11 1,23E-09

PSTPIP2 4120 61,07338652 -2,261463142 3,67E-20 7,56E-18 CTD-3099C6.9 2848 67,22959501 -1,056144731 0,000609097 0,002456714 CHD1L 3376 3253,694395 0,810367222 0,0000012 0,0000112
TXK 3472 11,9537635 -2,250154579 0,00000078 0,00000779 LY96 607 85,77738493 -1,055585713 0,000408894 0,00174469 SGMS1-AS1 12420 117,3350071 0,812659291 0,000677416 0,002681202

WFIKKN1 4878 39,75451324 -2,233104072 0,000121857 0,000614909 KDM3B 7961 2310,859818 -1,052128412 8,06E-08 0,00000106 AC010226.4 1218 14,63558263 0,812883346 0,00496077 0,01470645
RP11-83J16.3 1259 11,62724576 -2,225460922 4,64E-10 1,15E-08 VPREB3 610 34,12374601 -1,050661375 0,002397084 0,007885065 TRAPPC13 7049 508,4718908 0,813433255 1,76E-12 8,49E-11

CLEC4M 4066 8,843386835 -2,223858078 0,00000122 0,0000114 ZNF165 2107 33,08810017 -1,049968949 0,000000155 0,00000192 EVX1 2358 501,4822255 0,8150054 0,000000941 0,00000912
RP11-46A10.2 748 18,12227178 -2,222025138 0,00000853 0,0000613 JMJD6 5969 2175,884996 -1,047398089 2,82E-10 7,5E-09 PTDSS1 6295 7361,501848 0,815865196 3,75E-15 3,33E-13
AC002059.10 477 15,26817478 -2,219886205 4,44E-10 1,11E-08 ZNF229 5505 254,7541598 -1,047268551 1,09E-08 0,000000184 RP11-795F19.5 3902 36,97488598 0,816776288 0,00021123 0,000993151

ALOX15 3404 14,84815326 -2,214281189 4,63E-08 0,000000657 TPM3P6 742 83,53369885 -1,047005927 6,69E-10 1,59E-08 LINC00843 711 30,1647581 0,817512132 0,000114905 0,000585271
LRRC14B 1573 15,50631521 -2,214065252 0,000000098 0,00000127 SSUH2 6279 12,28528648 -1,045242898 0,001147346 0,004197005 ERLIN2 9464 1831,00606 0,81859183 7,66E-20 1,52E-17
DIRAS1 3485 16,17138397 -2,21061582 0,000173195 0,000835158 PCDHGA6 7910 14,06345819 -1,044464331 0,008106342 0,022073302 KB-1732A1.1 2829 17,59183354 0,819060035 0,008055146 0,021949185

CCDC150P1 2215 14,75615327 -2,202477166 1,73E-09 3,64E-08 RP11-139H15.5 498 14,52792516 -1,042077613 0,000875379 0,003337195 PLEKHF1 2681 80,07199601 0,819885907 0,0000686 0,000374292
RP11-16E18.3 2054 34,44668802 -2,193097322 8,65E-12 3,39E-10 CTC-436P18.5 531 24,6656627 -1,041884195 0,006787562 0,019046097 RP11-266N13.2 729 24,72989598 0,820325247 0,003788513 0,011701514

CSPG5 4366 57,99545581 -2,190452554 1,31E-09 2,88E-08 CCDC147 3548 25,30047915 -1,041864807 0,002645132 0,008587451 AP000936.1 255 66,6180347 0,820626385 0,000097 0,000507165
RNF223 1902 13,93617028 -2,189627712 0,000761936 0,002965232 ARHGAP15 7743 299,3264297 -1,03869058 4,48E-13 2,56E-11 SSR4P1 2636 40,68021459 0,822152871 0,000139762 0,000692523
SLC35D2 2203 35,56904286 -2,187706897 0,00000467 0,0000363 ZNF548 4587 368,0078945 -1,038593536 3,49E-15 3,15E-13 RP11-764K9.2 715 18,1354532 0,82282547 0,004827778 0,014369394

RP11-51J9.6 645 21,89840201 -2,18386283 9,06E-08 0,00000118 RP3-400B16.1 2277 19,17872614 -1,036099648 0,00641793 0,018214809 DPAGT1 5280 2241,855819 0,823164805 3,14E-08 0,000000471
WTIP 13733 39,3247699 -2,177285586 9,13E-14 5,9E-12 CSRNP3 12565 28,45919396 -1,035539146 0,009078802 0,024256672 HMGN2P41 412 19,55898701 0,823412138 0,005461108 0,015924073

CCDC102B 5807 84,54713809 -2,167702347 2,1E-19 4E-17 AP001596.6 2247 39,65126696 -1,034330053 0,00129644 0,004647806 POT1 5897 826,4359866 0,823798191 1,76E-12 8,49E-11
FAM71F2 2588 27,07670674 -2,16633901 0,00000011 0,0000014 SLC23A3 6525 54,80938206 -1,033464367 0,0000552 0,000310306 ACOT8 4213 687,1380137 0,826315133 2,31E-12 1,08E-10

DACT1 4490 13,12177207 -2,156139321 0,000305308 0,001365286 AL133243.2 3004 69,80953942 -1,030896474 0,0000823 0,00043886 EEF1B2 1915 9856,475937 0,826688715 0,000000025 0,000000384
ZNF114 3087 9,285257002 -2,155525747 0,00000299 0,0000247 RP11-1391J7.1 2061 23,90302133 -1,027657759 0,004002118 0,012267046 GMDS 4304 1027,612405 0,827646654 0,000000685 0,00000697
UPK1A 1366 12,26304551 -2,154122568 8,57E-08 0,00000112 CLIC2 2840 4136,062928 -1,027487262 5,57E-23 2,02E-20 DCLRE1A 4600 617,4045717 0,828455368 0,00000103 0,00000982
ATP1B4 4773 26,33081372 -2,150830928 0,000000777 0,00000777 AP000476.1 4970 39,5998314 -1,026859718 0,000184523 0,000881361 GS1-358P8.4 4951 316,8477796 0,82880756 6,73E-11 2,05E-09
MT-TS1 69 242,7279621 -2,150502875 0,00000486 0,0000377 RAB2B 3610 461,6114007 -1,026740009 9,4E-15 7,61E-13 SDC3 7067 63,94299797 0,82966982 0,000128958 0,000645532

ANKRD26P1 6411 15,0873711 -2,14457269 0,0000689 0,000375297 PAPPA2 10930 41,50388028 -1,026119077 0,016550445 0,03997385 CCDC47 4537 3429,000342 0,829991299 2,17E-22 6,91E-20
RP11-91P24.1 474 9,118463904 -2,142104143 0,0000184 0,000119423 RP11-345M22.1 2409 421,371563 -1,026009614 0,014080782 0,034961036 EXOC5 12575 2774,666231 0,830507475 3,99E-09 7,56E-08

IMPG2 8337 285,708733 -2,131034834 0,000000683 0,00000695 RP11-415F23.3 564 34,63512716 -1,024714952 0,000132838 0,000662836 ABCB10 4256 829,9441688 0,830849385 0,000000263 0,00000305
AC073063.10 607 30,740432 -2,115349067 0,000000645 0,00000661 ADRA2A 3745 61,46751044 -1,024506964 0,01580116 0,038476882 KIAA1549L 12318 3710,962492 0,831754905 0,017281702 0,04148139
RP11-57K17.1 2524 12,16220059 -2,112392565 0,0000106 0,0000742 HSPA1B 12606 11118,74361 -1,024363581 0,000104537 0,00054059 DGKA 10215 60,53603701 0,831778569 0,006236017 0,017781005

ABCA9 9139 7,881395265 -2,108931466 0,00000277 0,0000231 LINC01337 440 14,67822089 -1,023005449 0,004758122 0,014202616 RP6-105D16.1 878 16,3458753 0,832399191 0,011492912 0,029458475
KB-1552D7.2 1989 22,15785788 -2,10647713 0,0000824 0,000439035 CTD-2650P22.2 866 18,52553501 -1,022847022 0,0000623 0,000344176 DAPK2 13612 28,67177042 0,833556367 0,006711991 0,018874685

SPDYA 3483 39,62997438 -2,105704925 5,74E-08 0,00000079 FILIP1L 5903 155,0723062 -1,022554966 0,001676277 0,005795626 GNN 6339 27,14989995 0,833649089 0,001838367 0,006270096
TEX29 930 14,34972924 -2,102072072 0,00000503 0,0000388 ZNF350 4539 347,2978884 -1,02208283 6,15E-09 0,000000111 C9orf72 6062 189,7452888 0,835028041 5,39E-11 1,71E-09

ZNF844 6620 12,20029256 -2,099577596 0,000000619 0,00000638 AC024560.2 1471 13,38087842 -1,019265406 0,016759154 0,040388295 ARIH2 8017 4459,203813 0,835561734 5,73E-13 3,16E-11
RP3-391O22.3 399 14,04592938 -2,093741055 0,000119079 0,000603131 ZBTB32 2770 22,6387603 -1,018474253 0,018983706 0,044817052 RP11-10K16.1 3367 53,31266907 0,836179659 0,0000673 0,000368047

C3AR1 2145 37,59634917 -2,093285784 0,000165687 0,000803164 STAG3L1 2094 149,6494483 -1,017176568 2,98E-18 4,81E-16 SENCR 1298 14,49362248 0,836610448 0,012767919 0,032183223
HSFX2 1365 28,07275531 -2,092308792 1,96E-11 6,95E-10 MYO5C 10045 222,6024897 -1,015223335 0,000492755 0,002044494 MT-CO2 684 105742,4607 0,840648518 4,37E-10 1,09E-08

C21orf91-OT1 998 8,528267744 -2,083756874 0,0000545 0,000307292 OSGEPL1-AS1 860 12,31041616 -1,014597471 0,000989283 0,003695749 RP11-61L23.2 3625 103,0703081 0,840797399 0,0000985 0,000513602
EVI2B 2072 220,5799279 -2,071388686 1,89E-24 8,69E-22 LINC01372 489 23,71432148 -1,012407474 0,000151375 0,000742305 BIRC3 7518 12087,28347 0,841534974 0,000000603 0,00000624

LINC00539 1859 12,64536638 -2,070216392 0,0000554 0,000311378 ZDHHC11 6953 173,4472604 -1,010002331 0,0000216 0,000137475 STAG3L5P 2804 94,77321153 0,841825158 0,000000298 0,00000341
RP3-449M8.6 589 8,034276569 -2,066635963 0,0000985 0,000513602 MIR22HG 2968 270,0373108 -1,009473547 0,0000146 0,0000979 GBE1 5171 1748,411607 0,843041203 0,000000011 0,000000185

SLFNL1 4310 50,40865243 -2,065549073 4,32E-09 8,14E-08 CDC42EP4 5007 23,48015389 -1,008360179 0,000376882 0,001628089 DLGAP5 3667 2691,344116 0,843046422 0,0000121 0,0000837
RANP3 276 10,99262088 -2,064033997 0,000000165 0,00000202 PTPN14 18756 18,72478926 -1,007089434 0,006204144 0,017707685 PRKDC 15417 43000,61764 0,844499874 0,0000119 0,0000826

ADAM20P1 3034 16,14983576 -2,063185297 0,000151473 0,000742551 ADAM32 10044 102,5035374 -1,007057295 0,01118877 0,028839621 LRRC16A 6741 1954,966867 0,845510491 1,1E-13 7,02E-12
COL12A1 12485 43,89722969 -2,062926838 3,58E-11 1,18E-09 RP4-665J23.1 3898 23,26346906 -1,006470584 0,0000123 0,0000846 C9orf41 4610 760,9574579 0,845540339 8,64E-12 3,39E-10
CCDC181 2629 55,45807837 -2,059716504 7,61E-09 0,000000135 ETV2 2152 18,70646304 -1,005780598 0,0000475 0,000273721 PHF6 8015 2223,390555 0,84568631 7,38E-08 0,000000982

GCM1 2765 7,226438091 -2,058262425 0,0003882 0,001670521 RP11-77H9.5 409 24,81390873 -1,005709631 0,000767575 0,002984421 ADD3 6541 1663,378467 0,847892076 0,000242596 0,001121407
BTN1A1 2895 6,714960909 -2,057977108 0,001595331 0,005548886 SLC9A6 4710 1167,738406 -1,00540893 2,75E-09 5,46E-08 ZBTB40 8992 2186,902849 0,851790311 5,2E-12 2,17E-10

AC112229.1 3130 33,85717955 -2,057638533 9,1E-09 0,000000156 SGMS2 7635 76,23663949 -1,005300997 0,004210955 0,012797893 PRR13P5 442 226,9081685 0,851814275 0,000000535 0,00000563
NR4A1 7295 231,4199074 -2,05537351 0,0000682 0,000372597 ZBP1 5405 41,994271 -1,005060635 0,0000777 0,000416241 RPS29 9783 5442,375157 0,851925352 6,41E-15 5,41E-13
PILRA 2006 36,49925851 -2,048300405 0,000000256 0,00000298 GTF2F2 3619 1520,986442 -1,004639536 6,51E-10 1,55E-08 EVA1C 4353 34,48303891 0,852067192 0,020540542 0,047799554

C14orf183 975 26,37448212 -2,040044646 0,0000224 0,000142132 CTA-363E19.2 742 16,93446397 -1,002744233 0,002148985 0,007147134 TBL1X 7009 658,5707319 0,852500901 9,5E-16 9,65E-14
EGR2 3689 14,36270103 -2,039365609 0,00000867 0,0000622 OVOL3 696 22,27563328 -1,000921383 0,003724587 0,011538252 GS1-124K5.4 540 56,46081334 0,85320128 0,000348073 0,001526782

FLJ25758 1063 6,774885927 -2,018960082 0,004696922 0,01404138 PLEKHO2 3726 406,7891394 -1,000321087 0,00000117 0,000011 PABPC4 6782 11267,42975 0,854311973 6,47E-08 0,000000876
ADCY10 6139 34,0633751 -2,00895465 0,0000283 0,000174341 ITGB1BP2 2201 51,01734175 -1,000162789 0,000100363 0,000522464 NLRX1 5320 271,4350428 0,854683538 0,001030342 0,003828103

RNU4-85P 123 10,68713305 -2,004105643 0,004435691 0,013368515 MT-TL1 75 2206,522965 -1,000104259 0,015481118 0,037815326 LANCL1 5254 882,2142103 0,856344041 0,00000675 0,0000502
AC013268.3 2324 24,08874132 -2,001604527 5,89E-09 0,000000107 BYSL 2248 1081,704759 -0,999266681 0,00000148 0,0000134 PDGFRL 2409 10,6545236 0,8575493 0,014392914 0,035602086

IFIT1 4613 27,14758338 -1,99723146 0,000469274 0,001962166 HMGCS1 4702 10550,49877 -0,995270371 0,001096805 0,004030983 RP11-844P9.2 5829 2497,284059 0,858695054 0,000000412 0,00000449
RNA5SP352 134 11,31460028 -1,996741621 0,00000299 0,0000247 HEXA-AS1 2676 13,3982992 -0,993740083 0,005358702 0,015664556 TMPRSS13 5367 14,86740071 0,859280761 0,013945454 0,034670748

TCTE1 3067 8,722059745 -1,995997078 0,00000462 0,000036 ZFP28 6974 19,43291493 -0,992603187 0,004673728 0,013985411 BSPRY 2339 211,5852789 0,859823295 0,0000368 0,000218714
FN3K 3872 27,0244738 -1,993715216 0,0000117 0,0000813 MNS1 2504 26,71763357 -0,991669874 0,0000591 0,00032904 RP11-70D24.2 804 241,2089983 0,860121828 0,001537248 0,005385188

ACTA1 1495 15,93187472 -1,993423767 0,0000524 0,000296577 THUMPD2 3823 383,6345949 -0,99126851 5,53E-14 3,73E-12 TPM4 7414 7035,983284 0,862038739 9,33E-19 1,66E-16
NPC1L1 5252 25,0384887 -1,990174537 0,000782186 0,003031431 MUC20 15412 107,6858168 -0,99013283 0,000763467 0,002969924 LINC00339 1424 196,7433053 0,862389988 0,00000105 0,00000997
ZNF676 4966 10,35810554 -1,98357044 0,012171604 0,030934428 GPR113 5761 25,14803176 -0,989896772 0,0000299 0,000182732 RP11-64B16.2 545 18,21256537 0,864390028 0,00254209 0,008297474

RNVU1-14 347 64,29870786 -1,967813668 1,22E-08 0,000000203 AXDND1 6089 359,9727171 -0,989050102 2,34E-12 1,08E-10 RP11-565N2.1 279 23,96483347 0,866254113 0,01592091 0,038720248
GEM 2648 22,34527355 -1,96335983 7,38E-10 1,73E-08 SELL 2725 36,65139657 -0,988942859 0,016748884 0,040369768 RP4-569M23.2 1809 15,83516275 0,866409854 0,004773916 0,014241606

DUSP8 13526 28,24895899 -1,962587564 0,000000416 0,00000451 AC005062.2 2564 58,24171619 -0,986482282 0,00000107 0,0000102 TRGV4 688 27,26462632 0,866903042 0,007593145 0,020886826
SLC45A3 3702 45,30638565 -1,960261244 1,46E-12 7,16E-11 IFI27 4974 162,4138229 -0,986281543 0,006675589 0,018799362 RP11-175P19.2 924 18,44523886 0,869176324 0,0203017 0,047342378

SNORA45B 131 13,68511824 -1,958978337 5,03E-08 0,000000701 TEKT4P2 2309 27,34372454 -0,985143311 0,00000319 0,0000262 PIGN 6796 1572,881751 0,869823074 0,000000165 0,00000202
TF 8565 30,89766501 -1,955695885 0,00028116 0,001273301 RP11-467H10.1 794 51,57874126 -0,984717169 0,0000144 0,0000967 ADAM19 7704 644,4442508 0,870319261 0,0000964 0,000504653

LSAMP 10330 9,040599011 -1,95436906 0,000453938 0,001906712 PYROXD2 3867 169,2662032 -0,984101485 0,002289564 0,007563134 CDH1 6177 127,4052831 0,870644529 0,0000193 0,000124557
STX16-NPEPL1 3859 37,42216696 -1,951961969 2,24E-10 6,03E-09 USP35 5233 401,0585744 -0,983496246 0,000000044 0,000000629 DDX50P1 2400 24,85512364 0,87145456 0,000200746 0,000948421

RNU5A-1 116 30,19465533 -1,951460376 0,000000576 0,000006 SORBS1 10819 14,03889753 -0,981534883 0,003323837 0,010429007 TMEM27 1578 16,11281538 0,871967662 0,019457652 0,045693506
LINC01268 2755 118,2917335 -1,949925209 4,01E-22 1,16E-19 SHC4 6063 139,853799 -0,981258018 0,009432131 0,025033888 PPP4R4 9293 111,1229327 0,874314539 0,004965404 0,014711898
RPL21P44 472 6,848338312 -1,949187374 0,000295162 0,001327889 RP11-849H4.4 4233 137,5923189 -0,98114299 0,0000133 0,0000903 PHTF1 7170 1424,413905 0,874725265 8,49E-16 8,73E-14

PTAFR 4706 28,82089179 -1,948941305 2,11E-09 4,33E-08 RP3-475N16.1 1490 62,61742507 -0,980941156 0,0000516 0,000293561 RP11-1166P10.1 2227 15,02721232 0,875238096 0,003089931 0,00979334
CASP5 1592 40,29800612 -1,943343925 0,000021 0,000134055 RP11-129M16.4 1553 75,44866747 -0,980704883 0,000590062 0,002389278 STXBP3 5895 1215,448346 0,876184623 2,98E-10 7,83E-09
LRGUK 3249 6,896694854 -1,936064275 0,010591537 0,027536235 ZNF836 4244 112,0534854 -0,980086226 0,0000143 0,0000961 COX16 1863 31,94399743 0,876425515 0,00000231 0,0000196
TPM2 4047 12,30822805 -1,933066246 0,000580325 0,002353509 ZNF845 4413 811,9822152 -0,979727433 0,0000285 0,000175339 NAE1 4810 2072,77599 0,8764552 5,83E-08 0,000000799

TMEM236 5464 19,6714658 -1,932744425 0,001503366 0,005284252 TEX14 5325 35,07348068 -0,979176916 0,00029727 0,001334683 ELOVL6 7297 1589,634684 0,876700998 0,010020347 0,026322559
CNTF 1894 294,5538787 -1,932007447 2,99E-09 5,88E-08 ICAM4 1427 19,8917077 -0,979062941 0,005011357 0,014828306 MICU2 3645 666,736 0,877585477 4,53E-08 0,000000645

RP11-225H22.4 657 13,06339512 -1,931051045 1,64E-08 0,000000266 RP11-77H9.2 2642 114,1036222 -0,978513035 0,000000079 0,00000104 NKX1-2 1580 45,80491644 0,877976837 0,001514055 0,005319433
CASP12 1786 8,499425055 -1,92844487 0,001449498 0,005112143 STK32C 3543 55,9114308 -0,975282061 0,0000329 0,0001985 OTUB2 8125 3345,136624 0,87918681 0,000000144 0,0000018

BCL2L2-PABPN1 1548 14,48327862 -1,924832267 0,00000529 0,0000405 NDUFA5 9851 786,3510746 -0,975023298 1,76E-15 1,69E-13 TAP2 51233 3533,005167 0,879836092 0,00000089 0,00000868
ALMS1P 1654 19,87299465 -1,923458486 4,59E-09 8,55E-08 MPZL3 3968 45,84250653 -0,974824465 0,000786342 0,00304414 TTC37 8092 2733,457458 0,879858979 1,26E-12 6,28E-11
C1orf116 5502 10,89168219 -1,918477276 0,000169498 0,000818342 RGS17P1 553 34,99149974 -0,974790638 0,000499347 0,002066909 MDGA1 14187 61,36155017 0,879992195 0,0000685 0,000373737
FAM177B 2603 11,57795423 -1,917920108 0,003364413 0,010533071 TNFRSF10D 3538 1026,208535 -0,9744287 9,76E-15 7,86E-13 CKS2 613 1282,562315 0,882265054 7,77E-08 0,00000103

XKR3 1690 8,324538901 -1,905864305 0,0000392 0,000231593 ANKHD1-EIF4EBP3 11385 64,87470365 -0,973055394 0,000000366 0,00000405 GAS2 3529 925,3472931 0,883194976 0,000115759 0,000589079
MN1 7693 13,76391026 -1,905822605 0,000000373 0,00000412 CTC-444N24.8 1385 51,17322641 -0,972898412 0,000000962 0,00000928 NXN 5880 96,36397406 0,883318374 0,016965802 0,04081083

RP11-1136G4.2 1094 26,7572521 -1,905721461 7,81E-09 0,000000137 SCGB2B2 2990 10,35858691 -0,972321471 0,010156207 0,026611468 TRIM45 4368 57,49333408 0,883702524 0,00222336 0,007361615
RP11-693N9.2 4307 30,19440718 -1,904118493 0,00000247 0,0000208 RP11-424M21.1 764 17,93809984 -0,971786534 0,001514875 0,005320277 PALD1 4555 1036,587115 0,883860634 0,0000405 0,000238447

PLA2G4C 6613 49,89088273 -1,899175513 4,92E-08 0,000000689 XXbac-BPG299F13.17 2838 52,60678294 -0,969945233 0,000000435 0,00000469 RP11-61L19.3 751 17,92219732 0,885234434 0,004487463 0,013497778
RP4-676J13.2 835 11,15131583 -1,892205779 0,000878141 0,003346908 AC007292.3 1812 18,63940631 -0,969655789 0,000757342 0,002949765 CALHM2 3108 191,4221543 0,888073271 1,87E-10 5,18E-09

RP11-593F23.1 2354 10,44101111 -1,881973377 0,0000174 0,000114212 RP11-367G18.1 637 26,33609396 -0,967829366 0,001622155 0,005632162 RP11-731F5.1 1003 33,66599388 0,889284151 0,00181005 0,00618836
TG 11132 116,7874651 -1,881005182 4,45E-11 1,43E-09 TMEM161B-AS1 4439 319,7838204 -0,967701964 1,42E-11 5,27E-10 TTC23 6148 238,719433 0,889288225 0,00000109 0,0000103

HSD3B7 2495 140,3782214 -1,878491333 0,000000164 0,00000202 RP1-267L14.6 627 25,40300176 -0,967279791 0,010902931 0,028214469 RPL3P2 8412 58,03228894 0,889514669 0,000000843 0,00000829
CLEC18B 3143 31,35437328 -1,872645624 0,000000235 0,00000276 CDT1 3336 2571,654564 -0,967183119 1,02E-26 5,92E-24 PPIL1 1810 2201,224867 0,890051916 0,0000056 0,0000427
RNVU1-5 164 38,68429061 -1,871713672 1,68E-13 1,03E-11 AGPAT4 8769 74,96773482 -0,967065336 0,0000933 0,000490224 HIC1 8108 375,3843547 0,891140812 0,000000451 0,00000485
SLC6A4 6983 12,83919225 -1,870365346 6,02E-08 0,000000821 ZNF502 3273 35,57929153 -0,964760581 0,00500851 0,014822687 CHDH 7758 1495,549699 0,891166964 0,010559401 0,0274801
CHI3L2 3295 29,92445131 -1,868009361 0,0000482 0,000276901 ZSCAN18 8307 45,82113665 -0,963567293 0,004959577 0,014705699 RPS11P5 484 18,54531193 0,891801352 0,004760731 0,014207692
LTBP2 9091 13,78825927 -1,865695522 0,0000255 0,000159296 RP11-793H13.10 2690 15,73637745 -0,9629721 0,000178388 0,000855978 RP11-326C3.11 1887 12,25923275 0,89296169 0,010157556 0,026611468

RP11-165J3.6 691 20,4975201 -1,865135019 2,86E-09 5,65E-08 NUDT9 3184 949,1905854 -0,961909367 0,000003 0,0000248 FBXL2 7664 59,97335236 0,894636429 0,009394348 0,02494631
RP11-278A23.4 533 8,92545678 -1,864253396 0,0000161 0,000106768 NHLH1 2563 131,4774453 -0,961490839 0,006141597 0,017561217 LMNTD2 2934 16,3217741 0,8976083 0,01283448 0,032319743

SNORD3B-1 583 13,36558593 -1,863182742 0,00000147 0,0000133 BTK 4575 24,06064867 -0,960749709 0,018329496 0,043515509 EEF1B2P3 678 130,016082 0,898290249 4,65E-08 0,00000066
RP11-815M8.1 998 6,34817186 -1,861278963 0,000284721 0,001286841 MMP14 4464 160,0235608 -0,960582606 0,0000889 0,000469426 TEX30 2154 473,9428333 0,899655794 3,91E-09 7,41E-08

CYCSP34 304 16,68106084 -1,855992987 0,000001 0,00000959 RP11-10J21.4 397 39,00215269 -0,959595591 0,00118155 0,004301998 RP11-77H9.8 427 43,28823544 0,9002596 0,00000578 0,0000438
SLC45A2 3267 8,973459408 -1,855986621 0,000404072 0,001727413 NPHP3-ACAD11 8114 19,72801434 -0,9581332 0,001192781 0,004337838 RGS3 13793 361,0773634 0,900904251 0,000133162 0,000664238
MYO1A 4438 11,80851683 -1,847657386 0,0000925 0,000486477 FBXO36 3945 36,67029029 -0,956432312 0,000234557 0,001090139 RP11-46A10.5 2424 37,04498795 0,901342761 0,000224149 0,00104603

RP11-354P11.4 697 17,3235124 -1,838281592 0,000351824 0,001538002 HUS1B 1025 22,92462107 -0,956419894 0,012456139 0,031524372 AL162151.3 158 652,9172113 0,901631075 2,62E-14 1,88E-12
RP11-133L14.5 782 27,15482604 -1,836067118 0,000350249 0,00153423 EIF2AK3 5434 964,3954692 -0,954561043 0,00000396 0,0000315 RPS27 946 15858,49381 0,904171541 1,46E-14 1,14E-12
CTD-2568A17.8 260 32,17410523 -1,832603182 0,000000672 0,00000686 ZNF557 6018 572,1092757 -0,953987349 1,02E-11 3,97E-10 CLEC14A 2267 102,7769477 0,905482933 0,000313724 0,001397328
RP11-476C8.2 891 36,43780322 -1,831058371 0,000915118 0,003465878 LBX2-AS1 2084 100,1177277 -0,953311239 0,0000475 0,0002737 PRR13 2897 971,2608022 0,90649106 0,000000209 0,0000025

ZNF418 4501 10,98055145 -1,828466812 0,0000174 0,000113892 RP11-540A21.2 2632 13,1825677 -0,952684237 0,006442835 0,018265602 IGLC2 462 32,18851782 0,906643766 0,020042013 0,046823682
IL17F 1067 126,9797001 -1,828450581 0,002029018 0,006814817 SAT1 2513 858,2724794 -0,952586686 0,010883895 0,028179198 SLC4A4 8361 191,0838259 0,909497283 0,0000779 0,000417598

SMEK3P 2493 12,12771398 -1,825929489 0,004042174 0,012367157 ZNF16 5237 471,5409418 -0,951838905 1,74E-16 2,15E-14 RAB9B 3748 19,66468673 0,910441737 0,000549943 0,002247936
CTD-3214H19.4 1366 10,05681688 -1,825005604 0,001549033 0,005414344 CTD-2286N8.2 714 15,41048499 -0,949915949 0,001156364 0,004227026 RP11-490K7.4 437 17,39000378 0,910546055 0,002548625 0,008317071

ERP27 2426 25,14039359 -1,803146514 0,0000301 0,000183531 ZNF93 4888 23,59471072 -0,94978438 0,005587189 0,016228169 GPR15 1252 1216,761358 0,910616391 0,00000158 0,0000142
PDZK1 2480 17,90887182 -1,799663971 0,0000295 0,00018041 RP11-111K18.2 1368 15,3058299 -0,94929378 0,00537097 0,015693427 ARHGEF17 9539 20,45002333 0,911292108 0,000389297 0,001673397
CSAG4 755 33,47401031 -1,798878061 0,00000688 0,0000509 COL6A4P2 3814 21,05600833 -0,948989686 0,005726622 0,016583874 MYBPC2 3708 20,52256388 0,912302296 0,002139184 0,007123628

C20orf202 1604 25,83960009 -1,796850614 0,000410287 0,001748728 RP11-585P4.5 1482 201,7981605 -0,94864784 0,009205253 0,024535835 ZDHHC16 3078 848,1432905 0,914874356 0,00000633 0,0000474
FBXO32 7395 221,0528947 -1,793048514 3,44E-08 0,00000051 CXorf56 2606 1076,100054 -0,946491814 4,02E-08 0,00000058 RN7SL314P 292 45,25616627 0,917337129 0,005275466 0,015469293

RP3-461P17.10 3150 51,49860757 -1,789787095 0,000175191 0,000842967 LYST 19614 61,2245535 -0,946147598 0,00000592 0,0000447 AHCTF1 9609 3366,708764 0,920184715 9,77E-21 2,21E-18
RP11-48B14.1 483 13,14279284 -1,789710148 0,0000326 0,000197119 RP13-131K19.6 391 15,93924873 -0,94590221 0,001232191 0,004454108 KANSL1-AS1 976 29,21231792 0,921635216 0,006002347 0,017238696
AC005077.14 3495 9,434226547 -1,78687469 0,000346297 0,001522209 CPEB4 10272 1647,099885 -0,945148064 0,000000264 0,00000306 TREML2 3302 18,91066444 0,921915648 0,013714053 0,034182397

PLCL1 7934 28,16947109 -1,786196719 0,000000107 0,00000136 RP11-363E6.4 2172 12,24916434 -0,943806702 0,008729685 0,023485027 LINC00900 4766 82,85938181 0,923617625 0,000570576 0,002319988
RP11-594N15.3 3754 19,80641952 -1,784932854 0,00000384 0,0000307 RP11-51J9.5 403 16,35188657 -0,943050966 0,005023583 0,014850433 RAB28 2221 502,1963228 0,924993693 2,33E-12 1,08E-10

TGIF2P1 685 9,735925233 -1,783915902 0,00000733 0,0000537 SPRR2A 709 269,4202905 -0,94139795 0,001190725 0,004331371 STRADB 3242 267,7987468 0,925228901 0,000293937 0,001324284
CHMP4BP1 588 61,64865558 -1,782926946 0,00000661 0,0000493 ETV3L 1976 20,48181365 -0,94110294 0,000980893 0,003673264 RP11-617F23.1 2902 124,2345258 0,925772699 0,0000379 0,000224604

EPHX3 2034 13,40731742 -1,782845241 0,00116866 0,004267983 MYO3B 8236 13,53951241 -0,94057494 0,005785256 0,016701095 ANAPC7 6009 1201,106331 0,926875674 0,000000594 0,00000616
ARID5B 8164 13,63550451 -1,780020864 0,000263768 0,001206789 ZNF506 8414 233,1851577 -0,940427639 0,0000013 0,000012 CTA-293F17.1 896 434,3021334 0,927733168 0,003467025 0,010823983



HNRNPCP4 900 9,844097669 -1,775084176 0,000909758 0,003446413 SLC16A4 3167 44,46696712 -0,940117255 0,019275185 0,045368052 RP5-857K21.7 682 164,3872306 0,928697993 0,00000147 0,0000133
TTC36 1009 20,86074107 -1,771726989 0,0000687 0,000374486 RP11-127I20.8 1091 13,60982984 -0,938757432 0,002878752 0,009242029 TBCK 11112 376,1279929 0,929224206 0,0000154 0,000102776
ARL9 1258 7,393758446 -1,767765874 0,001835681 0,006263665 CTD-2583A14.11 936 57,16968184 -0,937575166 0,00000686 0,0000508 RP11-983P16.4 5622 47,50913179 0,929444615 0,0000924 0,000486428

MIR3180-1 1459 33,06825035 -1,767432123 0,0000609 0,000337256 AC093495.4 1155 14,59300884 -0,936519453 0,001928494 0,006522013 VPS13C 18992 2424,429876 0,930327763 0,0000182 0,000118492
RP11-1129I3.1 1510 8,363541096 -1,763852121 0,003144957 0,009945567 RP5-837J1.6 332 11,92540255 -0,936312003 0,017855761 0,042604271 WDR48 7488 1319,229689 0,931268488 3,99E-08 0,000000577

RP11-386M24.6 3889 58,61964536 -1,762589993 0,000554523 0,002264724 RPS6P8 730 19,40264424 -0,935609041 0,001853823 0,006311799 ELL2 7246 7254,794839 0,933237444 3,33E-22 9,89E-20
BNIPL 2892 39,08543169 -1,761051329 0,000000127 0,0000016 DNAJB1 3672 3519,006545 -0,935389642 6,57E-08 0,000000887 RP11-390F4.3 2839 18,32813304 0,93381223 0,009694775 0,02558766
FIGF 2153 12,53826998 -1,760626622 0,00000629 0,0000472 DDIT3 1178 160,1393805 -0,935361098 0,00000685 0,0000508 C6orf211 2819 413,1686492 0,935487804 0,000199123 0,000942459

LGALS4 2645 41,79644764 -1,756860477 0,000745702 0,002913135 ZNF583 8060 235,6734336 -0,934694018 0,000000428 0,00000463 AHNAK2 18771 348,7692958 0,936105117 0,0000034 0,0000277
SPTBN5 12338 50,94494965 -1,752827912 0,000143955 0,000710884 CTC-273B12.6 615 14,68499828 -0,933254565 0,000411073 0,001751596 MEMO1P1 888 137,249689 0,936552257 6E-11 1,87E-09
MPP4 4924 9,748833093 -1,749736872 0,00773294 0,021185655 PCF11 8703 7888,581889 -0,93267311 0,00000715 0,0000526 DHTKD1 5281 1000,960435 0,937152202 0,00000678 0,0000504
TAGLN 3917 373,9239643 -1,743875039 4,75E-08 0,000000672 GOLGB1 11865 6461,370209 -0,932554577 5,34E-10 0,000000013 SLC25A12 5169 608,6452383 0,938742929 1,89E-12 9,03E-11

RP11-244O19.1 3779 17,49635296 -1,73357104 0,0000834 0,000443797 RP11-334C17.5 5122 155,6058159 -0,93225085 0,00000206 0,0000178 FKBP10 4273 13,11368101 0,941036168 0,007061317 0,019715208
AC005220.3 884 9,6112074 -1,721100789 0,0000124 0,0000854 CTD-2611O12.6 515 19,79032777 -0,931938353 0,01797915 0,042859444 CTBP1-AS2 7820 272,2591866 0,941353401 5,6E-18 8,75E-16

PRICKLE2 8726 327,2334065 -1,720283613 8,71E-23 2,93E-20 KIF9-AS1 4898 31,15116958 -0,931631298 0,000108618 0,00055819 WLS 4469 3093,309663 0,943208983 0,0000232 0,000146343
OAS2 6264 10,96686556 -1,719012155 0,00000434 0,0000341 ZNF425 3687 68,86100869 -0,930800285 0,0000193 0,000124373 TIAM1 8751 429,0348102 0,94340185 0,000832062 0,003199359

MT-TS2 59 11,62946479 -1,718417458 0,000235185 0,001092315 DND1 1605 37,4395917 -0,929870343 0,000262855 0,001203427 AC090587.2 2843 25,77290028 0,944081796 0,00197073 0,00664187
SNORD3B-2 688 16,27298542 -1,717795258 1,15E-08 0,000000193 TMEM55B 3803 615,9748638 -0,929568483 1,1E-12 5,56E-11 LA16c-349E10.1 1417 18,58681418 0,944722384 0,0064245 0,018226839

RIIAD1 2261 10,30714204 -1,713246396 0,014159957 0,035114716 PEA15 2806 2512,304358 -0,929424461 2,34E-22 7,32E-20 NDUFB1 2263 1200,738559 0,944733137 1,06E-08 0,00000018
RP11-131L12.4 553 12,29850726 -1,712662374 0,000768631 0,002987785 CREBRF 12333 628,4101903 -0,929377271 0,000508246 0,002100526 RBM4B 7679 2540,311029 0,945103914 1,83E-15 1,75E-13

CCDC162P 5378 11,50777168 -1,707332188 0,000980915 0,003673264 RP11-17A1.3 2421 23,27772529 -0,929222528 0,000115879 0,000589497 LDHAP4 998 22,60751273 0,946923422 0,002664708 0,008645374
SUSD2 5279 15,1621341 -1,702314959 0,0000307 0,000186843 ZNF391 4834 21,23387288 -0,928073596 0,006171245 0,017626654 FLJ46906 1220 37,29692896 0,947895255 0,0000261 0,000162464

RP11-446E9.2 682 11,47901077 -1,693973393 0,000285589 0,001289274 STON2 6675 1607,594748 -0,926388735 0,00000118 0,0000111 SH3RF3-AS1 1604 39,41970583 0,948034696 0,0000254 0,000158705
TFP1 2318 27,29533488 -1,692492108 0,00000531 0,0000406 ZFYVE20 7921 1527,561843 -0,925932542 4,62E-09 8,58E-08 NEAT1 22767 26001,2339 0,950157153 0,005993765 0,017220375

ACRBP 2843 13,61511057 -1,67983297 0,00685189 0,019198001 GRIN2D 5093 114,8679328 -0,925395367 2,2E-11 7,71E-10 MYLK 22167 55,44522914 0,950358535 0,000000399 0,00000437
RSPO2 4115 69,89399788 -1,678195807 0,007003314 0,019577732 KCTD21 4164 514,2951262 -0,925336841 0,0000045 0,0000352 SREBF1 8030 3240,105004 0,9512003 7,64E-08 0,00000101

RP11-321A17.6 471 12,61297434 -1,673758693 0,000224947 0,001048499 TRAPPC2P1 1843 213,9078253 -0,924648323 0,000412413 0,001755962 BRDT 4334 750,9331505 0,951912042 0,014529008 0,035878596
AMH 2587 535,869317 -1,672352303 0,00000581 0,000044 FAM221A 7458 181,1161164 -0,923599992 6,08E-13 3,34E-11 RP11-146F11.1 1148 22,24336015 0,953506983 0,000555208 0,002266429

RP11-26J3.4 1593 22,96801698 -1,66565454 0,000127572 0,000639823 NFKBIB 2324 1782,284079 -0,921428308 7,6E-13 4,03E-11 MMP17 4003 235,1309008 0,956009876 0,00000312 0,0000257
ARHGAP32 12841 22,73967216 -1,660255996 0,001210908 0,004392175 FRZB 3162 31,49547191 -0,920950016 0,002202671 0,007303937 WWC3 7114 2060,440723 0,956913724 7,52E-12 2,98E-10

PLEKHS1 5402 15,13568017 -1,659626519 0,002875388 0,009235021 DYRK4 7054 296,3572473 -0,919846608 3,46E-12 1,52E-10 NFRKB 6335 2696,443257 0,959001043 3,16E-13 1,84E-11
RP11-134L10.1 1145 9,169759866 -1,65908467 0,001052491 0,003894664 RP11-415F23.4 551 26,15376978 -0,919161931 0,004822154 0,014355385 CSF2RB 5000 575,8004705 0,959635357 0,000000522 0,00000551

THSD1 3348 85,53590705 -1,658435117 9,94E-10 2,25E-08 ZNF222 2003 188,1230031 -0,91437453 0,000028 0,000172668 RP11-567M16.6 2072 84,61523921 0,960880303 3,58E-08 0,000000528
RFX2 9094 129,5377962 -1,657674486 1,45E-26 8,11E-24 NEK10 9582 81,52822227 -0,913705656 0,000700989 0,002761921 PFKFB4 6107 1098,321105 0,961141982 0,012543267 0,031724342

RP11-227G15.11 588 10,23933782 -1,655917359 0,0006412 0,002563814 SLAMF1 4269 13,77069793 -0,912712398 0,004921872 0,014610522 LIPG 11970 1904,331412 0,963748214 0,00000564 0,0000429
AC004076.5 3323 31,35442446 -1,655604263 0,00000017 0,00000208 SDCBP 4778 2671,970297 -0,912260802 7,86E-09 0,000000138 MIR590 97 22,65230166 0,964314031 0,0000703 0,000381145
AC092620.3 680 15,53799451 -1,64785266 0,000275754 0,001253559 SIDT2 9061 1577,56622 -0,91190794 2,18E-08 0,000000339 EFCAB4A 3913 137,6139798 0,965469544 4,31E-09 8,12E-08

TRIL 4935 9,915087815 -1,644747694 0,016984043 0,040842144 RP4-545K15.5 656 82,69447887 -0,911537849 0,004581974 0,013745043 NGLY1 8326 2494,997244 0,966228816 0,00000902 0,0000645
MATN1 4606 22,62431752 -1,643820208 0,00000133 0,0000122 DMPK 5807 464,3716084 -0,9114048 0,00000165 0,0000148 MIR148A 111 14,44086906 0,966316975 0,012923175 0,03251168

AL133493.2 6810 6,27783522 -1,643384065 0,015843858 0,03855684 NBEAP1 3689 12,61771263 -0,910239784 0,020806015 0,048345387 RAB42 2180 57,26277231 0,969879358 0,004300129 0,013024486
CATSPERG 9190 11,88904658 -1,641698273 0,0000157 0,000104525 CTD-3018O17.3 4160 29,93234052 -0,909917885 0,016097008 0,039093805 AQP3 2928 915,3640054 0,972501841 0,010581465 0,027519179
HMGB1P20 677 14,88108259 -1,640840963 0,000440331 0,001860551 WDR26 10481 3267,958195 -0,909059908 1,17E-16 1,51E-14 HCK 3092 29,62223484 0,973814759 0,016091063 0,039085438

RP11-97N5.2 1134 10,35767792 -1,640067609 0,003780137 0,011680257 ZNF737 3539 17,0793121 -0,908874127 0,00705056 0,019688688 PTP4A3 5662 1119,096955 0,97439545 0,002724629 0,008806891
TNNC2 876 11,50556532 -1,639774513 0,000242908 0,001122185 SDSL 2216 41,03457435 -0,907177012 0,000346612 0,001522991 ZFP36L2 3696 5413,481877 0,97537747 1,08E-11 4,15E-10

MFAP3L 8741 11,29475543 -1,637372167 0,000177296 0,000851783 CTC-366B18.4 1167 24,95022243 -0,90699956 0,000946485 0,003566539 NPTX1 6703 66,50530961 0,975646863 0,000621511 0,002497865
RP11-876N24.1 1161 8,233092328 -1,636921472 0,001424385 0,005034931 DNAJC5G 2350 53,55469367 -0,905652776 0,008978645 0,024054831 EPS8 6200 435,9985404 0,976214593 0,000000271 0,00000314

IL20RB 2473 142,3236979 -1,633038482 0,0000591 0,000329036 RP11-81A1.6 2261 246,3934405 -0,905049767 0,00027844 0,0012632 DENND2C 7413 2672,410728 0,977772354 4,11E-10 1,03E-08
RP11-873E20.1 1609 48,27579743 -1,632263207 0,000135807 0,00067614 RP11-33O4.1 456 23,97889968 -0,904945472 0,000545033 0,002231211 PBK 2165 763,7379759 0,978100566 0,000045 0,000261623

SLC25A34 3195 154,1072867 -1,630717886 0,000681295 0,002693827 SPATA33 5746 431,262918 -0,904537246 1,93E-12 9,18E-11 LCP1 5061 13209,53879 0,978885784 4,04E-10 1,02E-08
RP11-388M20.1 833 13,70113352 -1,62369026 0,00000897 0,0000642 MORF4L2-AS1 2086 58,75871 -0,904409805 0,00000013 0,00000163 NUP98 9905 3837,886925 0,979048639 1,75E-23 6,68E-21

U1 7362 62,16988436 -1,616357495 0,0000641 0,000352717 GDPD1 2970 17,54525563 -0,903131808 0,000772436 0,002998104 OXCT2 1826 296,2571567 0,979083028 0,000156753 0,000765552
TLR1 4535 16,11591659 -1,613703937 0,00000676 0,0000503 DNAJC27-AS1 5651 18,44083496 -0,902104374 0,000128111 0,000641909 MT-CO3 784 127547,356 0,979385564 1,98E-17 2,86E-15

RP5-864K19.4 976 21,18981126 -1,612813607 0,0000139 0,0000939 C21orf49 5991 17,71854727 -0,900857117 0,003677676 0,011408748 RP11-989F5.3 317 15,9588514 0,980497725 0,000953782 0,003588847
LINC00304 3961 32,94212418 -1,611518586 0,0000692 0,000376464 CSGALNACT1 6580 18,35531267 -0,900733694 0,009035947 0,024162814 CEBPZOS 4698 623,8643235 0,982415561 0,000000348 0,00000388

RP11-334J6.6 473 15,22471003 -1,609903741 0,005267666 0,015455115 ITPKB 7036 999,2965926 -0,898599302 0,000000072 0,000000963 PC 5927 1441,561681 0,983834893 1,45E-08 0,000000236
CCDC154 2726 40,5323388 -1,608350539 0,00000148 0,0000134 PRDM9 3864 790,1868294 -0,897451898 4,15E-16 4,6E-14 CTD-2587M2.1 5471 15,5995639 0,985670261 0,000654771 0,002605423

RP11-888D10.4 1003 116,2059043 -1,607660356 2,54E-11 8,76E-10 DYNLT1 2949 827,2055563 -0,896176277 4,45E-25 2,17E-22 PSMG3-AS1 6355 89,85414143 0,985975729 1,02E-12 5,25E-11
SNORD3A 699 22,62225608 -1,602288664 0,00000602 0,0000454 DNAH7 21324 33,89274782 -0,895550352 0,000162253 0,000788475 AK4 7578 2213,014805 0,986108428 2,42E-09 4,91E-08
HAVCR2 3804 75,80856191 -1,600904801 0,00000371 0,0000297 SLC22A20 3983 33,25224248 -0,894391965 0,012720414 0,03209452 RP11-475C16.1 447 122,4215009 0,988217033 3,27E-12 1,45E-10

RP11-706P11.2 481 19,1459961 -1,600002572 0,00000277 0,0000231 LINC00880 2018 54,06837479 -0,894365891 0,005015904 0,014831373 IGLJ1 127 14,11877576 0,988249698 0,001718087 0,005920549
PSPN 3911 109,0131836 -1,59964772 8,31E-14 5,44E-12 TBX3 5950 261,2924867 -0,893927955 0,00000412 0,0000326 AC093106.7 673 163,4123422 0,988271906 0,000000234 0,00000275

CLEC4A 1281 18,66162878 -1,597912472 0,0000671 0,000367427 TMEM9B 3064 575,9313167 -0,892854081 0,000000322 0,00000364 RP1-134E15.3 454 17,74869656 0,990015156 0,001152179 0,004213698
ZNF558 8184 26,13126361 -1,597656545 0,010123872 0,026549908 ATP6V1G2 12059 29,56750173 -0,890388908 0,000102162 0,00052971 CTD-3220F14.2 375 19,67327513 0,990288149 0,000689271 0,002721235

RP11-396B14.2 1055 22,07199405 -1,59455454 0,000210754 0,00099121 ERMAP 4631 234,2190922 -0,888036812 0,00000001 0,000000171 GAPVD1 13625 1677,738666 0,990723951 9,25E-51 3,62E-47
RASL10A 2240 40,09079905 -1,590576091 0,00000158 0,0000142 AC139100.2 4589 268,6342394 -0,887571421 3,82E-09 7,29E-08 ATP11C 7407 2231,763077 0,992617576 0,000000103 0,00000132

CFP 4576 86,60601663 -1,590312016 0,0000852 0,000452899 GJA3 5211 16,69811899 -0,887046697 0,01813616 0,043148224 PDGFB 3761 55,23450516 0,99289752 0,000125206 0,000630108
RP11-38J22.2 390 7,709283046 -1,588220191 0,005597153 0,016254091 SYNGR3 3420 64,46566355 -0,886370426 0,000000232 0,00000273 HAPLN3 3524 13,0791082 0,99308336 0,000775816 0,003009727

AOC3 4524 180,4794033 -1,587074938 0,0000299 0,000182732 TRAF6 4871 508,3695206 -0,883213048 2,81E-08 0,000000426 PSTPIP1 4468 17,03337488 0,995002523 0,007522408 0,020736017
CTC-273B12.8 4607 163,33026 -1,585541601 0,000000702 0,00000711 C1orf106 5413 218,5173911 -0,882955172 0,000000021 0,000000329 ELL2P1 1906 20,69718235 0,999846819 0,0002723 0,001239659

TCP10L 1315 24,41220915 -1,585487701 0,000443911 0,00187184 CCNB1IP1 3680 743,6629263 -0,882642325 5,58E-18 8,75E-16 TMEM143 3701 210,8963262 0,999964359 0,001949702 0,006580929
CILP2 4360 27,39531249 -1,585298421 0,00978893 0,025796982 RP11-283I3.6 3170 127,3512981 -0,8816107 2,01E-10 5,48E-09 RP11-762H8.2 695 28,06618391 1,002242475 0,0000235 0,000148194

MTMR11 4591 272,9644689 -1,584010411 0,000129347 0,000647065 SNORA16 259 15,77782687 -0,879981588 0,001271652 0,004574671 INHBE 3015 40,11978314 1,005593414 0,006160419 0,017602162
IFIT3 2640 48,95793827 -1,581933059 0,00019887 0,000941545 TBC1D2 3681 21,85668066 -0,879026922 0,001533905 0,005374683 RAB3GAP1 6629 1081,507404 1,009209637 4,82E-09 8,92E-08

CREB5 11674 36,95961829 -1,581360151 0,00000426 0,0000336 KB-1980E6.2 975 17,9213696 -0,878763885 0,002274208 0,007520418 RP11-317N8.5 2867 13,37920113 1,009448724 0,001233279 0,004456104
RNVU1-6 164 15,20192601 -1,5805862 0,0000429 0,000250427 CYP2D6 9149 52,35161071 -0,878557141 0,000472193 0,001972262 FGD2 10167 20,30882459 1,0104787 0,002032212 0,006824079

RP4-814D15.2 465 13,95526428 -1,579270095 0,00000179 0,0000158 PEX11A 3171 78,55189715 -0,877329499 0,00000782 0,0000569 INTS3 19442 1441,469208 1,013688724 0,003254962 0,010245794
ECT2L 4624 12,098009 -1,579166157 0,014086302 0,034965332 ZNF776 5484 697,2953239 -0,876056229 0,00000154 0,0000139 CSE1L 3800 8025,144295 1,017547653 0,00000442 0,0000347

CLEC18A 6140 31,4260421 -1,578362346 2,63E-08 0,000000402 ETV3 6707 1670,69289 -0,87418729 1,44E-09 3,13E-08 TCP1 4929 13131,48708 1,022585689 3,87E-10 9,82E-09
PNLDC1 2206 24,58793292 -1,575615572 0,001145674 0,004192849 PTP4A2P1 478 14,15513202 -0,871542849 0,00331701 0,010410422 GS1-44D20.1 748 11,17006792 1,025312745 0,012038476 0,030650876
PKD1L1 9538 32,74711012 -1,574162951 0,00045345 0,001905171 NEK11 5355 46,87526805 -0,870181539 0,000139701 0,000692438 RP11-290C10.1 719 81,02674276 1,025815312 0,000000316 0,00000359

UBE2FP1 447 40,185779 -1,570747372 0,000000211 0,00000252 NPHP1 11763 12,56800274 -0,869831418 0,003317011 0,010410422 PSMC6 7482 2803,279946 1,026999566 2,56E-21 6,68E-19
AC005682.6 1467 16,79827254 -1,567647785 0,0000453 0,000262986 ZNF578 7189 13,63097405 -0,868012918 0,006236655 0,017781005 GLDC 4656 1308,171125 1,02850183 0,000000225 0,00000267

HRK 6853 10,23699625 -1,553798939 0,0000505 0,000288097 SPATA1 3687 17,26182041 -0,867935259 0,000606987 0,002448933 AHCTF1P1 6821 260,8692318 1,029367942 5,96E-16 6,34E-14
STRC 8267 10,56357963 -1,551446948 0,003922236 0,012059757 KLHL26 4797 280,3254264 -0,867865808 1,1E-13 7,02E-12 RP11-218M22.1 3530 101,6141735 1,031074483 0,0000825 0,000439337

PPARGC1A 10870 265,5503759 -1,550163583 0,012820422 0,03228954 PABPC1P3 459 31,21194892 -0,867166105 0,008965907 0,024028939 RP11-162A12.2 1295 40,04250575 1,03217298 0,00000151 0,0000136
CUBN 13168 26,83152842 -1,541693909 0,000000745 0,00000749 LRRC39 1991 99,9063389 -0,866749812 0,01716978 0,041231728 RP11-309G3.3 1791 40,87081734 1,032510506 0,000107617 0,000553773

RP11-1006G14.1 2441 14,20939734 -1,540333229 0,000058 0,000324058 AC007620.3 1941 19,24915586 -0,865598952 0,021029082 0,048776741 AC007228.11 2045 13,00280093 1,032870933 0,012376317 0,031342646
CALCRL 6144 10,46865855 -1,537881385 0,004010145 0,012286274 AATF 6854 4711,95856 -0,865187816 5,54E-15 4,73E-13 CTD-2517M22.17 338 12,92524975 1,035756022 0,009808569 0,025840026

CTB-119C2.1 1413 144,0240135 -1,536084987 0,000120818 0,000610649 PGAP3 3669 314,6056494 -0,864871327 1,55E-25 8,1E-23 ENAM 6522 110,4736346 1,035908393 0,00000259 0,0000218
C1S 6462 58,67810839 -1,535978798 0,003317248 0,010410422 ZGLP1 2431 18,58033767 -0,864270983 0,00402703 0,012326226 EVA1B 1211 100,6624583 1,037081294 0,000734553 0,002876047

RP11-78O7.2 698 42,748178 -1,533640768 3,09E-11 1,05E-09 ALDH5A1 5525 69,52550628 -0,863054859 0,004411122 0,013319391 RP11-543P15.1 255 296,5525436 1,043583141 7,82E-11 2,35E-09
QRICH2 5457 28,19547861 -1,533313889 0,0000307 0,000186937 RN7SL608P 279 19,56868288 -0,86293905 0,005641244 0,016369971 GAS2L1 4481 98,14686342 1,048250328 0,000000626 0,00000644
FOSL2 7157 231,2286166 -1,533023221 0,000239743 0,001109528 RP11-577H5.1 794 27,73095401 -0,860541345 0,000274207 0,001247827 CALML3 2763 190,9607574 1,053052605 0,0000162 0,000107348

AC003991.3 2825 23,45034287 -1,531668304 3,83E-09 0,000000073 ORC1 3157 3441,329553 -0,860276111 7,37E-13 3,94E-11 NCL 6929 27875,1824 1,053413122 5,73E-13 3,16E-11
KCNH5 12320 52,91917545 -1,529286264 0,000000321 0,00000363 RAB39B 3505 235,2957147 -0,860274146 3,35E-09 6,48E-08 RP5-857K21.11 547 2074,490068 1,054431059 2,18E-13 1,3E-11

RP4-798A10.2 3245 61,15327399 -1,529079961 6,59E-16 6,91E-14 FAM227A 10781 75,12263144 -0,859497104 0,0000437 0,000254987 BRICD5 2083 63,93588945 1,054918968 1,02E-08 0,000000174
RP11-457M11.7 3929 46,68339811 -1,528551108 0,002185309 0,007250979 RP11-6O2.3 2677 36,29021166 -0,859082728 0,013161346 0,033004671 FADS2 11026 7507,044 1,057895955 3,75E-08 0,000000549

AMY2B 7491 354,2139563 -1,522721546 1,18E-11 4,49E-10 ZSWIM4 4713 209,4478793 -0,859077818 0,000000108 0,00000138 RP11-769O8.3 1605 39,66013042 1,060671852 0,000000307 0,0000035
EPGN 1814 10,73085661 -1,521311256 0,002644692 0,008587451 ZNF81 8443 248,2736597 -0,858843396 7E-13 3,78E-11 XPR1 8903 1586,050296 1,060881967 2,39E-12 1,1E-10

TRIM74 1471 38,37932872 -1,521171192 1,05E-08 0,000000178 FAM127B 1265 54,60206069 -0,858794243 0,000399917 0,001711991 NCR1 19918 40,87760703 1,062469967 0,002897751 0,009292806
RPL23P2 421 21,72527419 -1,519394847 0,0000122 0,0000841 U91328.19 4130 156,3751405 -0,857504699 0,000000335 0,00000376 MOCS1 5174 59,35590788 1,063934281 0,000000105 0,00000135
ALDH8A1 2868 343,9894425 -1,518318546 0,003613459 0,011222893 KRT10 2124 323,1774936 -0,857019071 2E-10 5,47E-09 PI4K2B 7332 1076,848315 1,065485262 4,73E-09 8,76E-08

DOK2 2211 12,7879582 -1,515852726 0,000155224 0,000759035 NPPA-AS1 1427 34,36242751 -0,856498806 0,00031102 0,001386469 RARG 5127 405,8954987 1,065811143 1,22E-08 0,000000202
ABCA12 9416 14,76602391 -1,512071064 0,001350344 0,004812371 TMEM55A 3066 218,1604781 -0,853950804 7,51E-11 2,26E-09 MT-TT 66 281,3247499 1,068660742 0,008282954 0,022479839

AC006262.5 1751 18,82474946 -1,508560096 0,004973473 0,014732937 RP3-402G11.28 640 12,77125452 -0,853943826 0,010090914 0,026476797 LARP1 8492 8857,432849 1,072637845 0,000000002 4,14E-08
MYRFL 3524 27,64034215 -1,50820769 0,00060388 0,002438284 CTC-529I10.2 802 17,03388385 -0,850661903 0,021227392 0,049180531 PDK3 2695 330,2808348 1,073359342 2,35E-15 2,19E-13

DUSP10 3478 659,0774783 -1,507884652 1,37E-08 0,000000224 TAS2R4 2378 57,49922868 -0,85042018 0,000251591 0,001158498 ACTA2-AS1 2721 20,26078537 1,073818673 0,000158817 0,000774181
EMILIN2 6435 12,35602785 -1,506432614 0,002797367 0,009017775 ZNF600 5538 531,2997805 -0,849480195 0,000000951 0,00000919 TMEM191A 2707 24,31497591 1,07517546 0,001469185 0,005174576
RAPSN 1988 12,45458089 -1,504523087 0,000495317 0,002052404 RP11-7O11.3 557 37,78098258 -0,849025658 0,0000954 0,000500688 BCYRN1 13458 194,9240038 1,075468565 0,000127125 0,000638404
RND3 3594 1112,579895 -1,504239773 0,00000618 0,0000465 ATF3 4040 51,24736052 -0,848820687 0,009583508 0,025345324 ACAT2 4299 4625,466978 1,076338005 0,00000226 0,0000193

GIMAP8 4184 20,54512878 -1,502817895 1,17E-08 0,000000196 ZNF658B 3897 39,73282725 -0,848641257 0,000571394 0,002322104 GPR137C 6193 21,34593412 1,076820385 0,002343441 0,007726673
FHDC1 6593 92,48919916 -1,495124924 0,00000579 0,0000438 RP13-616I3.1 1725 24,70182032 -0,848236316 0,000748455 0,002920973 FZD8 4030 120,7380841 1,077006433 0,000132427 0,000661203
GDF15 2087 275,3544125 -1,49327472 0,002493429 0,008160787 RP11-1094M14.11 1298 229,5359823 -0,847929912 2,48E-11 8,61E-10 NAGLU 3004 530,6975771 1,080877623 3,31E-08 0,000000494
TDRD7 4320 37,09105798 -1,492885917 1,22E-10 3,54E-09 CTD-2292M16.8 3829 57,64469878 -0,847542953 0,0000179 0,000116816 RP11-178G16.4 609 37,18355072 1,089419336 0,000000013 0,000000214
PIK3CG 5930 328,8323408 -1,49119683 0,00000423 0,0000333 RP11-146F11.5 482 33,73609476 -0,847120493 0,000103519 0,000536035 MINA 6880 3546,068383 1,090273379 0,000323189 0,001437031

CTC-250P20.2 723 21,11464182 -1,488898722 0,004448103 0,013400007 LCA5 5964 192,2902753 -0,846467161 0,000000178 0,00000217 PYURF 1361 969,8599679 1,092255214 5,94E-09 0,000000108
TMEM140 2313 36,19158978 -1,487260595 0,00000111 0,0000105 PRR24 1255 179,1070282 -0,846428869 0,00000124 0,0000115 MSH5 35263 482,1685465 1,094620923 0,000160575 0,00078178

ESR1 13629 27,88489275 -1,486097845 8,03E-09 0,000000141 RP1-151F17.2 2538 79,06783434 -0,846286731 0,000440166 0,001860356 SLC30A1 5474 752,7687778 1,096175503 1,43E-20 3,16E-18
HSD11B1L 2991 111,399435 -1,485289469 0,0000045 0,0000352 CHIC2 1318 244,6891439 -0,846165649 2,51E-09 5,05E-08 PSRC1 2855 92,7089428 1,099632217 0,00000217 0,0000186

KY 5786 22,37250133 -1,485022009 0,0000125 0,0000856 HSPE1 1977 2044,274228 -0,845050702 8,04E-12 3,17E-10 DTNA 12634 83,58999905 1,100000495 0,00000069 0,000007
CLEC1B 3670 33,61279349 -1,480981759 0,00938688 0,024934947 PARP11 6200 125,3620978 -0,844163162 2,19E-09 4,47E-08 RP11-580I16.2 1242 24,42511765 1,100318304 0,0000196 0,000126155

IFI44 2038 24,70740234 -1,480055856 0,001629958 0,00565305 ZNF273 8652 196,2966066 -0,84396438 5,83E-08 0,000000799 RP11-705C15.3 2508 58,56046162 1,10943387 0,00000814 0,0000589
HSPD1P10 1676 16,80659182 -1,476238711 0,000835262 0,003209296 HSPB1 1634 550,6317033 -0,843576215 0,00000345 0,000028 RP11-177C12.1 1058 54,67851279 1,109440986 2,15E-09 4,41E-08

FAP 7003 12,93243225 -1,474220156 0,000267034 0,001219233 AC105053.4 783 19,88504209 -0,843463751 0,000298132 0,001337022 NCK1-AS1 1429 173,3720131 1,112364504 3,85E-12 1,66E-10
SHISA4 1746 32,52569492 -1,473639447 0,000000654 0,00000669 RRH 1455 48,55203659 -0,843232222 0,010448377 0,027231953 RP11-251G23.5 2578 49,21127318 1,121002037 0,0000386 0,000228736

ECI2 4579 1508,500358 -1,473061816 0,000002 0,0000174 RAB12 2467 745,3421856 -0,842239588 2,26E-16 2,67E-14 KCNQ5 7570 1018,460333 1,12127693 1,32E-22 4,29E-20
MT-TV 69 3690,919907 -1,473058141 0,009435089 0,025037489 ZNF430 7348 549,8870359 -0,841607152 1,65E-09 0,000000035 IGFBP3 4571 2667,74626 1,124832732 1,99E-12 9,39E-11

C19orf57 3840 56,04762967 -1,469195627 1,04E-10 3,1E-09 EML6 14426 67,49806802 -0,841544938 0,000234066 0,001088409 RPL38P4 214 178,0006266 1,127821403 0,00000165 0,0000148
RP11-328C8.4 2791 50,34069268 -1,466062724 0,0000247 0,00015538 AC068039.4 2102 93,69779302 -0,840374085 0,006474716 0,01833272 TSPAN9 5714 233,4265059 1,12860184 0,00601042 0,017249211

COL20A1 10974 12,94261278 -1,46498462 0,020262791 0,047265741 SNIP1 4888 908,5017889 -0,840018577 9,05E-12 3,52E-10 RP11-227D13.1 1943 40,33241841 1,132200482 0,000658257 0,002616367
ITGB4 6761 30,92975112 -1,460530833 6,6E-11 2,02E-09 H2AFB3 591 12,09250007 -0,839234875 0,005115701 0,015085675 GSTA9P 889 15,68469672 1,13269366 0,007221937 0,020081197

WDR66 16115 109,6081559 -1,460425073 1,96E-10 5,41E-09 CCDC9 3407 975,6148102 -0,838328817 8,58E-15 6,99E-13 JAKMIP1 3673 167,3236915 1,140983739 0,0000488 0,000279753
RP11-503P10.1 659 38,56449886 -1,455052911 0,0000699 0,000379449 OSER1 1712 1155,179337 -0,837678525 4,46E-08 0,000000636 HERC5 4766 184,3762288 1,141076138 0,000053 0,000299312

KCNK7 1563 20,87493913 -1,452421101 0,00016258 0,000789817 AC098826.5 651 26,87971456 -0,837428782 0,000234577 0,001090139 RP11-380M21.2 225 15,57767254 1,149914525 0,000612238 0,002466934
TMPRSS5 2662 11,81473021 -1,452234226 0,0000692 0,000376232 MROH6 7659 207,2560287 -0,835743819 0,0109426 0,02828436 APOBEC3H 1251 28,18262867 1,150723629 0,00000985 0,0000698
KIAA0319 7172 15,19106879 -1,451864442 0,0000939 0,000493672 PANK1 7638 173,3202214 -0,835524234 3,61E-08 0,000000532 RBM44 6049 42,43554365 1,153095503 0,0000639 0,000351705

RP11-46H11.12 555 18,28074616 -1,451732035 0,000000164 0,00000202 TGM4 5443 41,46196091 -0,83364898 0,007762054 0,021250525 CTD-2506P8.6 1130 57,39300105 1,154576821 4,31E-09 8,13E-08
BAG3 2747 1300,59508 -1,450733858 6,63E-13 3,6E-11 ARHGAP24 7908 48,36138344 -0,832977226 0,00000185 0,0000162 RN7SL809P 297 11,77475872 1,159275827 0,000807673 0,003117846

MAGEB6 1949 13,95656252 -1,4454523 0,005273599 0,015468386 RP11-121C2.2 4218 206,6224117 -0,83259988 1,94E-14 1,44E-12 RP11-231I16.1 4196 10,61586085 1,162823855 0,000801182 0,003094317
GPNMB 5956 163,1849636 -1,445175124 2,21E-10 5,96E-09 HSPA13 4194 2255,748862 -0,830750083 0,0000501 0,00028603 SULF1 9404 7665,004411 1,16332079 2,8E-20 5,91E-18

RP11-449H11.1 1168 32,31901326 -1,444590964 0,000000022 0,000000341 ATG101 3199 629,3020462 -0,830059776 8,52E-22 2,37E-19 RP11-529E10.6 861 13,88417346 1,165764192 0,000458389 0,001923338
TAS2R5 1151 56,48533771 -1,442118496 6,65E-08 0,000000898 TOP3BP1 1380 17,37038015 -0,82976814 0,000791629 0,003060444 KLHDC2 6841 813,3834677 1,1662771 2,6E-09 5,22E-08



SFN 1320 20,44261282 -1,435949624 0,001291648 0,004634876 NLGN3 4006 48,90454287 -0,829762889 0,010264705 0,026842718 ASTL 1654 13,2376817 1,166462817 0,001514976 0,005320277
RP11-15L13.4 501 10,70151803 -1,430432215 0,0000131 0,0000891 RP11-981G7.6 2860 15,14950418 -0,828335175 0,004906196 0,014572288 ATP6V1B2 7816 1680,478855 1,16721599 2,27E-15 2,13E-13
AP000240.9 452 16,01239282 -1,429880813 0,000141158 0,000698775 HIPK1-AS1 3087 53,16519235 -0,828165835 0,00000372 0,0000298 OSBPL9 9050 2258,679646 1,168842827 3,03E-10 7,94E-09

PCDH20 7053 34,34454766 -1,424593203 0,000295974 0,001331159 SGPP1 3312 473,0249431 -0,828017055 0,00000163 0,0000146 RP4-761J14.10 657 8,658346232 1,169462237 0,019299257 0,045411042
FYTTD1P1 921 8,787766599 -1,424523897 0,001868231 0,006353937 DSEL 19062 106,5961288 -0,826917199 0,0000178 0,00011642 ABCC6P1 3431 14,31290754 1,169840521 0,001727709 0,005947153

SYT11 5240 447,8922037 -1,42403747 1,34E-10 3,82E-09 LINC00883 4206 19,76497259 -0,826533134 0,017148518 0,041193322 CTD-2555O16.4 1870 27,95326545 1,170898188 5,28E-09 9,67E-08
EDN1 2033 27,30517128 -1,423452195 0,000000319 0,00000362 LINC00960 3181 53,88188677 -0,825751947 0,000109448 0,00056135 GPR63 5952 416,4557059 1,172063329 4,86E-15 4,2E-13

AMY1A 2936 29,48391466 -1,420455461 0,000000236 0,00000278 RP11-96K19.5 1348 43,90074426 -0,825652184 0,001324402 0,004733295 LAG3 3056 22,56583232 1,172390675 0,006384804 0,018133957
XXbac-BPG157A10.21 594 13,02695145 -1,419886423 0,003087457 0,009790572 MME 9620 713,2019815 -0,823480639 5,56E-08 0,000000769 KC6 5180 675,1624887 1,181465401 3,36E-09 6,48E-08

CIART 2696 71,99431305 -1,418641187 0,00118085 0,004301998 ZNF596 5385 81,28361029 -0,823010579 0,000404622 0,00172929 INADL 11436 22,18200695 1,183956128 0,007750467 0,021222519
CTC-487M23.7 349 17,67405127 -1,418008019 0,000586272 0,002374545 ZNF79 2302 440,8699752 -0,822976366 2,67E-10 7,13E-09 WNT10B 2629 354,4706077 1,185193715 0,0000862 0,000456739

RSPH10B 4993 11,33921788 -1,417332464 0,0000587 0,000327414 ZNF426 2760 300,9721208 -0,822950115 0,00000516 0,0000397 SYT12 10830 347,8109957 1,18789411 0,00000174 0,0000154
RSPH4A 2840 8,961602178 -1,415998872 0,000749579 0,002924409 HSD17B14 1281 17,51962365 -0,8226332 0,002452155 0,008044219 SDAD1 3491 1803,446569 1,192822408 1,8E-13 1,1E-11
PPP1R32 2400 21,76580919 -1,413852039 0,00000104 0,00000992 TMEM110-MUSTN1 6271 22,82755718 -0,821973397 0,009930529 0,026104154 GALNT7 6865 1620,183061 1,194664293 8,26E-15 6,76E-13
MIR4519 1873 109,274887 -1,412525437 3,35E-22 9,89E-20 GMPPB 6742 1323,161282 -0,821618558 4E-12 1,72E-10 CAMK1 2720 25,79002346 1,197942103 0,000057 0,000318947

FTCD 3392 23,53502759 -1,404165835 0,001173202 0,00428257 C1orf54 1351 99,21039595 -0,821599039 0,014574769 0,035960909 RP11-15N24.4 2166 47,77901961 1,198811484 0,000000182 0,0000022
IQCJ 2923 9,458599552 -1,400937687 0,011675262 0,029886684 RP4-612B15.3 961 18,99841191 -0,820451443 0,003865378 0,011913043 SLC25A17 3989 775,8720332 1,200094229 1,78E-13 1,09E-11

SNORD3D 637 87,65552409 -1,398627223 0,000338682 0,001495286 CTD-2006C1.2 5890 396,1395941 -0,819986066 0,0000516 0,000293561 PRR15 1982 17,93271459 1,20081005 0,012180127 0,030946031
CTD-2653D5.1 2437 14,45418647 -1,39573025 0,00268783 0,008705941 ZC3H12D 4207 44,40714066 -0,81985915 0,0000144 0,0000965 RP11-359K18.4 505 50,12717048 1,213009775 0,00000028 0,00000323

C9orf152 2947 16,17395037 -1,395724548 0,003151556 0,009959045 WDFY1 5516 1156,20803 -0,819214844 1,1E-18 1,92E-16 APBA1 8887 371,953017 1,213090851 0,001359954 0,004841101
GNAT1 2754 9,279429217 -1,395633177 0,0000817 0,00043676 LSMEM1 2592 104,788378 -0,818801544 0,012216135 0,031027434 RP11-326I11.4 1252 16,03592131 1,214255698 0,0000523 0,000296378
TCTE3 1516 16,61251071 -1,393569356 0,00000117 0,000011 MORC4 6055 35,97180912 -0,818433249 0,016088432 0,039085116 ZW10 2992 1674,508119 1,215351002 3,56E-15 3,2E-13

RP1-90J20.11 2644 33,16094225 -1,393364356 0,000157611 0,000768784 RP11-290F24.6 1353 21,3212079 -0,81644441 0,006369616 0,018107262 ASB2 5040 567,8718313 1,217857204 2,03E-08 0,00000032
AP000230.1 2044 17,93773543 -1,38744061 0,005337514 0,015619019 MBLAC1 1571 46,68430114 -0,816168678 0,000000539 0,00000566 G3BP1 12406 6754,968662 1,21856381 5,04E-12 2,11E-10
CTC-471F3.5 2039 129,3528896 -1,384999991 9,35E-10 2,13E-08 CD226 13638 53,14591798 -0,816003527 0,00000237 0,0000201 RP11-506M12.1 572 22,59158494 1,22030918 0,00000115 0,0000109

GRK7 3239 13,85747397 -1,384877469 0,010120113 0,026544502 RP11-358L22.3 1090 37,49248592 -0,815769913 0,000190104 0,000904977 CTC-444N24.6 738 13,21220097 1,227516088 0,001669261 0,005773924
AC005682.8 675 16,61848424 -1,384142345 0,0000538 0,000303497 MEF2C 8801 4369,431433 -0,815611227 2,17E-10 5,9E-09 RP11-60A8.1 1494 18,97081148 1,228274499 0,00000803 0,0000582

EGR3 4855 17,83077766 -1,383751725 0,000885984 0,003370232 RP11-797A18.6 672 68,74397095 -0,81535603 0,00000334 0,0000273 GPR55 4130 665,9531647 1,22934434 2,48E-18 4,04E-16
RP11-286N22.8 1569 14,0716766 -1,38060726 0,000333926 0,001478463 ZNF551 4709 547,4789153 -0,814819419 2,2E-09 4,48E-08 AK4P3 669 47,66797071 1,230663545 1,65E-09 3,49E-08
RP11-386I14.4 209 21,46014914 -1,378003062 0,0000125 0,0000854 MB21D2 3368 311,3946184 -0,814817145 0,000000114 0,00000145 RP11-574K11.29 1192 52,67629485 1,23181976 1,49E-10 4,18E-09
RP11-455J20.3 598 26,27967724 -1,377495269 0,00406394 0,012419757 C6orf48 9013 2831,916707 -0,814326269 6,3E-25 2,99E-22 LINC00521 2468 56,76499659 1,232247238 0,00000713 0,0000525

PVRL4 3502 24,46932725 -1,376866867 0,001428542 0,005047342 KBTBD8 4736 1009,665151 -0,813297767 7,59E-13 4,03E-11 IQGAP2 7904 3332,960326 1,241283072 1,15E-08 0,000000192
JUN 3540 609,8820385 -1,375850856 0,000000975 0,00000938 RGS22 6363 71,30057118 -0,81325103 0,007272337 0,020167547 WASH5P 6599 658,2140658 1,242931523 1,45E-13 9,01E-12

CTB-50L17.9 510 33,4552323 -1,37366929 0,000116658 0,000593075 C3orf62 4813 302,987576 -0,812644493 1,75E-08 0,000000281 STAT1 6053 11319,942 1,243742133 0,004069187 0,012430481
CTSW 1719 20,34964272 -1,373587703 0,000981517 0,003674638 ZNF24 8257 3929,730134 -0,812263099 3,01E-15 2,77E-13 HYKK 5707 147,5148069 1,249745308 2,23E-11 7,77E-10

MCTP1 12089 46,17165379 -1,371089678 6,09E-08 0,000000829 PRKG2 5116 18,385852 -0,811857354 0,017541085 0,042007273 GPD1L 4802 1028,070716 1,253075608 4,5E-09 8,39E-08
AC002310.7 1918 46,76506997 -1,36919491 2,86E-08 0,000000433 CTD-2008P7.1 2736 13,8158811 -0,811427374 0,014212661 0,035200759 APOBEC3D 2545 317,4701236 1,254335579 5,62E-13 3,13E-11

RP3-467N11.2 736 10,46414287 -1,368718948 0,000475361 0,001983378 CCDC7 5690 53,81709639 -0,810751573 0,0000257 0,000160289 FBXW4P1 1219 56,28003429 1,256756225 0,000000617 0,00000637
RP11-734K23.9 3067 19,30939786 -1,368565715 0,0000816 0,000435943 CTC-559E9.6 1181 58,12978995 -0,808311354 0,000000653 0,00000669 SLC35G1 6829 375,1545275 1,259689955 8,65E-22 2,37E-19
RP11-361M10.3 1194 22,99228707 -1,367003892 0,002112754 0,00704762 MICALCL 3448 20,55780357 -0,808258497 0,008250191 0,022402585 ADAM9 6913 2524,012296 1,262607697 3,86E-24 1,63E-21

ZNF486 4261 8,718398689 -1,364617306 0,016023071 0,038938428 RP11-383I23.2 3360 39,98223984 -0,80540673 0,017653191 0,042217555 RPS27P29 252 11,24114839 1,267259463 0,000972169 0,003647498
CHRNA10 2703 107,1355221 -1,3639136 0,00000432 0,000034 RP3-486I3.4 623 13,56209272 -0,805170135 0,005941612 0,017089733 SCNN1G 3507 308,6760571 1,267372166 1,15E-09 2,58E-08

CITF22-1A6.3 2349 50,06595598 -1,363300233 7,15E-10 1,68E-08 LRMP 5159 1092,014368 -0,804546561 0,012898496 0,032454817 ARSK 4314 199,3873475 1,267894581 2,31E-16 2,69E-14
RP11-531A24.5 3549 70,82436121 -1,360749161 4,78E-14 3,24E-12 SV2A 4824 152,0505355 -0,804158508 0,0000331 0,000199358 GOLGA5 3295 1165,650326 1,268238885 1,51E-39 3,93E-36

KIF13B 11112 1730,472097 -1,360656117 5,27E-31 5,49E-28 NONOP2 1231 28,36162867 -0,803978104 0,006101944 0,017473394 APOBEC3A 3459 81,29131097 1,268373243 0,000015 0,000100139
RP11-67L2.2 5476 82,96760159 -1,358299435 0,00000119 0,0000112 YOD1 6521 936,4191034 -0,802295113 9,12E-10 2,08E-08 CHST14 3574 169,7702243 1,270539325 2,87E-10 7,57E-09
AC108488.4 1532 21,39183689 -1,358077753 0,000000432 0,00000467 DNAJC12 2121 98,70620113 -0,800212109 0,000660288 0,002621955 AC068282.3 2690 11,84022527 1,271709731 0,000474028 0,001978342

TFPI 11714 202,6038341 -1,355987137 0,006745836 0,018949414 USP11 5269 1061,57196 -0,799983967 7,56E-15 6,32E-13 P2RY6 3976 123,624587 1,277232702 8,79E-09 0,000000152
DDX60L 12156 22,46328769 -1,355538178 0,0000768 0,000412203 ING3 5214 518,4639967 -0,799666361 1,89E-17 2,76E-15 RP11-40C6.2 174 21,46323155 1,282002733 0,00000235 0,0000199
NRBF2P3 865 18,43221995 -1,351239379 0,00000761 0,0000556 RP11-384K6.4 186 13,13134867 -0,799329149 0,005838226 0,01683226 KCNJ2 5577 182,9503451 1,285310261 2,98E-10 7,83E-09
HSPA1A 12415 932,6894575 -1,349373719 0,000132708 0,000662396 NUB1 5411 796,2223679 -0,796852482 0,000000206 0,00000247 CTD-2366F13.1 3194 111,8291425 1,290222853 0,00000225 0,0000192
ZNF540 4304 31,76490911 -1,348458181 0,00000034 0,0000038 CBX8 4164 314,3086402 -0,795701405 0,000000217 0,00000257 DGCR11 2214 27,48133756 1,297635979 0,00000172 0,0000153
CLEC18C 4894 29,08148789 -1,347686526 0,0000157 0,000104127 LINC01063 348 10,57325324 -0,795498189 0,016833674 0,040542893 F13A1 4690 32,84431221 1,298919295 1,08E-08 0,000000182
TSPAN10 4745 12,01435672 -1,34682728 0,00000744 0,0000544 TBC1D15 8227 1056,147909 -0,795356852 5,14E-11 1,64E-09 PFKFB1 2058 9,816658086 1,299424442 0,000494759 0,002051176
ZNF570 6246 349,3983214 -1,345862874 1,92E-19 3,71E-17 GPRASP1 6340 151,2911372 -0,793983676 4,53E-08 0,000000645 CTD-2555O16.2 550 25,63244158 1,322314413 0,000000511 0,0000054
GRASP 2829 9,99208832 -1,341022496 0,000658358 0,002616367 ZNF2 3996 180,3544446 -0,793816193 1,24E-10 3,57E-09 MCCC2 7284 4379,464547 1,323112193 1,2E-09 2,66E-08

RP11-122G18.7 884 9,944097851 -1,340756351 0,000452181 0,001901375 ITPRIP 7026 652,2446689 -0,793153019 5,99E-08 0,000000818 DENND5A 8648 478,503783 1,327205146 3,55E-10 9,1E-09
MBNL2 4908 812,3173492 -1,337325844 7,76E-10 0,000000018 ARMCX3 4239 1100,8671 -0,793125842 1,8E-09 3,77E-08 CLNS1A 4592 2789,574899 1,329323754 1,19E-10 3,48E-09

CTC-550B14.7 1374 31,69288271 -1,335428302 0,00000523 0,0000402 RIC3 7657 220,9677005 -0,792342797 0,000144535 0,000713236 CDK16 6524 1026,420298 1,329338432 1,97E-28 1,4E-25
MUC13 3499 77,42993238 -1,328450642 0,000546045 0,002234767 ZNF136 5425 327,9019018 -0,791774127 0,00000157 0,0000141 TPK1 8438 37,87609482 1,331224029 8,76E-08 0,00000114

C17orf97 2505 50,43651404 -1,325400155 0,0000001 0,00000129 ALKBH1 2844 671,3215535 -0,791601944 2,11E-12 9,87E-11 HSPA4L 11621 1070,107635 1,339274818 5,68E-36 9,87E-33
ZNF432 5985 483,4035182 -1,325399573 2,83E-12 1,27E-10 TMEM81 1332 130,0487176 -0,79123833 0,001647994 0,005707936 TDRKH 5092 431,0704971 1,342008382 8,82E-23 2,93E-20

RP11-29H23.4 220 10,9175759 -1,322072755 0,000772223 0,002998021 ZNF404 2479 35,44024824 -0,790539797 0,002368783 0,007801817 RP11-649E7.5 2469 11,66214422 1,34651405 0,002638038 0,008569515
RP1-228P16.8 978 34,1509933 -1,321832866 4,3E-09 8,11E-08 SNX30 11578 652,0551915 -0,790515405 0,000000162 0,00000199 RP11-70D24.4 642 10,90322715 1,350379864 0,007674826 0,021070012

CNTD2 2039 60,67881617 -1,3203012 0,002109787 0,007040727 RP11-244H3.1 3346 73,65106751 -0,789759892 0,001299339 0,004654998 GPR114 5852 160,4695284 1,352208807 0,000000486 0,00000517
ACRC 3621 258,3838439 -1,318668438 0,0000293 0,000179596 LINC00672 2365 38,89554561 -0,789314072 0,001944242 0,006563915 LAD1 3237 495,4532906 1,364315568 0,006130076 0,017534687

STARD4-AS1 5647 11,74384218 -1,311948345 0,000369533 0,001599878 HAL 5146 28,4509098 -0,788499768 0,006024101 0,017278961 SMS 2160 1439,55134 1,36485354 8,85E-12 3,46E-10
DCT 7543 13,58985519 -1,311832731 0,000473242 0,001975588 DAB2 7717 510,6975814 -0,788423213 0,00232411 0,007667602 SAPCD1 9343 32,39912322 1,367354802 0,000654462 0,002605423

BACH1-IT1 821 59,10839874 -1,310088855 0,00000113 0,0000107 SH3GL1P1 2855 45,2738994 -0,788380094 0,004202926 0,012777092 F2RL3 3473 599,1955322 1,385541311 1,89E-09 3,94E-08
TRAPPC5 5669 32,84145139 -1,309981549 0,00000131 0,0000121 RP11-299J3.8 2891 88,80889351 -0,78725169 0,000000573 0,00000598 CDNF 1733 32,62543269 1,398077688 0,00000497 0,0000384

GPR18 1908 71,69427912 -1,307716999 5,71E-13 3,16E-11 GNB5 13302 554,0066221 -0,78679736 6,17E-12 2,54E-10 CDC42EP1 2573 24,06884386 1,400505972 0,000785595 0,003042382
RP5-994D16.3 601 10,7937428 -1,30634133 0,000349587 0,001532615 KRT8P39 1433 17,19717508 -0,786673175 0,004528443 0,013607954 C1orf53 611 18,22062921 1,410624633 0,000000443 0,00000477
RP11-318C24.2 657 40,21673043 -1,304919172 0,010350403 0,027012618 PLCD1 4314 15,50797701 -0,786533422 0,018413809 0,043662645 PROSER2 3663 11,37998968 1,411741601 0,00658814 0,018606706

NUP210L 5889 24,34105717 -1,303532419 0,007203053 0,020039377 DDIT4L 2994 233,8768889 -0,786108573 0,014445053 0,035708464 MRPL24 1695 1705,914258 1,420150199 6,4E-57 5,01E-53
PNMT 1457 8,593821825 -1,299922019 0,008624423 0,023241207 RP11-485G7.5 1134 16,97837463 -0,78586986 0,010908185 0,028223396 VASH1 6502 13,02529048 1,424870978 0,000182875 0,000874289
PEX5L 10236 55,02791275 -1,29887035 0,000397272 0,001703467 RAPH1 11697 277,3828027 -0,785413294 0,000743816 0,00290722 NLRC3 6686 45,77826254 1,440200954 0,005716482 0,016557574
UPP1 4577 95,78377342 -1,29709627 3,59E-08 0,000000529 C6orf183 4362 20,4982253 -0,785360115 0,012268668 0,031130525 AF196972.9 653 10,96612646 1,443479403 0,004253313 0,012910193

RP11-140I16.3 486 17,4723762 -1,296921733 0,000198486 0,000940012 CARD6 4399 367,4996954 -0,784850657 0,000111957 0,000572341 RAP2C-AS1 3536 21,51173194 1,445151657 0,00154281 0,00539696
RP11-94I2.4 588 19,24090169 -1,294591417 0,000288318 0,00130084 BEND3P3 2930 29,61177715 -0,784381711 0,007066034 0,019721334 RP13-516M14.10 629 9,418504053 1,454725642 0,002525356 0,008251465

TMEM74 2877 9,602630518 -1,292294668 0,00419487 0,012760042 RP11-499P20.2 1575 129,6734536 -0,783684268 4,6E-09 8,55E-08 DOC2B 2429 64,1275462 1,469572276 0,0000632 0,000348765
RP3-354N19.3 582 29,03710657 -1,291797059 0,000000425 0,00000461 ZNF605 10824 400,6411944 -0,783305483 0,00000119 0,0000111 ZBED5-AS1 1995 131,4872977 1,472835606 0,00000073 0,00000737

PCAT1 2315 16,25721841 -1,289440374 0,006972185 0,019501168 PDXDC2P 7126 563,864891 -0,78330435 4,88E-15 4,2E-13 RP11-635N19.1 785 19,25811715 1,47424586 8,81E-08 0,00000115
ZNF438 4267 36,25186513 -1,288499508 0,0000123 0,0000846 RP11-758M4.4 3611 48,00802091 -0,783173284 0,0000132 0,0000896 RP5-935K16.1 2137 323,0446195 1,500170454 7,86E-13 4,14E-11

RP11-278A23.1 2611 114,4287129 -1,284783214 9,78E-13 5,06E-11 RP11-106D4.2 4001 10,99940913 -0,780678283 0,015877939 0,038633766 BIRC2 4532 1036,346282 1,505607026 8,15E-65 1,27E-60
TIGD3 2012 26,69171536 -1,281956612 0,0000125 0,0000859 HDAC9 16827 1103,701277 -0,780557773 1,23E-10 3,56E-09 RP11-440G5.2 474 12,3132131 1,51415481 0,00177474 0,006087835

RP11-791G15.2 393 115,8431578 -1,278930384 0,001105378 0,00405963 ST20 1614 157,0793316 -0,780253096 0,000253306 0,001165743 CTB-25B13.5 1100 12,57930612 1,528830429 0,0000333 0,000200559
MYLKP1 1580 18,25011462 -1,278734195 0,015178503 0,037178301 IGF2R 9958 4442,061595 -0,779967765 1,81E-08 0,000000289 SOX30 3471 8,718813097 1,562410424 0,001876072 0,006376444
TLCD2 11872 57,97808728 -1,278535471 0,006705664 0,018867071 RP11-727A23.11 1516 64,23700323 -0,779433486 0,000240391 0,001111542 RP11-312J18.5 1097 36,23321761 1,611041741 5,66E-08 0,000000781
USP51 4407 12,57120668 -1,277040017 0,001333379 0,004760589 DNAJB4 3783 510,1644166 -0,777991115 0,0000428 0,000250286 MT2A 1299 8,952210224 1,619562807 0,000755388 0,00294289

PACSIN2 4548 1291,896508 -1,276895906 0,00000114 0,0000107 BCL2L15 4251 31,13007915 -0,777081652 0,001014034 0,003774688 RERG-IT1 301 14,69668084 1,623476697 0,009055219 0,02420607
RP13-228J13.6 994 13,172874 -1,272886364 0,00014976 0,000735306 ZNF12 5297 1024,152685 -0,77586184 1,03E-09 2,33E-08 LAP3 3785 1572,566256 1,628454587 8,17E-21 1,94E-18
CTD-2368P22.1 8787 886,038401 -1,272660751 0,00000024 0,00000281 PRPF3 5373 7600,107949 -0,775334939 1,49E-13 9,26E-12 GRIA2 8941 10,38084389 1,635507307 0,000136331 0,000678316

MIR25 84 19,3703436 -1,271483586 0,00000352 0,0000285 ZHX2 4716 1060,684255 -0,773466504 5,17E-20 1,04E-17 ATAD2 7118 6270,3532 1,638683154 1,04E-28 7,71E-26
SARM1 11137 491,6228633 -1,270363314 1,83E-11 6,58E-10 ATP6V1G1 1305 2155,964207 -0,772987737 3,49E-09 6,72E-08 SNORD83A 95 10,77162235 1,650941738 0,0000391 0,00023105
AOC2 2657 196,8987187 -1,268881034 0,000000982 0,00000943 ILVBL 5615 645,9099321 -0,772073784 5,18E-11 1,65E-09 ZC3H6 11803 228,6700345 1,684862516 1,47E-10 4,14E-09

ANXA2R 2386 68,61730474 -1,267295593 1,54E-10 4,31E-09 C16orf87 7443 753,4495156 -0,771993177 1,51E-13 9,34E-12 APOBEC3B 1896 1355,861302 1,684889447 0,000122493 0,000617522
CD86 3433 334,5965827 -1,267006704 0,0000211 0,000134784 TRIM3 6710 41,69425164 -0,771400654 0,002900639 0,009297027 RP11-573G6.8 395 10,58249585 1,694691766 0,000279936 0,001269249

RP11-468E2.5 747 25,8109233 -1,263573107 2,17E-08 0,000000338 CD97 5382 1643,047666 -0,771125147 0,00000996 0,0000704 APOBEC3F 3242 329,1120995 1,710305306 1,05E-12 5,35E-11
ITGA8 7528 17,34084765 -1,263346196 0,000520651 0,00214431 TCEB3-AS1 1347 127,7421335 -0,770351047 7,7E-09 0,000000136 LINC01136 2725 31,57031001 1,742480193 0,000000783 0,00000781
SYCE1L 1244 42,03092669 -1,263186132 0,000000779 0,00000779 ZNF256 2176 122,9887219 -0,768809168 0,00000381 0,0000305 RP11-3P17.5 248 7,987394481 1,752836802 0,008834165 0,023728732
DUSP16 5724 608,196923 -1,258166768 1,41E-09 3,07E-08 ZNF550 5087 695,6906437 -0,768551323 4,69E-09 8,71E-08 ADH5 4866 1395,598635 1,769404202 3,22E-16 3,65E-14
INHBA 7532 46,8593617 -1,255818574 0,00000571 0,0000433 EIF3EP1 1316 74,51480794 -0,768219577 1,93E-08 0,000000306 RP11-320L11.2 742 38,66344138 1,780259669 4,23E-10 1,06E-08

FAM81A 5578 12,18227458 -1,255483254 0,007031552 0,019649645 RP11-42I10.1 1921 12,94388661 -0,768072931 0,013750131 0,034250485 PLA2G4E 5823 14,26487504 1,781000677 0,001757232 0,006034166
LINC01226 2741 203,6180266 -1,251508557 0,0000158 0,000104926 DDX58 4353 65,78745004 -0,767846253 0,00000319 0,0000261 NACAD 4917 11,14793038 1,798382838 0,005129788 0,015115908

DUSP3 5012 879,907031 -1,250988725 1,23E-23 4,83E-21 ZIC1 6806 66,10957491 -0,767392171 0,000113168 0,000577848 TRBC2 1658 22,72968037 1,804529799 0,001194748 0,004343981
VN1R83P 445 26,75368918 -1,250927491 0,00000784 0,000057 ACBD5 4371 1076,12491 -0,76733325 7,17E-12 2,87E-10 APOBEC3G 5454 2910,718663 1,821351573 0,000000356 0,00000395

EVPL 7510 19,6400253 -1,250694686 0,0000537 0,000302859 RP1-43E13.2 507 51,90437168 -0,766809215 0,004276614 0,012965818 IGKV3OR2-268 350 39,48385246 1,826722037 3,6E-09 0,000000069
DIP2A-IT1 428 9,800979897 -1,250222069 0,001859661 0,00632754 RP11-103J17.2 2471 142,6125495 -0,766177913 0,000000107 0,00000136 IGLV3-9 461 15,51882068 1,882425103 0,00000419 0,0000331
ANKDD1B 3287 26,83221098 -1,250052309 0,000000273 0,00000316 CTD-2514C3.1 353 46,7190493 -0,765976347 0,0000383 0,000226943 GPR56 8660 9,060787818 1,899710908 0,001802974 0,006166865

RP11-96K19.4 5985 162,702635 -1,247955459 0,000155974 0,000761985 OR5B21 931 29,31610334 -0,765723372 0,007537395 0,020766346 CCR3 3568 9,426062293 1,901067828 0,000111661 0,000571014
RSPH10B2 4992 21,38748682 -1,246218147 0,0000242 0,000152435 CYP2D7P 4383 82,38872672 -0,765542472 0,0000293 0,000179773 AMPD1 2496 7357,460603 1,902919943 0,000346337 0,001522209
LINC00973 962 21,97690534 -1,245828808 0,011136702 0,028724353 RP11-479O9.2 731 15,79400547 -0,764804829 0,010936931 0,028283731 SERPIND1 2553 14,95975214 1,936883353 0,005988007 0,017206992

AC091133.1 483 72,44469753 -1,245298377 0,00000358 0,0000289 MAP1LC3B 5313 4603,089026 -0,764419911 0,0000148 0,0000993 CCDC17 3323 387,1926291 1,952007493 0,0000275 0,000170478
CTD-2619J13.17 2517 69,81992264 -1,245189252 0,00000714 0,0000526 IFT52 2542 803,3264624 -0,763963693 6,57E-32 7,91E-29 AP001046.6 2816 10,63803749 1,972992926 0,0000197 0,00012656

AC016629.8 2968 74,25055371 -1,241801333 1,08E-14 8,59E-13 MR1 9348 1541,153343 -0,763069309 0,000002 0,0000173 RP11-775C24.5 389 34,26276601 2,084502983 2,73E-11 9,31E-10
RFPL3S 1798 98,598646 -1,239477482 0,000164219 0,000797037 ZNF473 6898 1406,31924 -0,76301934 0,0000123 0,0000844 NPR3 9866 45,05439916 2,089197416 0,0000289 0,000177638

CTD-2561J22.2 1764 50,51275087 -1,239142227 0,000000408 0,00000445 ZNF331 7728 359,0988002 -0,762370944 0,000513809 0,002118921 PGM2 3704 1268,90566 2,154788841 3,17E-21 8E-19
NR4A3 6314 22,05089717 -1,238682424 0,0000202 0,000129311 TOX4 7091 2196,834453 -0,761900288 4,46E-30 3,87E-27 IGKV3D-7 382 32,54832523 2,203232266 4,46E-08 0,000000636

RP1-30M3.5 887 80,11480718 -1,236216154 0,00000421 0,0000333 ASAH2 6985 130,15458 -0,760770014 0,00000795 0,0000577 HES2 5407 16,47867959 2,291632319 0,000897388 0,0034045
PLIN2 5086 1128,769884 -0,760091439 0,000000348 0,00000388 RP11-6F2.5 1497 7,35734943 2,403413643 0,000014 0,0000943

COL7A1 11071 258,1055331 -0,760001415 0,018184513 0,04324885 C12orf79 3642 34,95142058 2,407340558 0,000135427 0,000674674
TEC 4030 74,03855034 -0,759933762 2,81E-08 0,000000426 CD302 4075 42,4334108 2,792005521 2,06E-30 1,9E-27

LDHC 2095 44,66117016 3,479887683 6,98E-08 0,000000936
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Résultats préliminaires.  

Modulation de l’expression d’Ig par ciblage des exons constants à l’aide 

d’ASO 

Objectifs : 

En parallèle du ciblage de l’exon V qui permettrait une thérapie personnalisée, nous avons 

testé une stratégie de ciblage des exons CH1 de chaînes lourdes d’Ig, pour forcer la synthèse 

d’Ig tronquées dépourvues d’un domaine constant. Cette approche antisens ciblant les 

séquences constantes très conservées présente un caractère générique intéressant, limitant le 

nombre d’ASO à tester. Cette stratégie permettant de diminuer l’expression de sous-classes 

particulières d’Ig pourrait permettre de moduler l’expression d’IgG dans les maladies auto-

immunes dépendantes des anticorps, d’IgE dans les manifestations allergiques, ou encore de 

diminuer les dépôts d’IgA au niveau des reins dans la maladie de Berger. Nous présentons ici 

des résultats préliminaires pouvant conduire à de nouvelles pistes de recherche.  

 

Méthodologie : 

Nous avons élaboré un ASO-CH1-5’ss ciblant le dss de l’exon CH1 des chaînes lourdes g 

humaines. Cet ASO est homologue avec les séquences des exons CH1 γ1 et γ4, et présente 1 

mésappariement en 3’ des séquences CH1 γ3 et γ2 qui n’empêche pas son hybridation (Fig.1A).  

Dans un premier temps, nous avons testé le traitement ASO sur des PBMC (« Peripheral 

Blood Mononuclear Cells ») stimulés in vitro. Les PBMC ont été isolés d’un anneau de 

cytaphérèse par gradient de densité sur Ficoll Lympholyte™ dans des tubes SepMate™. Les 

cellules B ont été triées à l’aide du kit « EasySep Human B Cell Isolation Kit » (StemCell 

#17954) avec une pureté généralement supérieure à 95 % (CD19+CD20+). Les cellules B ont 

ensuite été stimulées par le cocktail suivant : CPG-ODN2006 (1µg/ml), BCR Fab’2 IgA+G+M 

(5ng/mL), rhIL-2 (5ng/mL) et Mega-hCD40L (100ng/mL) durant 4 jours avec un ajout d’hIL10 

(5ng/mL) à 48h. À J4, les cellules stimulées ont été soumises à une étape de différenciation 

plasmocytaire en présence de rhIL-2 (5ng/mL), hIL10 (12ng/mL) et hIL-4 (5ng/mL) durant 3 

jours. Les traitements par l’ASO-CH1-5’ss et ASO-Ctrl (2µM, 48 à 72h) ont été réalisés durant 

cette dernière étape. Nous avons également étudié l’effet de l’ASO à l’aide d’une lignée de 

myélome (LP1) exprimant une IgG1. Les cellules ont été traitées avec l’ASO-CH1-5’ss à 3µM 

pendant 24h à 48h. 
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Résultats : 

Les RT-PCR ont été faites par des amorces situées sur les « Leader part-1 » des principales 

familles VH (VH1 à VH6) et sur l’exon CH3g1 (Fig.1B). De façon intéressante, nous observons 

une forte diminution des ARNm g1 pleine taille après traitement par l’ASO-CH1-5’ss. Ce 

résultat a été confirmé par qPCR en utilisant des amorces situées sur les exons CH2 et CH3 

permettant de quantifier tous les ARNm g1. Concernant l’analyse de l’épissage alternatif, les 

RT-PCR ne nous ont pas permis de mettre en évidence un saut de l’exon CH1, laissant supposer 

que le traitement ASO provoque plutôt une rétention de séquences introniques. Des expériences 

sont en cours pour explorer cette hypothèse. Au niveau protéique, le traitement ASO-CH1-5’ss 

provoque une diminution marquée de la production d’IgG (WB et dosages ELISA) (Fig.1C et 

1D).  

En parallèle, nous avons traité les cellules LP1 par l’ASO-CH1-5’ss (Fig.1E). Ces 

expériences ont confirmé la baisse drastique d’IgG1 au niveau protéique. Nous avons ensuite 

exploré l’épissage alternatif provoqué par RT-PCR en l’analysant les ARNm g1. Le séquençage 

a révélé un épissage alternatif utilisant un dss cryptique au sein de l’exon VH (au niveau de la 

partie FR3) et le site ass situé sur l’exon Hinge (H), en aval de de l’exon CH1. Cet événement 

respecte le cadre de lecture et pourrait permettre la production d’une chaîne g1 tronquée, 

dépourvue de son domaine CH1 et d’une partie de son domaine V. Néanmoins, pour une raison 

encore inexpliquée, l’analyse par WB n’a pas révélé la présence d’une telle chaîne d’Ig 

tronquée. La mutation créatrice du dss cryptique est vraisemblablement provoquée par SHM 

puisqu’elle n’est pas présente sur la séquence germinale (LP1 muté : GAG/GT; séquence 

germinale : GAG/GC) (Fig.S1). 

 

Discussion/Conclusion : 

Ces résultats préliminaires démontrent l’intérêt de cette approche antisens ciblant les exons 

constants pour réduire la quantité d’Ig dans le traitement des maladies impliquant des anticorps. 

En ce qui concerne l’analyse de l’épissage, plusieurs hypothèses peuvent être émises pour 

expliquer l’absence de transcrits alternatifs observée sur les LB stimulés. Par exemple un 

épissage alternatif entre un dss cryptique proche ou au sein de l’exon CH1 et le site ass de 

l’Hinge pourrait induire un décalage du cadre de lecture et provoquer la dégradation par NMD 

du transcrit alternatif. D’autre part, l’intron situé entre les exons CH1 et Hinge possède une 

taille d’environ 390pb et pourrait être conservé dans l’ARNm. En revanche, nous avons pu 

observer un épissage alternatif après traitement de la lignée LP1 par l’ASO-CH1-5’ss. Cet 
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épissage entre un dss cryptique au sein de l’exon V et le site ass de l’Hinge souligne une fois 

de plus la redondance des dss cryptiques et la difficulté à prédire l’effet des ASO ciblant les dss 

sur des cellules post-GC (voir aussi « Discussion & Perspectives »). A l’avenir, il serait 

préférable d’utiliser des ASO ciblant l’ass du CH1 ou d’autres séquences telles que les ESE ou 

ISE. 

 

LEGENDS OF FIGURES 

Figure 1: Targeting the 5’ss of CH1 exons allows isotype specific modulation of Ig production 

(preliminary results) 

 

 ASO treatments were performed on human B cells and LP1 myeloma cells. (A) Sequence of ASO-CH1-

5'ss (blue) targeting the donor splice site (dss) of the CH1γ exon of human IgG1 and IgG4, and also IgG2 

and IgG3 with one nucleotide mismatch (yellow). ASO-CH1-5’ss: (ASO: 5ʹ- CTGTGCTGGCCTCTCACCAA -

3’) and an irrelevant control ASO (Ctrl: 5ʹ-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3ʹ) were synthesized as 

"vivo-morpholino ASO" (Gene Tools, LLC) for passive administration (uppercase: exon sequence; 

lowercase: intron sequence). (B – D) Purified human B cells (sorted as described in the methodology 

section) were cultured at 0.75 million cells / mL following a 2-step protocol: a proliferation step from 

d0 to d4 using CPG-ODN2006 (1µg / ml), BCR Fab'2 IgA + G + M (5ng / mL), rhIL-2 (5ng / mL) and Mega-

hCD40L (100ng / mL) for 4 days with an addition of hIL10 (5ng / mL), and a plasma cell differentiation 

step from d4 to d7 using rhIL-2 (5ng / mL), hIL10 (12ng / mL) and hIL-4 (5ng / mL). ASO (2µM) were 

added in culture medium during the plasma cell differentiation step (3 days). (B) Representation of the 

protocol used for cell culture and ASO treatment. Primers are also depicted (arrows). RT-PCR were 

performed using several forward primers identifying most of the VH families (“IgVHn-for”) (Table S1) 

and “CH3γ1-rev” primers (B, right) PCR products were analyzed on agarose gels. (B, left) Bar graph 

represents γ1 expression relative to GAPDH mRNA expression, measured by quantitative RT-PCR using 

“CH2γ1-for” and “CH3γ1-rev” primers. (C) Quantification of IgG tot and IgM in culture supernatants by 

ELISA, showing a specific decrease of IgG production with similar IgM production in ASO treated plasma 
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cells. (D) Western Blot and quantification of IgG expression after normalization to the intensity of actin 

bands. (E) IgG1-expressing LP1 myeloma cells were cultured (0.5 million cells/mL) in the presence of 

ASO (3 µM) for 24 or 48 hours. RT-PCR was performed using “IgVH3-for” and “Cγ1 CH3-rev” primers. 

(E, Top) PCR products were analyzed on agarose gels identifying both full length and alternative 

mRNAs. (E, Bottom) IgG and actin levels were analyzed by Western blot. (E, right) Bar graphs represent 

the quantification of IgG protein levels after 48h ASO treatment. Intracellular IgG amounts were 

determined after normalization to actin protein expression. The secretion of IgG in culture 

supernatants was measured by ELISA. Representative data from 2 independent experiments are 

depicted and bar graphs are expressed as mean ± SEM. 
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5’1<---------- CH1_exon -------------><------------------- CH1_intron ------------------->823’

ASO-CH1-5’ss AACcactctc cggtcgtgtc

IgG1   AGCCCAGCAA CACCAAGGUG GACAAGAAAG UUGgugagag gccagcacag ggagggaggg ugucugcugg aagc-aggcu ca

IgG4   AGCCCAGCAA CACCAAGGUG GACAAGAGAG UUGgugagag gccagcacag ggagggaggg ugucugcugg aagccaggcu ca

IgG2   AGCCCAGCAA CACCAAGGUG GACAAGACAG UUGgugagag gccagcucag ggagggaggg ugucugcugg aagccaggcu ca

IgG3   AGCCCAGCAA CACCAAGGUG GACAAGAGAG UUGgugagag gccagcgcag ggagggaggg ugucugcugg aagccaggcu ca

(-) ASOCtrl

ASOCtrl ASOCtrl

- 42 kDaActin - 24h

48h - 42 kDa

RT-PCR

WB



<--------------------------------------------- FR1 - IMGT  ------------------------------------------> ________________

1               5                   10                  15                  20                  25                  30 

Q   I   Q   L   L E   S   G   G G V   V Q   P   G   T   S   L   R   L   S   C   A   A S   G   F   T   F  

LP1                 cag ata caa cta ttg gag tct ggg gga ... ggc gtg gtc cag cct ggg acg tcc ctg aga ctc tcc tgt gca gcc tct gga ttc acc ttc 

V           V R                                                      

Homsap IGHV3-30*03  --- g-g --g --g g-- --- --- --- --- ... --- --- --- --- --- --- -g- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---

__  CDR1 - IMGT  ______________ <-------------------------- FR2 - IMGT  -------------------------> ______________  CDR2

35                  40                  45                  50                  55                  60  

S   D   Y   A   M   H   W   V   R   Q   A   P   G   K   G   L   E   W   V   A   V   I   S   Y   D     

LP1                 ... ... ... ... agt gac tat gcc atg cac tgg gtc cgc cag gct cca ggc aag ggg ctg gag tgg gtg gca gtt ata tcc tat gat ... 

S       G                                                                                          

Homsap IGHV3-30*03 ... ... ... ... --- ag- --- -g- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --a --- --- ... 

- IMGT  __________ <---------------------------------------------------------------------- FR3 - IMGT  ---------------

65                  70                  75                  80                  85                  90  

G   T   N   N Y   Y A   D   S   V   K       G   R   F   T   I   S   R   D   N   S   K   K T   L   Y   L   Q  

LP1                ... gga act aac aat tat tat gcc gac tcc gtg aag ... ggc cga ttc acc atc tcc aga gac aat tcc aag aaa aca ctg tat ctg caa

S       K                                                                               N                      

Homsap IGHV3-30*03  ... --- -g- --t --a --c --- --a --- --- --- --- ... --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --c --g --- --- --- ---

------------------------------------------------------> ______________________________  CDR3 - IMGT  ___________________

95                  100             104 

M   H   S   L   R   G   E   D   T   A   V   Y   Y C   A   K   T   L   L Q   M   G   T   R   G   H   Y   Y G   L  

LP1                 atg cac agc ctg aga ggt gag gac acg gct gtg tat tat tgt gcg aag aca tta tta cag atg ggg aca agg ggc cac tac tac ggt ttg

N               A R 

Homsap IGHV3-30*03 --- a-- --- --- --- -c- --- --- --- --- --- --- --c --- --- -ga ga

_______

D   V   W   G   Q   G   T   T V   T   V   S   S

LP1                 gac gtc tgg ggc caa ggg acc acg gtc acc gtc tcc tca

Homsap IGHV3-30*03 

Name Sequence (5'-3')

IgVH1-for CCATGGACTGGACCTGGA

IgVH2-for ATGGACATACTTTGTTCCAC

IgVH3-for ATGGAGTTTGGGCTGAGCT

IgVH4-for CACCTGTGGTTCTTCCTCCT

IgVH5-for ATGGGGTCAACCGCCATCC

IgVH6-for ATGTCTGTCGTCTCCTTCCTCAT

CH3γ1-rev GTGGTCTTGTAGTTGTTCTC

Figure S1

Table S1
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Cet article s’intéresse au mécanisme de CSR (« Class switch Recombination ») qui permet de 

modifier l’isotype d’un anticorps dans les cellules B. La CSR remplace les exons Cμ par les exons 

Cγ, Cε ou Cα, permettant l'expression d'anticorps de différentes classes (IgM, IgG, IgE ou IgA) 

avec des fonctions effectrices différentes. Elle a lieu entre 2 régions « switch » (S) : la région Sµ 

dite donneuse et une région Sx acceptrice en aval. Ces régions S subissent des cassures double brin 

avec la suppression de l’ADN intermédiaire par formation d’un cercle d’excision. La CSR est un 

mécanisme dépendant de la transcription et chaque région S présente une « unité transcriptionnelle 

» composée d’un promoteur I (pI), d’un exon I non-codant, de la région S et des exons CH. Bien 

que cette transcription germinale des régions S soit nécessaire pour le déroulement de la CSR, elle 

ne semble pas suffisante. En effet, le remplacement de l’exon Iε par un promoteur fort (Eµ associé 

au promoteur pVH) chez la souris entraîne une transcription normale de Se mais ne permet pas 

une CSR vers IgE efficace (Bottaro et al., 1994). Les expériences menées par les équipes d’Alt et 

de Radbruch ont rapporté l’importance des sites donneurs d’épissage des exons I durant le 

processus de CSR (Hein et al., 1998; Lorenz et al., 1995; Seidl et al., 1998) avec un rôle direct de 

la machinerie d’épissage dans le recrutement d’AID au niveau des régions S (Conticello et al., 

2008; Nowak et al., 2011). 

Notre équipe a étudié plus précisément le rôle du dss situé sur l’exon I dans la CSR. 

L’utilisation d’ASO ciblant les dss des exons Iµ et Ig1 sur l’ARN a permis d’agir à un niveau post-

transcriptionnel et par conséquent de découpler les étapes intrinsèquement liées de transcription et 

d’épissage. A l’aide également d’un modèle murin présentant une délétion du dss de l’exon Ig1, 

nous avons ainsi pu mettre en évidence que la reconnaissance du dss de l’exon I joue un double 

rôle lors de la CSR. Au niveau transcriptionnel, nous avons montré que l’absence de Ig1 dss réduit 

l'accessibilité de la chromatine et la pause de l’ARN pol II au niveau de la région Sg. En revanche 

les traitements par les ASO Iµ dss et Iγ1 dss n’ont pas d’impact sur la transcription et permettent 

d’agir au niveau post-transcriptionnel. Ainsi, le traitement par ASO Iγ1 dss diminue 

spécifiquement la CSR vers IgG1 alors que le ciblage de la région Sµ donneuse par l’ASO Iµ dss 

permet de réduire le CSR vers tous les isotypes. En conclusion, nos résultats indiquent que la 

reconnaissance du dss de l’exon I lors de la transcription stimule les événements précoces de la 

CSR, en permettant la pause de l’ARN pol II et l’ouverture de la chromatine dans les régions S 

ciblées. L’épissage étant ensuite nécessaire pour accomplir les étapes tardives de la CSR et 

notamment le recrutement d’AID. En effet, il a été démontré que le lasso épissé contenant la région 

S riche en séquences répétées peut, après débranchage par DBR1, servir de guide ARN pour AID 

et permettre son recrutement au niveau de cette même région S sur l’ADN (Zheng et al., 2015). 





























Supplementary figure 1. Defect of IgG1 class switching in mice lacking Iγ1 dss

(A) Quantification of Ig isotypes (IgM, IgG2b, and IgG1) in sera of homozygous s-hMT and hMT

mice by ELISA. (B-D) Splenic B cells were isolated from homozygous s-hMT and hMT mice and

stimulated with LPS. After 4 days stimulation, amounts of Ig isotypes (IgM, IgG2b, and IgG1)

were determined in culture supernatants by ELISA (B). After 3 days stimulation, post-switch Iµ-

Cγ1 (C) and AID (D) mRNA expression relative to GAPDH mRNA expression was monitored by

quantitative RT-PCR. Expression of Iµ-Cγ1 or AID in B cells from s-hMT mice was normalized to

1. Data are means ± SEM, n=3 to 4 for each genotype. Unpaired two-tailed Student’s t test was

used to determine significance. ND: not detected, ns: non significant, **** P < 0.0001.



Supplementary figure 2. Similar RNA pol II binding in Sµ and Sγ2b regions of s-hMT

and hMTmice

Splenic B cells were isolated from homozygous s-hMT and hMT mice and stimulated with

LPS. After 2 days, the cells were analyzed for Ser2P RNA pol II (A, B) and Ser5P RNA pol

II (C, D) levels in Sµ (A, C) and Sγ2b (B, D) regions by ChIP coupled to quantitative PCR.

Background signals from mock samples with irrelevant antibody were subtracted. Values

were normalized to total input DNA. Primers (triangles) used for quantitative PCR are

described on the illustrative schema (bottom). Data are means ± SEM of at least two

independent experiments, n=4 for each genotype. Unpaired two tailed Student’s t test was

used to determine significance. ns: non significant.



Supplementary figure 3: Sequences of γ1 constitutive and alternative spliced transcripts 

The sequences of Iγ1 exon (bold) and CH1γ1 exon are indicated. Donor (red) and acceptor 

(green) splice sites are also represented. 

   

Constitutive γ1 transcript: 

GTCAATCATATGATGGAAAGAGGGTAGCATTCACCTCTCTGGGACAAAGGCT

GTGACTCTGGGAAAGACAAGAGAAGGGCAGGACCAAAACAGGAACAGAGAC

GGCTGCTTTCACAGCTTCCACATGTGAGTGGGGTCAGCAGGGAAAGGAGCT

GCAAGAAGAGGCCATACAAACAGCACGCATCTGTGGCCCTTCCAGATCTTTG

AGTCATCCTATCACGGGAGATTGGGAAGGAGTTGACAGACCAGCCCAGGCA

GAGGAAGCCTCTGTGTTAAAGAGTAAAGGTGCTTGCCTACAGCCTGGTGTCA

ACTAGGCAGGCCCTGGGGGGCCGGGAAGGGGCCTCCTAGACAAGCACAGGC

ATGTAGAGCTGCACACCCCACAGACAAACCTGAGCCCCGAGGATATCATGG

AATATATCGAGAAGCCTGAGGAATGTGTTTGGCATGGACTACAGGTTGAGAG

AACCAAGGAAGCTGAGCCCTGCGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCAC

TGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGT

CAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCC

AGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCA

GCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCCAGACCGTCACCTGCAACGT

TGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTG 

 

Alternative γ1 transcript 1: 

GTCAATCATATGATGGAAAGAGGGTAGCATTCACCTCTCTGGGACAAAGGCT

GTGACTCTGGGAAAGACAAGAGAAGGGCAGGACCAAAACAGGAACAGAGAC

GGCTGCTTTCACAGCTTCCACATACAAACCTGAGCCCCGAGGATATCATGGA

ATATATCGAGAAGCCTGAGGAATGTGTTTGGCATGGACTACAGGTTGAGAGA

ACCAAGGAAGCTGAGCCCTGCGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACT

GGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTC

AAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCA

GCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAG

CTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCCAGACCGTCACCTGCAACGTT

GCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTG 

 

Alternative γ1 transcript 2: 

GTCAATCATATGATGGAAAGAGGGTAGCATTCACCTCTCTGGGACAAAGGCT

GTGACTCTGGGAAAGACAAGAGAAGGGCAGGACCAAAACAGGAACAGAGAC

GGCTGCTTTCACAGCTTCCACATCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACT

GGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTC

AAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCA

GCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAG



CTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCCAGACCGTCACCTGCAACGTT

GCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTG 

 

Alternative γ1 transcript 3: 

GTCAATCATATGATGGAAAGAGGGTAGCATTCACCTCTCTGGGACAAAGGCT

GTGACTCTGGGAAAGACAAGAGAAGGGCAGGACCAAAACAGGAACAGAGAC

GGCTGCTTTCACAGCTTCCACATGTGAGTGGGGTCAGCAGGGAAAGGAGCT

GCAAGAAGAGGCCATACAAACAGCACGCATCTGTGGCCCTTCCAGATCTTTG

AGTCATCCTATCACGGGAGATTGGGAAGGAGTTGACAGACCAGCCCAGGCA

GAGGAAGCCTCTGTGTTAAAGAGTAAAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTA

TCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGC

CTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCC

TGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTG

AGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCCAGACCGTCACCTGCA

ACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTG 
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Supplementary figure 4. Decreased γ3 heavy chain protein levels in B cells treated by Iμ exon

dss ASO

Splenic B cells were isolated from C57BL/6 mice, stimulated with 5 µg/ml LPS and treated with 4 µM

Iμ dss ASO or an irrelevant control ASO for 4 days. (A) γ3 and μ heavy chain protein levels were

analyzed by Western Blot. (B) Quantification of γ3 heavy chain protein expression relative to μ heavy

chain protein expression. Data are means ± SEM, n=3 for each group. Unpaired two-tailed Student’s t

test was used to determine significance. *** P <0.001.



SUPPLEMENTARY METHODS  

Western blot 

Cells were lysed in radioimmunoprecipitation assay (RIPA) Lysis and Extraction Buffer 

(Thermo Scientific) supplemented with protease and phosphatase inhibitor cocktail. Lysates 

were sonicated and protein levels were quantified by Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo 

Scientific). Proteins were denatured at 94°C for 5 min before separation on SDS-PAGE (4–

20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels were used (Bio-Rad Laboratories)). 

Proteins were then electro-transferred onto Trans Blot Turbo polyvinylidene fluoride 

membranes (Bio-Rad Laboratories). Western blots were probed with goat anti-mouse IgM 

Human ads-UNLB (SouthernBiotech, ref 1020-01) or goat anti-mouse IgG3 Human ads-BIOT 

(SouthernBiotech, ref 1100-08) antibodies. Detection was performed using an HRP-linked 

rabbit anti-goat secondary antibody or Extravidin-AP (Sigma-Aldrich) and chemiluminescence 

detection kit (ECL Plus™, GE Healthcare) using ChemiDoc™ Touch Imaging System (Bio-

Rad Laboratories). Image Lab™ Software (Bio-Rad Laboratories) was used for relative 

quantification of the bands. 

 

 



Supplementary table 1: Primers used for ChIP, RT-PCR and quantitative RT-PCR experiments

Name Sequence ChIP RT-PCR qRT-PCR

hMT promoter-for 5' CCCGGTCTCTCGAGCTATAAAC 3' x

hMT promoter-rev 5' GGTTCGCTGGGACTTGGA 3' x

hMT promoter-Probe 5' CTGCTTGCATGTGGAATTGTGAGCG 3' x

Sγ1-U-for 5' AGGACACAAGACCTGCAAAAGAG 3' x x

Sγ1-U-rev 5' CCCAGGAGCTGCTGAACCT 3' x x

Sγ1-U-Probe 5' TGAGGCTGGTAAGAGTAACAAGGTAACCTGGG 3' x x

Sγ1-D-for 5' CAGGCAAACTAAACCAGTGGG 3' x

Sγ1-D-rev 5' AGGATGTCCACCCTCACCCAGGC 3' x

Sµ-U-for 5' TCTAAAATGCGCTAAACTGAGG 3' x

Sµ-U-rev 5' AGCGTAGCATAGCTGAGCTC 3' x

Sµ-D-for 5' CTGAATGAGTTTCACCAGGCC 3' x

Sµ-D-rev 5' GGCCTGTCCTGCTTGGCTTC 3' x

Sγ2b-U-for 5' AGCTCCAAAAGCTCAGCAGAC 3' x

Sγ2b-U-rev 5' AGCCCCAGCTTACAAAGAGCT 3' x

Sγ2b-D-for 5' GGTGGGAATATGAGGGAGAAGTCCTAG 3' x

Sγ2b-D-rev 5' TTCCACCTGCCTCAGCTCTCCCACAGC 3' x

Iμ-for 5'-TTGACATTCTGGTCAAAACGGC x

Cμ-rev 5'-TCTGAACCTTCAAGGATGCTCTTG x

Iγ1-for 5'-CCAAAACAGGAACAGAGACGG x

Cγ1-rev 5'-TAGACAGATGGGGGTGTCGT x

Actin-for 5’ CGATGCCCTGAGGCTCTT 3’ x

Actin-rev 5'-TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG x

Iμ-for-Q 5'-ACCTGGGAATGTATGGTTGTGGCTT x

Iγ1-for-Q 5'-GAACCAAGGAAGCTGAGCCC x

Iε-for-Q 5'-AGATTCACAACGCCTGGGAG x

Cγ1-rev-Q 5'-ATGGAGTTAGTTTGGGCAGCA x

Cε-rev-Q 5'-AATACCAGGTCACAGTCACAGG x

Sγ1U-rev-Q 5'-AATGCTGGGATTGATCCTGGG x

SεU-rev-Q 5'-GCAAACCCTTTTGCTCAGGG x

Gapdh-probe Mm99999915_g1 (Life Technologies) x

AID-probe Mm01184115_m1 (Life Technologies) x
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Objectifs : 

Ce travail consiste à déterminer si il existe, dans les cellules sécrétrices d’anticorps, une 

coopération entre les mécanismes de surveillance des ARN et ceux impliqués dans le contrôle 

de l’homéostasie protéique intracellulaire. En effet, les plasmocytes sont de véritables usines 

de production de chaînes d’Ig dont la survie est liée à un contrôle très strict du stress du RE par 

les mécanismes de « surveillance protéique » comme l’UPR, l’autophagie, l’ERAD ou encore 

la voie de dégradation par le protéasome. Par ailleurs, de nombreuses études, incluant celles de 

l’équipe, font état d’une forte dégradation par NMD des transcrits d’Ig nonsens, limitant ainsi 

la synthèse d’Ig tronquées (Chemin et al., 2010; Lambert et al., 2020, 2019; Tinguely et al., 

2012). Ce constat semble en désaccord avec les données obtenues dans d’autres types cellulaires 

montrant que l’activation de l’UPR en réponse à un stress du RE conduit à une inhibition 

globale du NMD (Gardner, 2008; Oren et al., 2014; Karam et al., 2015; pour revue Goetz and 

Wilkinson, 2017). Pour tenter de comprendre les fondements moléculaires de cette exception 

plasmocytaire, nous avons analysé l’activation de ces mécanismes de surveillance dans les 

cellules sécrétrices d’anticorps normales et tumorales à l’aide de modèles murins développés 

au laboratoire et de lignées de myélome.  

 

Méthodologie : 

La stimulation in vitro des cellules B par du LPS est un modèle classique de différenciation 

en cellules sécrétrices d’anticorps nommées plasmablastes (PB). Durant ces étapes, les cellules 

vont se spécialiser dans la synthèse et la sécrétion massive d’Ig tout en s’adaptant à cette 

nouvelle fonction en augmentant notamment l’expression des gènes de l’UPR. Ces conditions 

de culture ont été utilisées pour stimuler des cellules B issues de deux modèles distincts (et de 

croisements entre ces modèles) : les souris « iTIE » (« inducible-Truncated-Ig Expression ») 

présentant un fort stress du RE dans les plasmocytes (Srour et al., 2016), et les souris « IgHwt/frVκ 

» permettant de quantifier aisément l’efficacité du NMD sur les ARNm IgH non-sens (Tinguely 

et al., 2012). 

Dans le modèle hétérozygote IgHwt/frVκ (Figure 1A), l’expression de l’allèle wild-type 

permet un développement B normal alors que l’autre allèle (« IgH knock-in ») provoque 

l’expression de transcrits IgH contenant des PTCs. L’efficacité du NMD est mesurée par RT-

qPCR en déterminant le taux d’ARNm IgHfrVκ avec ou sans traitement par des inhibiteurs du 

NMD (4 à 6h) comme le cycloheximide (CHX) ou l’Emétine (Em) (des inhibiteurs de 

traduction utilisés classiquement pour inhiber le NMD) ou encore la wortmannin (Wort) 

capable d’inhiber la phosphorylation d’UPF1 via la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) -
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related kinase SMG1. L’actinomycine D, un inhibiteur de l’élongation de la transcription, a 

également été utilisé pour analyser de façon directe la stabilité des ARNm IgHfrVκ. L’efficacité 

de dégradation par NMD des ARNm IgHfrVκ a été analysée à différents jours de stimulation des 

cellules B spléniques par du LPS (1µg/ml). En parallèle, pour permettre d’appréhender d’une 

façon globale l’activation du NMD, l’expression de variants d’épissage sensibles au NMD a été 

analysée par RT-PCR.  

 

 Résultats: 

Dans un premier temps, nous avons évalué l’efficacité du NMD des ARNm IgHfrVκ dans 

des cellules B spléniques de souris IgHwt/frVκ, stimulées 3 jours avec différents stimuli. Nos 

résultats confirment que la différenciation en cellules sécrétrices d’anticorps s’accompagne 

d’une augmentation d’expression des facteurs impliqués dans la réponse UPR, avec notamment 

l’augmentation de la protéine chaperonne BIP au cours du temps (Figure 1B), et en parallèle 

d’une dégradation par NMD très efficace (Figure 1C). De plus, les variants d’épissage 

considérés comme des substrats endogènes du NMD tels que Sat1, Rpl3-alt3 ou encore Zcch6 

sont activement dégradés (Figure 1D), suggérant une activation globale de ce mécanisme de 

surveillance des ARNm dans les PB. 

Nous avons ensuite étudié ces mêmes paramètres après croisements des souris IgHwt/frVκ avec 

les souris iTIE, présentant un fort stress protéique et une activation marquée de l’UPR (Figure 

S1A), de la dégradation par le protéasome (Figure S1B) et de l’autophagie (Figure S1C-D). 

Après avoir contrôlé que le stress du RE était plus induit dans les cellules B issues du modèle 

iTIE::IgHwt/frVκ, comparativement aux cellules IgHwt/frVκ par RT-qPCR (Figure 2A) et WB 

(Figure 2B), la dégradation par NMD des ARNm IgHfrVκ a ensuite été étudiée. Nous avions 

vérifié au préalable que les taux de pré-ARNm IgHfrVκ étaient identiques dans les deux modèles 

(Figure 2C). De façon intéressante, cette dégradation des transcrits IgH non-sens n’est pas 

inhibée par le stress du RE et semble même plus marquée dans les cellules B issues du modèle 

iTIE::IgHwt/frVκ, comparativement aux cellules IgHwt/frVκ (Figure 2D). Ainsi, ces données 

soulignent que l’exacerbation du stress du RE dans les PB et l’activation de l’UPR, du 

protéasome et de l’autophagie ne conduisent pas à une inhibition du NMD. Ces résultats ont été 

confirmés en étudiant la stabilité et la demi-vie des ARNm IgHfrVκ, sur des fonds génétiques 

présentant un stress du RE variable (iTIE ou wt). En effet, nous avons observé une demi-vie 

des ARNm IgHfrVκ similaire entre les différents modèles (Figure 2E), après traitement des 

cellules B stimulées par l’Actinomycine D (t0 à t120 minutes). Cette absence d’inhibition peut 

sembler en contradiction avec plusieurs études montrant une corrélation inverse entre la réponse 
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UPR et l’activité du NMD dans des cellules non lymphoïdes (Gardner, 2008; Oren et al., 2014; 

Karam et al., 2015; pour revue Goetz and Wilkinson, 2017).  

Dans ces cellules non lymphoïdes, l’inhibition du NMD est la conséquence d’une activation 

de la voie PERK et de la phosphorylation d’eIF2α pour diminuer globalement la traduction et 

atténuer ainsi le stress du RE. Le mécanisme de NMD étant dépendant de la traduction, la 

diminution globale de la synthèse protéique par phosphorylation d’eIF2α conduit à une 

inhibition de ce mécanisme de surveillance des ARNm (pour revue Goetz and Wilkinson, 

2017). Pour apporter un éclairage sur ces disparités, nous avons étudié la voie PERK de l’UPR 

en analysant le taux de phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction eIF2α (p-eIF2α) 

dans les cellules B spléniques de souris iTIE/iTIE Crepos, stimulées 3 jours avec du LPS par 

Western Blot (Figure 3A). Nos résultats montrent que le taux d’eIF2α phosphorylée est 

équivalent dans les souris iTIE/iTIE Crepos comparativement aux souris iTIE/iTIE Creneg 

(Figure 3B). Ces résultats mettent donc en évidence que le stress protéique n’active pas la voie 

PERK de l’UPR dans les cellules sécrétrices d’anticorps, permettant ainsi de maintenir une 

production massive d’Ig. En accord avec cette dernière hypothèse, des taux d’Ig identiques sont 

retrouvés dans les surnageants de culture (Figure 3C) et les cellules B stimulées des souris 

iTIE/iTIE Crepos et Creneg (Figure 3D). Ainsi, les mécanismes impliqués dans le maintien de 

l’homéostasie protéique (UPR, autophagie …) et la surveillance des ARNm (NMD) coopèrent 

dans les cellules plasmocytaires, pour limiter le stress du RE et maintenir une activité de 

synthèse d’anticorps considérable (Figure 3E). 

Une étude complémentaire a été effectuée sur une lignée de myélome (SK-MM-2) pour 

analyser cette coopération dans un contexte tumoral. L’efficacité du NMD a été étudiée en 

quantifiant les ARNm TBL2 précédemment décrits comme substrats endogènes par Viegas et 

coll (Viegas et al., 2007) après différents traitements par inhibiteurs du NMD ou inducteurs de 

stress du RE. Nous avons vérifié que les taux de pré-ARNm TBL2 ne varient pas lors des 

différents traitements (Figure 4A). De façon intéressante, un traitement Bz induit un stress du 

RE important avec une augmentation de Bip sans inhiber le NMD (Figure 4B-C). En revanche, 

les traitements MG132 et Tunicamycine qui induisent un fort stress du RE tout en activant la 

voie PERK, avec une augmentation notable de Chop (Figure 4E), semblent provoquer une 

inhibition du NMD. Ces résultats suggèrent que dans les plasmocytes le stress du RE ne conduit 

pas à une inhibition du NMD, car la voie PERK/Chop est peu active. Ils indiquent également 

qu’une activation pharmacologique de cette voie semble inhiber la dégradation par NMD dans 

les plasmocytes.  
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Conclusion :  

En conclusion, ces données montrent pour la première fois une forte coopération entre les 

mécanismes de NMD et de surveillance protéique (réponse UPR, autophagie, activation du 

protéasome) dans les cellules plasmocytaires. Nous proposons que la synthèse massive des Ig 

nécessite un renforcement global des mécanismes de surveillance, pour limiter l’apparition 

excessive d’Ig mal repliées ou tronquées et l’élimination des cellules sécrétrices d’anticorps par 

activation du « TIE-checkpoint ». 
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Figure 1. Increase of both NMD and UPR during plasma cell differentiation. 

(A) Schematic representation of wild-type (IgHwt) and recombined (IgHfrVκ) IgH alleles in 

heterozygous IgHwt/frVκ mice. In this model, B cells develop normally through the expression of 

the IgHwt allele. After VDJ recombination, premature termination codons (PTC) appear on 

IgHfrVκ mRNAs and these nonsense transcripts can be degraded by NMD. (B) Western Blot 

showing BIP and GAPDH expression in LPS-stimulated (D2 and D3) and resting B-cells (D0) 

from IgHwt/frVκ mice. (C, left) The degradation of nonproductive IgHfrVκ mRNAs (referred as 

NMD efficiency) was assessed by RT-qPCR every day using primers “frVκ-for” and “CH1µ-

rev” after treatment with Cycloheximide (CHX 100µg/ml, grey bars) during the last 4 hours 

(n=2) and (C, right) in resting (D0) and LPS stimulated B-cells (D3, empty bars) (D3; LPS) 

after treatment with Wortmannin (Wort 20µg/ml) during the last 4 hours (n=4). NMD efficiency 

represents the fold change of IgHfrVκ mRNA amounts after treatment with NMD inhibitors and 

normalization to gapdh expression. (E) The degradation of nonsense Sat1, Rpl3-Alt3 and Zcch6 

mRNAs was assessed by RT-PCR using appropriate primers on stimulated B cells (D3; LPS) 

after treatment with Cycloheximide (CHX 100µg/ml). Representative experiment is shown. 

Bars represent mean expression ± SEM. Unpaired two-tailed Student’s t test was performed. *, 

P<0.05; **, P<0.01; ****, P<0.0001. 

 

Figure 2. Exacerbation of ER stress does not inhibit the degradation by NMD in 

stimulated B cells.  

(A) Splenic B cells from IgHwt/frVκ (empty bars) and iTIE::IgHwt/frVκ (grey bars) were stimulated 

with LPS (1µg/ml, 3 days) and relative mRNA levels of ER stress markers (BiP, Herp, Xbp1s) 

were assessed by qPCR after normalization to Gapdh transcripts. Values obtained for IgHwt/frVκ 

mice were set to 1. (B) The protein levels of BiP, and IRE1α were analyzed by Western blot 

after normalization to GAPDH. (C) Quantification of IgHfrVκ pre-mRNA levels in LPS-

stimulated B cells treated with Wortmannin (Wort 20µg/ml for 4h) or DMSO as control. (D) 

The degradation of nonproductive IgHfrVκ mRNAs was assessed by RT-qPCR. The NMD 

efficiency represents the fold increase of IgHfrVκ mRNA levels after drug treatment, after 

normalization to Gapdh transcripts. (E) The stability of IgHfrVκ mRNAs was evaluated by RT-

qPCR after treatment with Actinomycin D (red) or DMSO (black). The relative IgHfrVκ mRNAs 

levels were represented after normalization to untreated cells (t0) for all samples. Data are 

representative of at least three independent experiments (n= 6-3/group). Bars represent mean 

expression ±SEM. Unpaired two-tailed Student’s t test was performed. *, P<0.05; ***, 

P<0.001; ****, P <0.0001. 
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Figure 3. Poor activation of the PERK pathway and significant Ig production during 

prolonged ER stress. 

Splenic B cells from iTIE/iTIE-Creneg and iTIE/iTIE- Crepos were stimulated with LPS (1µg/ml, 

3 days). (A) p-EIF2α and total EIF2α protein levels were analyzed by Western blot. A 

representative experiment using two pools of 2 mice per genotype is shown. (B) Quantification 

of p-EIF2α protein levels in Creneg (empty bars; n=4) and Crepos (grey bars; n=4) cells after 

normalization to total EIF2α amounts. (C) ELISA analysis of IgM and IgG3 secretion in 72h 

culture supernatants (n = 8/group). (D) Igµ protein levels were analyzed by Western blot.  

(E) Model showing the cooperation of RNA and protein surveillance mechanisms (i.e. NMD, 

autophagy and UPR) to regulate protein homeostasis during plasma cell differentiation. The 

inhibition of the PERK pathway maintains massive Ig secretion while limiting the apoptosis 

induced by prolonged ER stress. Data are representative of at least three independent 

experiments (n= 3-8/group). Bars represent mean expression ±SEM. Unpaired two-tailed 

Student’s t test was performed. ns : not significant 

 

Figure 4. Pharmacological induction of the PERK-associated Chop expression inhibits 

NMD in myeloma cells. 

(A) Quantification of TBL2 pre-mRNA levels, by RT-qPCR using specific primers performed 

on SK-MM-2 cells treated with Wortmannin (Wort 20µg/ml for 4h), Bortezomib (BZ 0.01µM 

for 8h), MG132 (10nM for 8h) or Tunicamycin (TM 1µg/ml for 8h).(B) NMD efficiency 

represents the fold change of of TBL2 mRNAs, as NMD substrates, after drug treatments. 

(C-D) Relative mRNA levels of ER stress markers were assessed by qPCR after normalization 

to Gapdh transcripts. (A-D) Quantification was carried out by the ratio between treated against 

untreated conditions. 

 

Figure S1. Exacerbated ER stress upon expression of truncated V-domain-less k light 

chains 

(A) Relative mRNA levels of ER stress markers were assessed on purified splenic B cells from 

iTIE/iTIE Crepos and iTIE/iTIE Creneg (n=5), 3 days after LPS stimulation (1µg/ml). qPCR were 

normalized to Gapdh expression and values obtained for iTIE/iTIE Creneg were set to 1. (B) 

The quantification of truncated ΔV-κLCs was performed by Western Blot (WB), in LPS-

stimulated B cells (day 2) isolated from spleens Creneg and Crepos iTIE/iTIE mice (n=5). Cells 

were treated or not with Bortezomib (Bz 5nM) during the last 8 hours. A representative 

experiment using two pools of 2 mice per genotype is shown. (C) The quantification of LC3 
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protein levels was performed in LPS-stimulated B cells (day 2) from Creneg (empty bars; n= 3) 

and Crepos (gray bars; n=3) iTIE/iTIE mice, after treatment with Chloroquine (CQ 30µM) 

during the last 8 hours. A representative experiment is shown. (D) The quantification of 

ATG5/ATG12 protein levels was performed in LPS-stimulated (day 3) B cells from Creneg 

(empty bars; n= 4) and Crepos (gray bars; n=4) iTIE/iTIE mice. ATG5fl/fl CD19Crepos served as 

a negative control (ND: not detected). A representative experiment using two mice per genotype 

is shown. Data are representative of at least three independent experiments (n=3–5). Bars 

represent mean expression ± SEM. Unpaired two-tailed Student’s t test was performed to 

determine significance. ns : not significant; *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001. 
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. Positionnement et historique du projet  

Mon projet de thèse s’inscrit dans la continuité des travaux de l’équipe consacrés à l’étude 

des mécanismes contrôlant l’expression des Ig au cours de la différenciation plasmocytaire. Les 

processus de recombinaisons V(D)J, d’hypermutations somatiques (SHM) et de commutation 

isotypique (CSR) sont à l’origine de la diversification du répertoire des Ig, et chaque clone 

plasmocytaire sécrète une Ig unique (ou Ig monoclonale : Ig-mo), présentant une séquence 

singulière au niveau des domaines variables (V) qui détermine la spécificité antigénique. La 

survie des plasmocytes (PC) dépend de leur capacité à surmonter le stress du réticulum 

endoplasmique (RE) associé à la synthèse massive de l’Ig-mo. En plus de cette Ig fonctionnelle 

codée par un allèle dit « productif », on trouve souvent la présence de transcrits contenant des 

codons stop prématurés (PTC) issus d’allèles « non-productifs » ; Ces derniers étant soumis à 

une forte régulation post-transcriptionnelle par les mécanismes de « nonsense surveillance » 

tels que le NMD et le NAS (Lambert et al., 2019, 2020). En assurant la dégradation des ARNm 

contenant des PTC, le NMD limite la synthèse d’Ig tronquées et la surcharge du protéasome 

impliqué dans l’élimination des protéines aberrantes. A l’inverse, l’activation du NAS pour 

éliminer le PTC conduit à un épissage alternatif majoritairement par saut d’exon et peut 

provoquer la synthèse d’Ig tronquées. Au cours de précédents travaux, l’équipe a mis en 

évidence que l’hypertranscription des allèles d’Ig (productifs et nonproductifs) au cours de la 

différenciation plasmocytaire favorise le NAS des transcrits d’Ig contenant des PTC et peut 

provoquer la synthèse d’Ig tronquées (Ashi et al., 2019; Chemin et al., 2010; Srour et al., 2016). 

Srour et al ont également démontré qu’un saut d’exon lors de l’épissage des transcrits Igκ non-

productifs entraînait une forte production d’Ig sans domaine V et une apoptose des PC associée 

à une exacerbation du stress du RE (Srour et al., 2016). Cette étude a ainsi révélé l’existence 

d’un nouveau point de contrôle nommé TIE-checkpoint (pour « Truncated-Ig Exclusion ») 

permettant d’éliminer les cellules qui expriment des Ig tronquées au cours de la différenciation 

plasmocytaire. En éliminant les nombreux clones hébergeant des allèles d’Ig non-productifs 

avec des PTC au sein de l’exon V, ce TIE-checkpoint constitue un processus inédit qui façonne 

la population plasmocytaire de façon indépendante de la spécificité antigénique. En lien avec 

ces précédentes observations, les résultats obtenus durant ma thèse ont permis de démontrer 

l’efficacité d’approches utilisant des oligonucléotides antisens (ASO) pour moduler à façon 

l’épissage des transcrits d’Ig à des fins thérapeutiques, et de mettre en évidence une coopération 

entre les mécanismes impliqués dans la surveillance ARN (NMD) et protéique (UPR, 

autophagie …) dans les cellules sécrétrices d’anticorps. 
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. Analyse exploratoire d’approches antisens ciblant les transcrits d’Ig 

 

Traitement par ASO ciblant l’exon V de l’Ig monoclonale et impact sur la survie des 

cellules de myélome : intérêts, limites et perspectives de recherche 

 

Mes premiers travaux ont eu pour base un brevet déposé par l’équipe visant à éliminer 

sélectivement les PC tumoraux en mimant l’activation du TIE-checkpoint à l’aide d’ASO 

(WO/2017/089359). Les ASO utilisés ciblent les transcrits de l’Ig-mo au niveau des sites 

d’épissages de l’exon V pour produire des Ig sans domaine V dans les cellules tumorales afin 

de les éliminer par apoptose. Cette stratégie pourrait s’inscrire comme une nouvelle thérapie 

personnalisée dans le traitement des gammapathies monoclonales comme le myélome multiple 

(MM) ou l’amylose à dépôts de chaînes légères d’Ig (amylose AL). 

Lors d’un diagnostic chez le patient, la classe de l’Ig-mo produite en excès est d’abord 

caractérisée au niveau protéique par électrophorèse et immunofixation sur sérum (IgG, IgA, Igκ 

ou Igl), puis une ponction médullaire permet d’évaluer l’infiltration plasmocytaire mais aussi 

de déterminer la séquence nucléotidique précise de l’Ig-mo exprimée par le clone tumoral. En 

routine, cette analyse de clonalité repose soit sur un séquençage du CDR3 soit sur une analyse 

complète de l’exon V, incluant la nature du réarrangement V(D)J et la fréquence de SHM. Pour 

permettre l’élaboration d’un l’ASO s’hybridant sur un site donneur (dss) ou accepteur (ass) 

d'épissage, il est en revanche nécessaire de caractériser finement leur séquence au niveau des 

exons et des introns. Une amélioration des techniques de diagnostic actuellement utilisées 

présentées ci-dessous, devra être envisagée pour déterminer en routine ces séquences 

introniques jusqu’ici non prises en compte. Pour identifier les réarrangements V(D)J, le 

protocole « EuroClonality/BIOMED-2 » consiste en des tests de PCR multiplex standardisés 

permettant la détection de gènes d'Ig et de récepteurs de cellules T (TCR) sur ADNg. Le taux 

de détection des réarrangements clonaux à l'aide des jeux d'amorces EuroClonality/BIOMED-

2 est élevé et ces tests sont largement utilisés dans la plupart des syndromes lymphoprolifératifs 

(Sandberg et al., 2005). Récemment, l’équipe « the EuroClonality-NGS Working Group » 

dirigée par Patricia J. T. A. Groenen a amélioré ce protocole de diagnostic en le couplant au 

séquençage haut-débit NGS (Scheijen et al., 2019). Au-delà du diagnostic, cette approche 

permet de suivre au cours du temps l’évolution du clone entre un diagnostic et une rechute par 

exemple. Une autre technique de diagnostic et de suivi repose sur l’analyse des ARNm isolés 

après ponction médullaire par RACE-PCR (pour « Rapid amplification of cDNA ends ») ciblée 

et séquençage haut-débit des réarrangements V(D)J. La quantité considérable d’ARNm d’Ig 
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dans les PC facilite grandement cette analyse. Cette technique souvent nommée Ig-Rep-Seq 

(pour « Ig-Repertoire-Sequencing ») a été utilisée pour la première fois en 1997 pour identifier 

les réarrangements V(D)J de cellules primaires ou de lignées de lymphomes (Doenecke et al., 

1997). Aujourd’hui, de nombreuses plateformes comme « IMGT/HighV-QUEST » 

( http://www.imgt.org/HighV-QUEST) ou « Vidjil » (https://app.vidjil.org) permettent de 

traiter et de visualiser les séquences obtenues afin de déterminer facilement la clonalité d’un 

échantillon (Aouinti et al., 2015; Duez et al., 2016). Cette technique s’est par ailleurs 

grandement améliorée avec l'introduction des UMI (pour « Unique Molecular Identifiers ») 

contenant des nucléotides aléatoires insérés dans l'amorce de RT-PCR, afin d’identifier de 

manière unique chaque molécule d'ARNm. Dans un domaine comme l'analyse du répertoire 

immunitaire, où les séquences étudiées ne peuvent différer que d’une seule base, faire la 

distinction entre les erreurs techniques et les différences biologiques s’avère primordial (Rosati 

et al., 2017). Cette technique d’Ig-Rep-Seq disponible au laboratoire est désormais utilisée pour 

le diagnostic (Bender et al., 2019). Afin d’identifier les séquences nucléotidiques précises des 

sites d’épissage sur chaque patient, nous envisageons d’améliorer les protocoles cités 

précédemment. Pour BIOMED-2, de nouvelles amorces sens situées dans le Leader Part-1 et 

antisens situées dans l’intron en aval des segments J, utilisées seules ou couplées avec des 

amorces existantes, pourraient permettre d’identifier rapidement la séquence des sites ass 

(intron-5’ exon V) ou dss (3’ exon V-intron) sur ADNg. Les amorces introniques J antisens 

pourraient également être utilisées lors de la deuxième PCR après l’étape de RACE pour 

amplifier spécifiquement les pré-ARNm et avoir accès aux séquences introniques. Ces avancées 

techniques dans le domaine du diagnostic et l’identification complète de la séquence des sites 

d’épissage de l’exon V devraient permettre la conception rapide d’un ASO personnalisé pour 

chaque patient. 

Nos travaux présentés dans l’Article 1 mettent en évidence la faisabilité d’une telle stratégie 

dans le traitement du MM. Dans un premier temps, nous avons testé la stratégie sur la lignée 

RPMI 8226 sécrétant une Igl seule présentant un réarrangement IGVλ2-14-Jλ2. Après 

séquençage, un ASO a été élaboré pour cibler le site dss au niveau du segment Jλ2. L’ASO a 

permis de moduler l’épissage des transcrits d’Ig, néanmoins la présence d’un site donneur 

d’épissage cryptique au niveau du CDR1 n’a permis qu’un saut d’exon partiel. Les RT-PCR 

réalisées dans les conditions non traitées et contrôle ASO révèlent également que cet épissage 

alternatif se produit spontanément à un taux basal. De façon intéressante, ce site d’épissage 

cryptique est absent de la séquence germinale Vl2-14 et son apparition est due à des 

événements de SHM au sein du CDR1. L’analyse des sites d’épissage réalisée grâce au logiciel 



186 

 

« Human Splicing Finder - Version 3.1 » révèle aussi l’existence d’autres dss cryptiques dont 

certains présentent un score prédictif plus fort que celui utilisé au sein du CDR1. Ce type de 

transcrits alternatifs n’est cependant pas détecté, car l’utilisation de ces dss cryptiques provoque 

un décalage du cadre de lecture et l’apparition de PTC, entrainant vraisemblablement leur 

dégradation par NMD.  

Après traitement de la lignée XG6 par l’ASO-Jλ2-3’ss, nous avons observé un épissage 

alternatif similaire utilisant un dss cryptique proche du CDR2, qui une fois encore n’est pas 

présent sur la séquence germinale et qui semble être provoqué par SHM. Contrairement aux 

observations faites sur la lignée RPMI 8226, suggérant que la production d’Igl tronquées de 

leur partie FR2 à FR4 est très toxique, la production d’Igl tronquées de leur partie FR3 à FR4 

n’a pas révélé de toxicité. Cet effet très différent sur la viabilité cellulaire reste à élucider et 

pourrait dépendre de longueur de la région V éliminée par épissage alternatif. L’équipe a 

auparavant démontré qu’une production d’Ig totalement dépourvue de son domaine V conduit 

à une apoptose massive des PC, et nos résultats indiquent qu’une délétion majeure (incluant le 

CDR1 et la partie FR2 à FR4) provoque un effet similaire. Par conséquent, il serait judicieux 

d’étudier comparativement la prise en charge des Igl tronquées des lignées RPMI 8226 et XG6 

produites après traitement ASO par les protéines chaperonnes (BIP…), mais aussi de leur 

capacité à perturber l’homéostasie du RE. Néanmoins, la présence de nombreux dss cryptiques 

et la toxicité variable des Ig tronquées codées par ces différents transcrits alternatifs mettent en 

évidence les limites de cette approche et soulignent l’intérêt d’un ciblage du site ass plus 

conservé (voir ci-après). Cette dernière approche limitant l’apparition de sites ass cryptiques et 

permettant un saut complet de l’exon V est désormais privilégiée sur les cellules de myélome 

et de façon générale sur les cellules B post-GC, ayant subi le SHM. Ces travaux nous ont permis 

aussi d’émettre l’hypothèse d’une action plus large du TIE-checkpoint qui pourrait permettre 

une sélection négative des PC hébergeant des SHM induisant l’apparition de dss cryptiques et 

la production d’Ig aberrantes potentiellement toxiques. Ces mutations pourraient conduire à 

l’élimination des PC normaux mais être sans effet dans les PC tumoraux dont les événements 

oncogéniques conduisent fréquemment à une inhibition de l’apoptose. Nous avons récemment 

entrepris cette étude en commençant par identifier les dss cryptiques dans les séquences V 

germinales. Ces séquences ont été récupérées sur la base de données IMGT (Leader 

Part1/Leader part2 + V exon) puis l’analyse a été réalisée en quantifiant le score des sites 

d’épissage (de 0 à 1) grâce aux logiciels « Human Splicing Finder - Version 3.1 » et 

« Predoss ». Enfin, seuls les sites avec un score >0,2 et dont l’utilisation respecte le cadre de 
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lecture en phase ont été sélectionnés. Les résultats montrent que l’on dénombre environ 190 dss 

cryptiques pour les IgH, Igκ et Igl confondues. De plus, les familles IgVH3-30 et IgVH5-51 

préférentiellement représentées dans les cellules de myélome possèdent des dss cryptiques sur 

leur séquence germinale avec des scores très élevés (respectivement 0.767, 0.870) (González et 

al., 2007). Il serait donc intéressant d’analyser le SHM autour de ces dss cryptiques et l’épissage 

de ces transcrits IGH pour savoir si les cellules de myélome utilisent ces sites ou présentent des 

SHM pour les atténuer. 

Nous disposons de données haut-débit issues de multiples analyses du répertoire des Ig aux 

stades tardifs du développement B et dans un contexte tumoral. Il sera donc intéressant 

d’effectuer une étude comparative afin de déterminer le score de l’ensemble des dss cryptiques 

entrainant potentiellement un épissage alternatif et la production d’Ig tronquées. Les résultats 

obtenus pourraient ainsi nous éclairer sur l’apparition et/ou l’élimination de dss cryptiques par 

SHM, et la contre-sélection ou non des PC normaux ou tumoraux exprimant des Ig tronquées à 

partir de dss cryptiques, par activation du TIE-checkpoint. A titre d’exemple, l’équipe de 

Christophe Sirac au sein du laboratoire a récemment rapporté le cas d’un patient atteint de 

HCDD (« Heavy Chain Deposition Disease ») et exprimant une Igl tronquée suite à l’utilisation 

d’un dss cryptique au sein du CDR1 (Bender et al., 2018). Cette observation apporte des 

renseignements sur l’histoire naturelle de cette pathologie et suggère que l'altération de l’Igl 

qui, par sa perte partielle de sa partie V n’avait plus la possibilité de s’assembler à la chaîne 

lourde g1, serait à l’origine de la délétion de l’exon CH1 sur cette dernière provoquant ainsi son 

dépôt et l’atteinte rénale. En effet, l’IgG1 non assemblée ne peut être sécrétée efficacement et 

induit un fort stress du RE alors que la suppression de son exon CH1 de l’IgG1 réduit ce stress 

et permet la sécrétion de cette chaîne lourde. Selon cette hypothèse, la production des chaînes 

Igλ tronquées a indirectement favorisé l’émergence de la pathologie HCDD chez ce patient. 

Les processus génétiques par lesquels la cellule a supprimé l’exon CH1 sur l’ADNg sont en 

revanche largement incompris. Ainsi, les conséquences de l’utilisation d’un dss cryptique 

peuvent être néfastes et ce phénomène pourrait être contre-sélectionné au cours du 

développement B normal. 

Nous nous sommes ensuite concentrés sur le ciblage du site ass, dont la séquence consensus 

prend en compte le site lui-même mais aussi le tractus polypyrimidine en amont, limitant 

considérablement l’apparition de sites ass cryptiques. Cette approche a été validée sur la lignée 

SK-MM-2 exprimant une Igk avec un réarrangement IGVκ3-15-Jκ4. Le saut complet de l’exon 

V a permis la production d’une Igκ tronquée hautement toxique pour la cellule. Afin de nous 
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rapprocher des conditions in vivo nous avons mis au point un protocole de xénogreffe (sous-

cutanée) en matrigel dans des souris immunodéficientes Rag2-/-γC-/-
 combiné à traitement ASO 

par injections intra-tumorales. La régression tumorale observée sur la cohorte ayant reçu des 

injections d’ASO-Vκ3-3’ss est prometteuse. Néanmoins, d’autres voies d’administration 

permettant une administration systémique d’ASO doivent être testées après xénogreffes 

intraveineuses ou orthotopiques de cellules de myélome reproduisant l’infiltration médullaire 

caractéristique du MM. Nous avons également amorcé une collaboration avec le Dr Elke De 

Bruyne pour évaluer l’efficacité d’un traitement systémique par ASO sur le modèle 5TM 

reproduisant assez fidèlement la pathologie du MM chez la souris (Vanderkerken et al., 1997). 

Actuellement, nous avons séquencé et caractérisé les réarrangements VDJ des lignées 5T2MM 

et 5T33MM pour permettre le design des différents ASO. L’intérêt de ce modèle reposant sur 

l’injection de PC tumoraux allogéniques (5T2MM, 5T33MM) dans des souris 

immunocompétentes (C57BL/KalwRij) et qu’il permet d’évaluer en parallèle l’impact des ASO 

sur le système immunitaire.  

Un aspect de la technologie antisens à prendre en compte dans l’évaluation de la faisabilité 

de la stratégie est le ciblage des niches médullaires par l’ASO. En effet, nous avons utilisé pour 

nos expériences, des ASO développés par l’entreprise Genetools® de type PMO couplé de façon 

covalente à un dendrimère d'octa-guanidine. Ces ASO appelés vivo-morpholinos sont capables 

de pénétrer efficacement dans la membrane plasmique et permettent une diffusion passive aussi 

bien in vitro que in vivo. Mais le ciblage de la moelle osseuse et la toxicité intrinsèque des 

chimies de l’ASO sont des obstacles majeurs à surmonter pour une thérapie chez le patient. 

Cependant, comme décrit précédemment dans l’introduction de ce manuscrit, de nombreux 

progrès et avancées scientifiques dans le cadre de développement de nouveaux médicaments 

tendront à résoudre ces problèmes à l’avenir. Par exemple, pour cibler les niches de plasmocytes 

dans la moelle osseuse, des ASO couplés à des anticorps (pour « Antibody-Drug-Conjugates 

» : ADC-ASO) peuvent être utilisés, tandis que de nouvelles chimies, comme le tricyclo-ADN 

ou PPMO (peptide conjugué-phosphorodiamidate morpholino oligonucléotides), continuent 

d'élargir les possibilités d'applications. Récemment, l’équipe de Jonathan Hall a travaillé sur 

une maladie génétique rare : la Protoporphyrie érythropoïétique (ou « Erythropoietic 

protoporphyria EPP ») (Halloy et al., 2020). Elle est due à la perte de fonction de la 

ferrochélatase (FECH), enzyme jouant un rôle dans la voie de biosynthèse de l'hème. Avec plus 

de 80% de l'hème produit dans les progéniteurs des globules rouges, la moelle osseuse est le 

site majeur de cette biosynthèse. La plupart des patients présentent une mutation qui favorise 

l'épissage aberrant de l’ARNm de Fech avec la présence d’un site cryptique dans l’intron entre 
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les exons 3 et 4. Les auteurs, après avoir développé un modèle de souris ont essayé de corriger 

cet épissage aberrant à l’aide d’ASO. Se confrontant aux mêmes problématiques que nous quant 

au ciblage de la moelle osseuse, ils ont élaboré des ASO pour un ciblage efficace dans la souris. 

Des ASO MOE-PS ont été conjugués à plusieurs éléments connus pour favoriser le ciblage dans 

la moelle osseuse : l'acide stéarique (acide-gras) qui augmente la stabilité in vivo dans la 

circulation sanguine en raison de sa liaison à l'albumine sérique (Wolfrum et al., 2007), un 

résidu heptapeptide qui favorise le ciblage dans la moelle osseuse et qui se lie préférentiellement 

aux cellules souches (Nowakowski et al., 2004) et le thiocholestérol qui délivre des 

oligonucléotides à la moelle osseuse (Osborn and Khvorova, 2018; Schlegel et al., 2012). Leurs 

résultats montrent qu’un ciblage dans la moelle osseuse est possible. Comparativement aux 

autres conjugués, l’ASO couplé au résidu heptapeptide (STFTKSP) a été retrouvé en 

concentration 6 fois supérieure (224 ± 87 contre 35 ± 12 ng/mg de tissu) au niveau de la moelle 

osseuse. Ces avancées conduiront à faire évoluer la biodistribution des ASO pour résoudre les 

obstacles de ciblage spécifique avec peut être l’élaboration de peptide spécifique des 

plasmocytes de la moelle osseuse. 

Une autre approche consiste à étudier l’efficacité de cette stratégie antisens sur des cellules 

primaires de patients MM prélevées au diagnostic et après rechute(s). Pour cela, nous disposons 

d’un accès facilité à de nombreuses ponctions médullaires à travers plusieurs collaborations 

(CHU de Limoges, services et laboratoires d’hématologie et d’immunologie, Centre National 

de Référence amyloses AL ; CHU de Montpellier Département d’hématologie biologique, Dr 

Moreaux J projets INCa-PLBIO 2015-2019 coordonateur J. Moreaux et ANR-PRC 2017-2020 

coordonateur L. Delpy). Une expérience préliminaire a été réalisée sur un patient dont l’Ig-mo 

présentait une homologie éligible à un traitement par l’ASO-Vκ3-3’ss (l’exon présente 2 

mésappariements de base, mais nous n’avons pas pu obtenir l’information sur la séquence 

intronique). Après mise en culture des cellules de moelle du patient en présence d’ASO, nous 

avons observé un saut complet de l’exon V qui restait cependant assez faible, 

vraisemblablement à cause des quelques mésappariements de base de l’ASO. Néanmoins, ce 

traitement ASO a permis de diminuer la fréquence de cellules tumorales de 37% à 23% 

(CD38highCD138high), sans affecter les cellules non tumorales (précurseurs CD34+ ou cellules 

différenciées CD38highCD138neg). Comme cité précédemment, pour tester cette approche sur 

les cellules de nombreux patients, il faut mettre en place une analyse haut débit fiable et rapide 

permettant d’identifier la séquence de l’ass. La mise en place d’une technique de RACE PCR 

permettant avec un séquençage haut débit des pré-ARNm est en cours d’étude. 
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Pour affirmer le caractère sélectif de cette approche, nous avons étudié l’impact de 

traitements ASO ciblant un réarrangement V(D)J spécifique sur le répertoire B naïf après 

différenciation in vitro de cellules B en plasmablastes. Notre objectif était de cibler un 

réarrangement particulier sur les chaînes IgL ou IgH et d’éliminer les cellules ayant ce type de 

réarrangements. En prenant en compte les résultats précédents obtenus sur les lignées, il 

semblait pertinent de cibler des sites accepteurs des segments V, nous avons cependant choisi 

de cibler les sites donneurs des segments JH ou Jκ. En effet, la quantité de segments V différents 

possiblement réarrangés n’offrait pas assez de variation de fréquence au niveau de l’analyse du 

répertoire. Effectivement, il y a chez la souris 152 gènes IGHV dont 97 fonctionnels mais 

seulement 4 IGHJ fonctionnels et 174 gènes IGKV dont 96 fonctionnels et 4 IGKJ fonctionnels. 

Le ciblage des segments Jκ1 nous permet de cibler environ 34% des cellules (Aoki-Ota et al., 

2012) et celui de JH2, environ 32,5% (Collins et al., 2015). En considérant cette répartition, 

même si des sites cryptiques étaient utilisés comme pour XG6 limitant la toxicité, l’effet de 

l’ASO serait quantifiable sur le reste de la population des cellules B. De plus, le taux de SHM 

après stimulation LPS de cellules B naïves est quasiment nul. Notre étude a permis de démontrer 

pour la première fois qu’un traitement ASO contre un segment JH ou Jκ permettait de moduler 

à façon le répertoire d’Ig in vitro. L’élimination des populations de cellules ayant des 

réarrangements VnJκ1 est en accord avec la toxicité démontrée des chaînes légères d’Ig sans 

domaine V. En ce qui concerne l’élimination des populations VnDnJH2, ces résultats suggèrent 

que l’expression de chaînes lourdes sans domaine V est également toxique dans les cellules 

sécrétrices d’anticorps, apportant indirectement une preuve que le TIE-checkpoint pourrait 

intervenir également après épissage alternatif des transcrits IgH. Néanmoins, une analyse 

précise du mécanisme d’élimination reste à réaliser avec l’étude du stress du RE et de 

l’activation des voies apoptotiques dans ces cellules. 

 

Traitement par ASO ciblant l’exon constant CH1 sur les transcrits de chaînes lourdes 

d’Ig 

J’ai également testé l’efficacité d’une autre approche décrite dans le brevet initial et 

permettant le ciblage de sous-classes d’Ig à l’aide d’ASO génériques ciblant un exon constant 

(CH1 …) de chaînes lourdes d’Ig, très conservé et non soumis au processus de SHM. De façon 

analogue aux approches personnalisées, présentées précédemment, le ciblage des exons 

constants pourrait induire la production de chaînes lourdes tronquées, provoquer un stress du 

RE et entraîner l’apoptose des PC. Bien que la production d’une chaîne lourde sans CH1 puisse 

être à l’origine de dépôts d’Ig dans la pathologie HCDD (Bender et al., 2018; Bonaud et al., 
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2015), il est important de noter que les PC produisant une IgG sans CH1 sont beaucoup plus 

sensibles au traitement par le Bortézomib (Bz), un inhibiteur du protéasome utilisé actuellement 

comme traitement du MM, que leurs homologues sauvages produisant des Ig complètes 

(Bonaud et al., 2015). En effet, les IgG tronquées sans CH1 sont mal sécrétées par les 

plasmocytes de par leur défaut d’assemblage ou leur propension à s’agréger, et induisent 

l’apoptose suite à un stress du RE prolongé. Cette stratégie de ciblage permettrait donc 

d’étendre le spectre d’action des ASO en utilisant un médicament générique pour un grand 

nombre de patients. Ainsi, un seul type ASO permettrait de cibler une sous-classe d’Ig comme 

IgG1 ou IgA fréquemment exprimée par les cellules de myélome voire IgM ou l’IgE dans 

d’autres pathologies. Les résultats préliminaires présentés dans la partie « Résultats » ont révélé 

une diminution importante de la production d’IgG dans les PBCM et la lignée de myélome LP1. 

Néanmoins, l’épissage alternatif induit par le traitement ASO reste à approfondir et nous 

supposons que l’ASO ciblant le dss de l’exon CH1g induit préférentiellement une rétention de 

séquence intronique plutôt qu’un saut de l’exon CH1. Le traitement par cet ASO-CH1g-3’ss de 

la lignée LP1, mettant une fois de plus en évidence l’utilisation d’un dss cryptique provoqué 

par SHM, souligne également la complexité du processus d’épissage alternatif. Ainsi, en 

absence de dss cryptique, il semblerait que la rétention de séquence intronique soit privilégiée 

alors que la présence d’un tel site dans l’exon V oriente l’épissage en favorisant son utilisation. 

A noter également, que ce dernier cas de figure se produit après l’épissage de l’exon V sur 

l’exon CH1 empêchant ainsi l’élimination stricte de l’exon CH1. Bien que les mécanismes sous-

jacents restent à élucider et que cette stratégie conduise à une diminution drastique de la 

production d’IgG complète, nous envisageons d’étudier l’impact d’ASO ciblant les sites ass des 

exons constants (CH1, CH2 ou CH3) pour poursuivre le développement de cette stratégie 

antisens « générique ». 

 

. Coopération entre le NMD et l’UPR dans les plasmocytes normaux et tumoraux  

 

Maintien de l’homéostasie protéique dans les plasmocytes normaux 

Le but de cette étude est de mieux comprendre la régulation des mécanismes de surveillance 

intervenant sur le contrôle de l’expression génique au niveau des ARNm et dans le maintien de 

l’homéostasie protéique intracellulaire (ou « protéostasie »), dans les cellules plasmocytaires. 

Pour cela, nous avons analysé en parallèle l’efficacité du NMD et l’action des voies de l’UPR 

dans des modèles murins appropriés. Les souris iTIE avec une production forcée d’Ig tronquées 

dans les PC, caractérisées par un stress exacerbé du RE et une réponse UPR forte, ont été 
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croisées avec des souris IgHwt/frVκ, qui permettent l’étude de la dégradation par NMD des 

transcrits IgH non-sens (Srour et al., 2016; Tinguely et al., 2012). 

De nombreuses études ont déjà montré que la réponse UPR inhibait le mécanisme de NMD 

dans des cellules non lymphoïdes (Gardner, 2008b; Goetz and Wilkinson, 2017b; Karam et al., 

2015b) conduisant à la stabilisation d'un certain nombre de transcrits codant pour des facteurs 

de l’UPR tels que ATF4, ATF3, CHOP, ATF6, FSD1L, HERP, IRE1α, PERK, PRDG1, 

TNRC1 et TRAF2 (Gardner, 2008b; Karam et al., 2015b; Mendell et al., 2004). Le NMD 

dégrade les ARNm codant pour les composants UPR pour empêcher son activation en réponse 

à un faible stress. Cependant, en réponse à un fort stress du RE, le NMD est inhibé par l'UPR 

pour permettre une réponse au stress efficace. La dégradation des ARNm par NMD étant 

dépendante de la synthèse protéique, l’inhibition de ce mécanisme par l’UPR serait la 

conséquence d’une atténuation globale de la traduction par activation de la voie PERK et 

phosphorylation d’eIF2α. Cette phosphorylation autorise néanmoins la traduction de certains 

ARNm (Baird et al., 2014). En autorisant la traduction de certains ARNm codant des protéines 

tronquées, il semble au contraire envisageable qu’une inhibition globale du NMD pourrait 

amplifier le stress du RE. 

Dans les PC, il a été montré que la voie PERK est inhibée (Gass et al., 2008; Ma et al., 

2010; Mielke et al., 2011; Zhang et al., 2005). Un fort stress du RE n’induit dès lors que les 

voies IRE1α et ATF6 de l’UPR pour permettre la synthèse massive d’Ig sans inhibition de la 

traduction. Nos données suggèrent que dans les cellules sécrétrices d’anticorps, l’inhibition de 

la voie PERK autorise l’activation du mécanisme de NMD même lors d’un stress intense du 

RE. Nous montrons ici qu’il existe une coopération forte entre le mécanisme du NMD et la 

réponse UPR avec une dégradation par NMD très efficace des transcrits IgH non-productifs 

dans des cellules B activées subissant un stress. Ce mécanisme apparaît donc comme un moyen 

d’adaptation efficace limitant la traduction d’Ig tronquées qui pourraient provoquer une 

apoptose associée à un stress du RE, tout en préservant une synthèse massive d’Ig.  

La régulation entre NMD et UPR a été historiquement sujette à controverse. Mais la 

complexité des mécanismes est importante et ne reste élucidée qu’en partie. Le contexte 

cellulaire est important, car la régulation suit une cinétique qui permet un équilibre entre des 

seuils d’inhibition et d’activation. Il a été récemment démontré que la localisation cellulaire du 

mécanisme du NMD était importante. Le RE est un site majeur de synthèse protéique, avec en 

particulier, les ARNm codant pour les protéines sécrétées comme les Ig. Le RE et le cytoplasme 

constituent des environnements différents pour la traduction des protéines et la régulation post-

transcriptionnelle des gènes (Reid and Nicchitta, 2015). Actuellement, le NMD cytoplasmique 
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est largement étudié au niveau de ses mécanismes et de sa régulation. Cependant, les 

mécanismes de NMD sur les ARNm traduits au RE sont mal connus, car leur localisation 

empêche leur exposition au NMD cytoplasmique. Récemment, l’équipe de Javier F. Cáceres a 

décrit une nouvelle voie de NMD localisée au niveau du RE (Longman et al., 2020) : l’ER-

NMD (pour « endoplasmic reticulum NMD »). Les auteurs se sont intéressés à une protéine 

particulière : NBAS (pour « Neuroblastoma-amplified sequence »), une protéine localisée à la 

membrane du RE, constituée de 2371 acides aminés et composant du complexe Syntaxin18. 

NBAS est une protéine avec deux fonctions indépendantes dans la sécrétion des protéines et 

dans le NMD. NBAS recrute le facteur du NMD UPF1 à la membrane du RE au niveau du 

« translocon » et favorise la dégradation des substrats de NMD qui sont traduits au RE. Il a été 

montré que NBAS se liait directement à l’ARNm, et contribue à la sélection des cibles NMD, 

et est préférentiellement associé au complexe SURF de surveillance initial, où UPF1 est 

hypophosphorylée. De plus, NBAS semble s’associer à d’autres facteurs tels que SMG5, 

SMG6, SMG7 qui sont nécessaires pour la dégradation de l'ARNm aux dernières étapes du 

NMD. Il serait donc intéressant de localiser finement le siège de dégradation des transcrits d’Ig 

non-sens afin de déterminer si ces ARNm sont pris en charge par ER-NMD. 

Enfin, il a été montré que le NMD dégrade les ARNm IRE1α par un mécanisme « EJC-

indépendant » reposant sur la structure et la longueur de la 3′ UTR. Nous pouvons donc 

supposer que différents mécanismes de NMD coexistent dans les PC dont le NMD EJC-

indépendant et l’ER-NMD. Lors d’un stress accru dû à la forte sécrétion des Ig, il pourrait se 

produire une inhibition préférentielle du NMD EJC-indépendant cytoplasmique afin 

d’augmenter la réponse UPR mais le ER-NMD pourrait être activé pour dégrader 

spécifiquement les ARNm des protéines sécrétées telles que les Ig. Nous avons cependant 

observé que l’efficacité de prise en charge des transcrits Igk non-sens, par un mécanisme NMD 

obligatoirement EJC-indépendant compte tenu de la position des PTC, restait faible et assez 

constante au cours du développement B mais n’était pas inhibée dans les cellules sécrétrices 

d’Ig (Chemin et al., 2010). Identifier la stabilité des différents substrats de NMD (dépendants 

ou indépendants de l’EJC, dégradés dans le RE ou dans le cytoplasme…), à l’échelle du 

transcriptome et en fonction de l’intensité de l’UPR, pourrait aider à comprendre pour quelle 

raison son activation conduirait à une inhibition du NMD (Karam et al., 2015b) ou autoriserait 

une coopération entre ces deux mécanismes de surveillance (Article 3).  
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Le NMD dans les MM  

Il serait pertinent d’étudier le mécanisme de NMD dans la pathologie du MM, afin 

d’envisager un traitement basé sur des inhibiteurs de NMD dans ces cellules sécrétrices très 

sensibles à des dérégulations de la protéostasie. Ainsi, une inhibition du NMD pourrait entraîner 

une accumulation d’ARNm contenant des PTC et augmenter la synthèse de protéines tronquées, 

induisant une surcharge du protéasome et une sensibilité accrue au traitement Bz.  

Le développement d'inhibiteurs des différents composants de la voie NMD est en plein essor 

et est essentiel pour obtenir des informations sur le mécanisme du NMD. Actuellement, des 

inhibiteurs de NMD existent tels que NMDi14 (Martin et al., 2014), VG1 (Gotham et al., 2016) 

ou NMDI1 (Durand et al., 2007). Ce dernier stabilise les isoformes hyperphosphorylées de la 

protéine UPF1 et réduit les interactions entre les protéines UPF1-SMG5. La patéamine A (PatA) 

inhibe aussi le NMD par interaction directe avec eIF4AIII (Dang et al., 2009) et d’autres 

composés ont été identifiés comme inhibant l’interaction SMG7-UPF. La curcumine, des 

dérivés de pyrimidine, la wortmannin et la caféine se sont avérées aussi des inhibiteurs du NMD 

(Dang et al., 2009; Feng et al., 2015; Gopalsamy et al., 2012; Usuki et al., 2004), tout comme 

les inhibiteurs de la traduction comme l’émétine (Wang et al., 2011). 

Au cours de ma thèse, nous avons étudié le NMD dans des lignées de MM. Nous avons tout 

d’abord confirmé que le NMD était très actif dans les lignées de myélome en examinant des 

substrats endogènes de NMD (TBL2, SC35 1,6 et SC35 1,7) après un traitement à l’émétine. 

En parallèle, nous avons testé des inhibiteurs spécifiques du NMD tels que VG1 ou NMDi14 

mais ils n’ont pas permis d’inhiber le NMD sur les cellules de myélome. Pour déterminer si le 

mécanisme de NMD représente une cible thérapeutique intéressante dans le MM, en utilisation 

seule ou combinée au traitement Bz, des expériences supplémentaires sont essentielles et 

notamment l’inhibition du NMD à l’aide de siRNA ou d’ASO « gapmer » (anti-UPF1…). 

Une autre approche s’est révélée très intéressante. Nous avons étudié l’efficacité du NMD 

en présence de différentes drogues induisant un stress du RE. Le traitement des cellules SK-

MM-2 avec du Bz entraîne un stress du RE et une augmentation de Bip, mais n’affecte pas la 

dégradation des ARNm par NMD. De façon intéressante, des traitements avec de la 

Tunicamycine (TM) et du MG132 (MG) induisant un stress du RE avec une augmentation de 

Bip provoquent quant à eux, une inhibition du NMD. Nous avons pu corréler cette observation 

avec une augmentation importante de CHOP, non observée dans le cas du traitement Bz. Ces 

résultats sont donc en accord avec le fait que dans les PC, l’absence d’activation de la voie 

PERK permet le maintien d’une forte dégradation par NMD. Enfin, une étude faisant l’objet 

d’une communication affichée a récemment souligné la pertinence des inhibiteurs de NMD 
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dans le traitement du MM. La molécule CC-115 est un inhibiteur connu de la protéine mTOR 

kinase (TORK) et de l'ADN-PK mais inhibe également des acteurs clés dans l'activation du 

NMD. Un criblage comparatif de 141 lignées cellulaires cancéreuses a été réalisé avec le CC-

115. L'inhibition du NMD a entraîné une diminution de la phosphorylation de UPF1 et une 

augmentation dose-dépendante des ARNm sensibles au NMD avec l’activation de la voie 

PERK de l’UPR, corrélée à l'augmentation de l'expression d'ARNm d’ATF4, ATF3 et CHOP 

sans affecter HSPA5 ou XBP1s. Il a été démontré que les lignées de MM étaient en général très 

sensibles au CC-115. La mort cellulaire s'est produite via la voie mitochondriale de l'apoptose, 

dépendante de l'activité caspase et de la présence de Bax-Bak (Leeksma et al., 2019). Les études 

n’ont en revanche pas déterminé si un traitement au CC-115 augmentait la sensibilité des 

lignées de myélome aux traitements par inhibiteurs du protéasome, comme le Bz. 
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. Conclusion générale 

 

Les travaux effectués durant ma thèse ont apporté la preuve que des stratégies antisens 

utilisant des ASO pour cibler les transcrits d’Ig ouvrent de belles perspectives thérapeutiques 

dans le traitement des gammapathies monoclonales comme le MM. Nous avons montré qu’un 

traitement ASO pouvait moduler l’épissage des ARN codant l’Ig monoclonale et favoriser un 

saut d’exon, induisant ainsi la production d’Ig tronquées et l’apoptose des cellules de myélome. 

Nous espérons que des améliorations en terme de biodistribution des ASO permettront un 

ciblage efficace des niches plasmocytaires dans la moelle osseuse, afin de proposer cette 

alternative thérapeutique personnalisée aux patients. Pour limiter les inconvénients liés à 

l’utilisation d’un ASO pour chaque patient, nous avons exploré l’efficacité d’un ASO générique 

ciblant une sous-classe d’Ig. Nos résultats préliminaires montrent qu’un traitement par un ASO 

ciblant l’exon CH1γ de toutes les IgG provoque une baisse drastique de la production d’IgG, 

offrant ainsi une thérapie générique, potentiellement applicable chez tous les patients dont le 

clone tumoral exprime une IgG.  

Dans une recherche plus fondamentale, nous avons aussi montré que l’ASO pouvait 

moduler la commutation de classe (CSR : « Class switch recombination ») des Ig dans les 

cellules B. Cette stratégie est donc un outil de choix pour orienter ou inhiber l’expression 

d’isotypes particuliers d’anticorps. 

Enfin, nous avons démontré que les mécanismes de surveillance des ARN, comme le NMD 

(« Nonsense-Mediated mRNA Decay »), et ceux impliqués dans le contrôle de l’homéostasie 

protéique intracellulaire, comme l’UPR (« Unfolded Protein Response »), coopèrent dans les 

plasmocytes pour permettre une sécrétion importante d’anticorps Ig tout en maintenant un stress 

du RE acceptable.  

En conclusion, nous espérons avoir participé à la découverte de nouvelles utilisations 

thérapeutiques des ASO et, sur un plan plus fondamental, que ces travaux apportent un éclairage 

sur la régulation de l’expression des Ig au cours du développement lymphocytaire B tardif. 
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Ashi, M.O., Srour, N., Lambert, J.-M., Marchalot, A., Martin, O., Le Noir, S., Pinaud, E., 

Ayala, M.V., Sirac, C., Saulière, J., Moreaux, J., Cogné, M., Delpy, L., 2019. Physiological 

and druggable skipping of immunoglobulin variable exons in plasma cells. Cell. Mol. 

Immunol. 16, 810–819. https://doi.org/10.1038/s41423-018-0160-6 

 

Contribution personnelle : 

J’ai participé aux expériences présentées en figure 6 et réalisé l’analyse du répertoire des 

chaînes lourdes d’Ig présentée en figure supplémentaire S1. 

 

 

 

 

  























Ashi et al. 

Supplementary Information 

Supplementary Fig. 1 shows VDJ repertoire analysis of IgHfrVκ alt-mRNAs. Supplementary Fig. 

2 shows absence of adverse toxic effect following ASO treatment. Supplementary Table 1, a 

separate excel file, shows SAM Multiclass analysis of genes related to RNA splicing during 

plasma cell differentiation. Supplementary Table 2 contains list of primers and probes used in 

ChIP, standard and real time PCR assays. 

 

LEGENDS OF SUPPLEMENTARY INFORMATION 

Supplementary Figure 1: VDJ repertoire analysis of IgHfrVκ alt-mRNAs 

PCs (B220-/CD138+) were sorted from spleens of IgHDH-LMP2A/frVκ mice and RACE-PCR was 

performed using a CH1µ reverse primer as described in methods. The VDJ repertoire of IgHfrVκ 

alt-mRNAs was analyzed using IMGT/High-V-Quest (Alamyar et al., 2012). a, c Pie charts 

represent VH and JH1-4 family usage, respectively. The total number of clonotypes identified 

(a) and the frequency of JH usage (c) are indicated. b Histograms of DH family usage in IgHDH-

LMP2A/frVκ mice.  

 

Supplementary Figure 2: Absence of adverse toxic effect following ASO treatment 

Splenic B cells (n=5) isolated from IgHwt/frVκ mice were stimulated with LPS (1µg/ml) for 4 days 

and treated or not with AON (1µM) during the last 2 days, as described in methods. a The 

proliferative index was determined by counting viable cells after Trypan blue exclusion. b The 

production of Igκ was analyzed in 96h supernatants to evaluate off-target effects of ASO 

treatments in antibody secreting cells. Bar graphs are expressed as mean ± SEM (ns: not 

significant). 
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Supplementary Table 2. Primers and probes used in ChIP, standard and real time PCR assays

Primers and probes Standard Real time ChIP Letter codea

VH7183-for 5' CGG TAC CAA GAA SAM CCT GTW CCT GCA AAT GAS C 3' x x

Cµ-rev 5' AGA CGA GGG GGA AGA CAT TT 3' x x x

IgHfrVκ-for 5' GGG CAC CAA GCT GGA AAT C 3' x x a

IgHfrVκ-rev 5' CGC CCC CAC TAG ATG CAT 3' x x a

IgHfrVκ-probe 5' AAC GGG TAA GTC TCG 3' x x a

IgHwt-for 5' TTC TGA GCA TTG CAG ACT AAT CTT G 3' x x b

IgHwt-rev 5' CCT AGA CAG TTT ATT TCC CAA CTT CTC 3' x x b

IgHwt-probe 5' CCC TGA GGG AGC CG 3' x x b

CH1µ-for 5' CTT CCC AAA TGT CTT CCC CC 3' x c

CH1µ-rev 5' TGC GAG GTG GCT AGG TAC TTG 3' x c

Gapdh Ex5-for 5' TGT TCC TAC CCC CAA TGT GT 3' x

Gapdh Ex6-rev 5' GGT CCT CAG TGT AGC CCA AG 3' x

Gapdh-probe Mm99999915_g1, Applied Biosystem x

a Letter code used in Fig. 1 A and Fig. 5 A. Degenerate nucleotide positions are coded as follows: M=A or C, S=C or G, 

Y=C, W=A or T.

Supplementary Table 2 (Ashi et al.) 

Supplementary Information 
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The random V(D)J recombination process ensures the diversity 
of the primary immunoglobulin (Ig) repertoire. In two thirds of 
cases, imprecise recombination between variable (V), diversity 
(D), and joining (J) segments induces a frameshift in the open 
reading frame that leads to the appearance of premature 
termination codons (PTCs). Thus, many B lineage cells harbour 
biallelic V(D)J-rearrangements of Ig heavy or light chain genes, 
with a productively-recombined allele encoding the functional 
Ig chain and a nonproductive allele potentially encoding 
truncated Ig polypeptides. Since the pattern of Ig gene 
expression is mostly biallelic, transcription initiated from 
nonproductive Ig alleles generates considerable amounts of 
primary transcripts with out-of-frame V(D)J junctions. How 
RNA surveillance pathways cooperate to control the noise 
from nonproductive Ig genes will be discussed in this review, 
focusing on the benefits of nonsense- mediated mRNA decay 
(NMD) activation during B-cell development and detrimental 
effects of nonsense-associated altered splicing (NAS) in 
terminally differentiated plasma cells. [BMB Reports 2019; 
52(12): 671-678]

INTRODUCTION

To ensure the fidelity of gene expression and prevent 
translation of truncated proteins, many cellular RNA 
surveillance pathways have been developed to distinguish 
between normal transcripts and those harboring premature 
termination codons (PTCs). RNA surveillance mechanisms 

have been extensively studied in lymphoid cells that naturally 
acquire PTCs at high frequencies during the error-prone V(D)J 
recombination process (1). Through the analysis of nonproductive 
(PTC＋) immunoglobulin (Ig) and T-cell receptor (TCR) tran-
scripts, it has been demonstrated that transcriptional silencing, 
splicing inhibition or suppression (SOS), alternative splicing, 
and mRNA degradation cooperate with each other to limit the 
amount of potentially deleterious truncated proteins (2-12).

The nonsense-mediated mRNA decay (NMD) pathway is 
very active in lymphoid cells. It ensures rapid degradation of 
PTC-containing mRNAs (1, 9, 13). The nearly complete 
absence of PTC＋ Ig or TCR mRNAs due to their strong NMD 
degradation can lead to the assumption that transcription of 
PTC＋ alleles is safe. Accordingly, nonproductive alleles are 
often considered as passengers in comparison with the driving 
effects of productively-rearranged Ig or TCR alleles during 
lymphoid development. Although the benefits of NMD 
activation are clearly established in lymphoid cells (14, 15), 
the impact of nonsense-associated altered splicing (NAS) with 
regard to the production of truncated Ig and TCR polypeptides 
remains unclear. The objective of this review is to summarize 
our current knowledge on the opposite effects of NMD and 
NAS during B cell development. This paradox will be discussed 
in line with our recent findings showing that NAS events can 
lead to the production of truncated Ig polypeptides that can 
blunt plasma cell (PC) differentiation (16). Challenging the 
classical antigen-driven PC differentiation model, this new PC 
checkpoint suggests that the expression of PTC＋ Ig genes can 
sometimes be disabling.

THE GENERATION OF ANTIBODY REPERTOIRE: A 
RISKY DIVERSITY

The error-prone V(D)J recombination process
Ig genes are good candidates to study nonsense RNA 
surveillance because the generation of primary Ig repertoire in 
early B-cell development and the process of somatic 
hypermutations (SHM) in germinal center B cells frequently 
generate PTCs (1). The V(D)J recombination process of Ig 
genes takes place in the bone marrow and assembles the 
variable region from germline variable (V), diversity (D), and 
joining (J) gene segments. Control of V(D)J recombination 
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occurs at several levels, including cell-type specificity, intra- 
and inter-locus sequential rearrangements, and allelic 
exclusion (17). Although DNA rearrangements in the Ig heavy 
(IgH) and light (i.e. Ig and Ig) loci occur in a precise order, 
the selection of gene segments within each locus is random. It 
allows for combinatorial diversity. The mechanism used by 
lymphoid cells to successfully rearrange their antigen (Ag) 
receptor genes requires the use of recombinase enzymes 
RAG1 & RAG2 that are only active in lymphocytes (18, 19). 
Recombinases act at early stages of lymphoid cell development 
in order to bring two segments into close proximity, forming a 
loop of intervening DNA which can then be excised. The ends 
of these segments are annealed to form a newly rearranged 
DNA sequence. To increase diversity, joining of V, D, and J 
segments is imprecise with nucleotide deletions or insertions. 
Non-template (N) nucleotide additions are introduced by 
terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT). Palindromic (P) 
insertions occur after asymmetric hairpin opening. Random 
N-additions cannot be attributed to any other genomic 
sequences. They rarely exceed a dozen nucleotides (20, 21). 
They are polymerized by TdT which is the third lymphoid- 
specific protein involved in V(D)J recombination besides 
RAG1 and RAG2 (22-25). P insertions rarely exceed two 
nucleotides and form a palindrome with respect to the 
sequence at the end of the coding strand (26-28). Although 
nucleotide deletions and insertions greatly enlarge the 
diversity of the Ig repertoire, only one third of all V(D)J 
junctions are in-frame, while the other two thirds are 
out-of-frame due to frameshift mutations that create PTCs.

Frequency of PTC-containing Ig genes in B-lineage cells
Clonal selection implies that each B cell clone expresses a 
unique receptor. Hence, one of the two inherited Ig alleles is 
functionally rearranged. This allelic exclusion associates 
asynchronous V(D)J recombination events at Ig loci with 
receptor-mediated inhibitory feedback control (29). At the 
pro-B cell stage, VDJ recombination is initiated by biallelic D 
to J rearrangements at IgH loci, followed by a monoallelic V to 
DJ recombination. A productive VDJ junction encodes the 
variable (V) region of the  heavy chain that can associate with 
the surrogate light chain to form pre-BCR (pre-B cell receptor). 
Regulatory mechanisms mediated by pre-BCR signaling prevent 
further V to DJ rearrangements on the second IgH allele and 
initiates VJ recombination at Ig light chain loci lacking D 
segments. By contrast, when the VDJ junction on the first IgH 
allele is nonproductive, the lack of the pre-BCR inhibitory 
signal allows V to DJ recombination on the second allele. If 
this second attempt is successful, a pre-BCR-mediated 
proliferation wave will generate abundant B cell clones with 
biallelic VDJ rearrangements. Roughly half of mature B cells 
harbor biallelic VDJ-rearrangements with a nonproductively- 
recombined IgH allele (30-32). If another nonproductive VDJ 
junction occurs on the second IgH allele, cells are eliminated 
through apoptosis. As mentioned above, pre-BCR signaling 

stimulates recombination of Ig light chain genes. The presence 
of two Ig and Ig light chain isotypes permits multiple VJ 
recombination events. Again, the expression of a functional 
BCR precludes further recombination in immature B cells. In 
humans, ∼50% of mature B cells express Ig. However, in 
mice, recombination takes places preferentially at the Ig 
locus and only 5% of B cells express Ig isotypes (32). Hence, 
B cells harbor numerous nonproductive VJ-recombined Ig light 
chain alleles (Fig. 1).

After their exit from the bone marrow, alternative splicing of 
constant C and C exons ensures co-expression of IgM and 
IgD at the surface of naïve B cells (33). Upon antigen 
encounter, IgD expression is downregulated and activated B 
cells are subjected to a second wave of Ig gene diversification 
by SHM in germinal centers (GCs). Frequent nonsense 
mutations can arise during this affinity maturation process that 
requires transcription of the target region and enzymatic 
activity of B-cell-specific activation-induced deaminase AID 
(34). This process leads to the introduction of multiple 
nucleotide changes in the V exon (i.e., VDJ or VJ) and a few 
hundred base pairs in the downstream intron (35). Nucleotide 
insertions and deletions (indels) have also been observed (36, 
37). SHM leads to the expression of a secondary repertoire 
from which B cells carrying a mutated BCR with improved 
Ag-binding affinity can be selected (38). We have previously 
observed that SHM occurs at similar levels on productive and 
nonproductive VDJ-rearranged IgH alleles (39). If a nonsense 
codon appears on the productive allele, the lack of Ag-binding 
activity provokes a rapid elimination of mutated B cell clones 
within GCs (40-42). The occurrence of SHM on nonproductive 
Ig alleles can introduce additional nonsense codons, modifying 
the PTC position within the V exon. Class switch recombination 
(CSR) also occurs in germinal centers. This second round of 
IgH intragenic rearrangements replaces the C exons with a 
downstream constant gene (43). GC B cells can differentiate 
into memory cells or terminally differentiated PCs that secrete 
substantial amounts of antibody (44). The PC transcriptional 
program induces major changes including a transcriptional 
boost of Ig gene transcription and the activation of unfolded 
protein response (UPR) to ensure proper Ig folding (45). In 
PCs, the use of secreted polyadenylation signal (PAS) instead 
of downstream membrane PAS allows alternative IgH 
pre-mRNA processing to switch from membrane to secreted Ig 
isoforms (46). Taken together, the vast majority of B-lineage 
cells harbor PTC＋ Ig alleles in their genome with nonsense 
codons introduced in the V exon or in the adjacent constant 
exon during the V(D)J recombination process or SHM (Fig. 1).

Transcriptional control of PTC-containing Ig genes
The high frequency of PTC＋ V(D)J-rearranged Ig alleles in 
B-lineage cells needs additional mechanisms to downregulate 
these nonsense transcripts. A transcriptional silencing of 
PTC＋ Ig genes has been proposed as a primary mechanism 
preventing their expression. This mechanism is called 
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Fig. 1. Abundance of nonproductive V(D)J rearrangements in B-lineage cells. (A) Schematic representation of productive and nonproductive V(D)J
rearrangements during the generation of primary antibody repertoire. V(D)J recombination is initiated by a monoallelic V to DJ recombination 
at the IgH locus (biallelic D-J rearrangements are not depicted). If successful, then V to J recombination occurs at Ig light chain (IgL) loci. Successive
IgL rearrangements are possible due to the fact that there are two Ig and two Ig alleles (not depicted). Pre-B cell receptor (pre-BCR) or BCR-mediated
feedback signalling upon in‑frame rearrangement of one IgH or IgL allele (i.e., VDJ＋ or VJ＋) prevents V(D)J recombination on the second
allele (32). By contrast, a nonproductive V(D)J recombination on one Ig allele (i.e. VDJ- or VJ-) induces rearrangement on the second allele.
The imprecise nature of V(D)J junctions generates ∼1/3 of productive and ∼2/3 of nonproductive V(D)J-rearranged alleles. Hence, most B-lineage
cells harbour nonproductively-recombined Ig alleles in their genome (red parts in pie charts). If the two attempts on both Ig alleles are unsuccessful,
the cell is programmed to die by apoptosis (dashed circles). (B) PTCs introduced during the error-prone V(D)J recombination process (red stars)
or by somatic hypermutations (SHM; yellow stars) can activate different modes of NMD degradation. Frameshift V(D)J junctions can lead to
the appearance of PTCs in the variable (V) exon or in the downstream adjacent constant exon. SHM can lead to the appearance of PTCs in
the first leader exon (L1: L-part1) or in the V exon, with a greater abundance in the complement-determining regions (CDRs). For IgH mRNAs,
PTC introduced by SHM or during V(D)J recombination can elicit exon junction complex (EJC)-dependent NMD. EJCs that remain bound to
mRNAs after a pioneer round of translation are depicted (blue ovals). As good NMD candidates, PTC-containing IgH mRNAs are strongly degraded
by NMD (up to 100-fold) (1, 9, 59). However, it has been demonstrated that some nonsense codons in the 5’-half of the VDJ exon could not 
elicit strong NMD degradation (73). Similarly, PTCs close to the initiation codon are NMD resistant in other models likely due to a critical
interaction between PABPC1 with the translation initiation complex (74, 75). For nonproductive Ig alleles, PTCs are located at the end of the 
V exon or within the last constant C exon. Hence, these PTC-containing IgL mRNAs could not elicit EJC-dependent NMD degradation, although
they are likely to be targeted by a PTC-PABC1 distance-dependent mode of NMD which induces a less efficient degradation (∼2-fold) (5).
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“nonsense-mediated transcriptional gene silencing” (NMTGS). 
It involves chromatin remodelling and “heterochromatinization” 
of the PTC＋ DNA sequence. NMTGS can be inhibited by the 
overexpression of exonuclease. However, the involvement of 
siRNA like molecules has not been elucidated yet (4). NMTGS 
is also impaired upon knock-down of the main NMD factor 
UPF1, suggesting a mechanistic link between NMD and 
NMTGS (47). Although NMTGS has been demonstrated in 
Hela cells transfected with minigene constructs, the occurrence 
of such a quality control mechanism needs to be determined 
in B cells. Instead of active silencing, many studies including 
ours have shown a biallelic transcription pattern for productive 
and nonproductive Ig alleles in B cells (9, 39, 48-51). To study 
the transcription and RNA surveillance of PTC＋ IgH alleles 
during B cell development, we introduced a nonsense V exon 
in the IgH locus to specifically mark each allele in hetero-
zygous mutants. Consistent with previous observations in a 
pro-B cell line (52), productive and nonproductive IgH alleles 
exhibited equivalent transcription rates with similar RNAPII 
loading in LPS-stimulated B cells (9, 48). This also confirms 
our earlier study in germinal center B cells, demonstrating that 
the frequency of transcription-dependent SHM is similar for 
productive and nonproductive VDJ-recombined IgH alleles 
(39).

RNA SURVEILLANCE IN B-LINEAGE CELLS

The machinery of RNA surveillance is now known to include 
various pathways controlling the quality of pre-mRNA and 
mRNA to limit the translation of truncated proteins. The 
molecular mechanisms involved in the activation of RNA 
surveillance pathways have been extensively reviewed 
previously (13, 53, 54).

Accumulation of PTC-containing Ig pre-mRNAs
Despite their active transcription, PTC＋ Ig genes can be 
controlled at pre-mRNA level. Previous studies (2, 6) performed 
in Milstein’s lab have shown an accumulation of PTC＋ Ig 
unspliced or splicing intermediate RNA precursors, supporting 
the idea that nonsense codons can be recognized in the 
nucleus by a mechanism independent of protein synthesis. In a 
simplified model of Ig transcripts containing only three 
exons, splicing intermediates can eliminate the first intron 
(IVS1) but retain the intervening sequence between VJ and C 
exons (IVS2). Upon transfection of B cell lines spanning the 
main developmental stages with PTC＋ and PTC-free Ig 
minigenes, we have observed that the presence of PTC 
induces a ∼2-fold increase for each unspliced and splicing 
intermediate RNA precursors (5). Again, unspliced and partially 
spliced Ig RNAs were mainly confined in the nucleus (5). The 
accumulation of PTC＋ precursors was not affected by protein 
synthesis inhibitors (5). In agreement with these data, RNA-FISH 
experiments performed in Sp6-derived hybridoma cells further 
demonstrated that PTC＋ Ig- pre-mRNAs could accumulate 

near the site of transcription (55). Recent findings obtained in 
Drosophila have indicated that UPF1 can bind to nascent 
RNAs at RNAPII transcription sites to facilitate nuclear 
processes of gene expression (56). It has been demonstrated 
that UPF1 is needed for the release of poly(A) mRNAs from 
chromosomal transcription sites and for their export from the 
nucleus. It is tempting to speculate that these new nuclear 
scanning functions of UPF1 could be involved in the nuclear 
accumulation of nonproductive Ig RNA precursors or in NAS 
(see below). Interestingly, fluctuations in the steady state level 
of PTC＋ IgH pre-mRNAs occurs during B cell development, 
with low accumulation in PCs compared to resting B cells (9). 
These observations indicate that a high level of transcription 
precludes splicing inhibition and accumulation of PTC＋ Ig 
pre-mRNAs. Thus, efficient processing of PTC＋ Ig transcripts 
in PCs needs additional RNA quality control to prevent the 
synthesis of truncated Ig polypeptides.

NMD of PTC-containing Ig mRNAs
NMD is tightly coupled to translation. The molecular 
mechanisms of the two prevailing exon-junction complex 
(EJC)-dependent and Poly(A) Binding Protein Cytoplasmic 1 
(PTC-PABPC1) distance-dependent NMD activation models 
have been extensively characterized in the past decades (1, 
13, 53, 54, 57, 58).

According to the “50-55 nucleotides rule” for EJC-dependent 
NMD activation, the presence of a PTC more than 50-55 
nucleotides upstream from the last exon-exon junction can 
trigger efficient mRNA degradation by NMD. This mode of 
NMD activation is elicited to downregulate the level of 
nonproductively-rearranged IgH mRNA that contains PTCs in 
the V or in the first constant exon (CH1) and several constant 
exons downstream. Up to 100-fold accelerated degradation of 
these NMD candidates has been documented in B cell lines 
(59-61). Consistent with a previous study using TCR as gene 
models (62), we found that the extent of NMD was closely 
correlated to the splicing rate during B-cell development, with 
∼2 to 20-fold degradation of PTC＋ IgH mRNAs in resting 
and LPS-stimulated B cells, respectively (9). Interestingly, 
levels of nonproductive IgH mRNAs remained constantly low 
in those B cell populations, suggesting compensatory effects 
between nonsense-mediated splicing inhibition and NMD. 
Hence, qualitative changes in the RNA surveillance machinery 
occur during B-cell development. The cooperation between 
RNA surveillance mechanisms controls the amount of PTC＋ 
IgH mRNAs.

For Ig alleles, the situation is completely different because 
a frameshift at the VJ junction leads to the appearance of a 
PTC within the last C exon, or less frequently at 3 nucleotides 
upstream from the last exon-exon junction (50). Thus, the 
position of PTC on nonproductive Ig mRNAs does not meet 
the requirements for EJC-dependent NMD. Instead, it belongs 
to the PTC-PABPC1 distance-dependent NMD activation 
model. The latter pathway occurs when the 3'UTR of an 
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Fig. 2. A Truncated Immunoglobulin Exclusion (TIE) checkpoint during
terminal plasma cell differentiation. (Top) Schematic structure of the 
Ig locus showing various classes of V-J rearrangements. In-frame and
out-of-frame VJ junctions with the position of PTCs from the latter are
depicted. Any VJ recombination involving mouse J1 segments can 
lead to the appearance of PTCs in the last constant exon (C). For
other J segments, the addition of 1 nucleotide (nt) (i.e., 3n ＋ 1 nt)
at the VJ junction also leads to the appearance of a PTC in the C
exon, whereas the addition of 2 nt (i.e. 3n ＋ 2 nt) creates a PTC 
at the end of the variable (V) exon, 3nt upstream the exon-exon junction
(50). (Middle) Whereas nonsense-associated altered splicing (NAS) is 
not activated by the presence of a PTC within the C exon (CPTC class),
PTCs in the V exon (VPTC class) can strongly promote exon skipping 
and translation of V domain-less  light chains (V-LCs) (5, 16). (Bottom)
The production of V-LCs is innocuous in B cells. However, it provokes 
endoplasmic reticulum (ER) stress-associated apoptosis in plasma cells
(PCs), precluding their differentiation as long-lived PCs. Overall, 
significant numbers of PCs harboring biallelic VJ recombination in a 
VPTC/VJ＋ configuration at the Ig locus are eliminated through the 
activation of a Truncated Immunoglobulin Exclusion (TIE) checkpoint
(16). The TIE checkpoint exhibits dual effects on antibody responses.
On one hand, its activation blunts the PC repertoire that can emerge
from mature B cells, thus limiting the extent of antibody responses. 
On the other hand, the TIE-checkpoint favors the selection of long-lived
PCs with limited basal ER stress that supports further elevation of Ig
secretion. GL: germline; VJ＋: productively- recombined Ig allele; VPTC:
nonproductively-recombined Ig allele harboring a PTC within the V
exon; CPTC: nonproductively-recombined Ig allele harboring a PTC 
within the C exon.

mRNA is abnormally long, as in the case of the presence of a 
PTC (53). NMD is activated when the 3’UTR structure 
precludes the normal interaction of PABPC1 with release 
factors (eRF1 and eRF3) involved in translation termination. 
The spatial rearrangement of 3’UTR controlling the proximity 
of the termination codon and the poly(A) tail is a critical 
determinant for NMD (63). Although UPF1 was previously 
assumed to be the essential player involved in the interaction 
with release factors (eRFs), in vitro translation termination 
assays recently performed by Neu-Yilik et al. (64, 65) indicate 
that UPF3B (also named UPF3X) directly interacted with both 
RNA and eRF3. This NMD mechanism is most likely to be 
involved in the uptake of nonproductive Ig mRNAs, inducing 
a modest (∼2-fold) NMD degradation in mouse B cells (Fig. 1) 
(5). 

NAS of PTC-containing Ig transcripts and production of 
deleterious truncated Ig polypeptides in plasma cells
Mutations within the sequence of exonic splicing enhancers 
(ESEs) and the presence of a PTC have been shown to elicit 
alternative splicing called class-I and class-II NAS, respectively 
(8, 11-13, 66, 67). As an additional RNA surveillance pathway, 
class-II NAS (hereafter called NAS) can prevent the maturation 
of full-length PTC-containing mRNAs by promoting alternative 
splicing to skip the offending PTCs. However, NAS can yield 
internally deleted mRNAs and proteins. Hence, it exhibits 
opposite effects compared to NMD with regard to the 
production of truncated proteins. Although NMD and NAS use 
the common factor UPF1, these processes are mechanistically 
different. Knockdown of several key NMD factors including 
UPF2, UPF3A, UPF3B, and SMG1 showed no significant effect 
on NAS (13). The intrinsic mechanisms responsible for the 
activation of NAS remain elusive. Conflicting results have 
been obtained with regard to the sensitivity of NAS to 
translation inhibition or frameshift mutations (5, 13). Future 
breakthroughs would indicate whether NAS, nonsense-mediated 
SOS, or splicing inhibition could be induced as a response to 
PTC recognition during translation, after nuclear degradation 
of spliced PTC-containing mRNAs, or by other nuclear- 
scanning mechanisms.

To study NAS of Ig transcripts, we transfected several B-cell 
lines with minigenes harboring frameshift mutations at the VJ 
junction that could lead to the appearance of PTCs at the end 
of the V exon (VPTC), or within the last C exon (CPTC) (5, 16). 
Consistent with a reading frame-dependent NAS activation, the 
presence of VPTC, but not of CPTC, strongly induced skipping of 
the V exon. We also confirmed that V exon skipping occurred 
in mouse B cells during splicing of both nonproductive Ig 
and IgH transcripts (5, 16, 48). Interestingly, we found that 
skipping of the PTC-containing V exon was greatly increased 
in PCs compared to B cells. This was correlated with a 
transcriptional boost of Ig genes during PC differentiation (48). 
Thus, a fast RNAPII elongation rate can enhance the skipping 
of PTC-containing V exons in PCs, whereas a slow elongation 
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rate authorizes their splicing as full-length mRNAs in B cells 
(or splicing inhibition as mentioned before). These observations 
are in agreement with the known influence of RNAPII 
elongation rate on alternative splicing (68), suggesting that 
PTC-independent and PTC-dependent exon skipping events 
can be governed by some similar rules.

Until recently, consequences of NAS with regard to the 
production of truncated Ig chains have been overlooked. 
Interestingly, we have observed that exon skipping of VPTC Ig 
pre-mRNAs encodes V domain-less  light chains (V-LCs) 
that can induce the death of PCs through endoplasmic 
reticulum (ER) stress-associated apoptosis (16). Revealing a 
new PC checkpoint referred to as Truncated Immunoglobulin 
Exclusion (TIE)-checkpoint, the production of V-LCs can 
dampen PC differentiation by eliminating cells expressing 
nonproductively-rearranged VPTC Ig alleles (Fig. 2). In addition, 
conditional expression of V-LC mRNAs in ‘inducible-TIE’ 
(iTIE) knock-in mice reproduced physiological TIE checkpoint 
and affected the survival of long-lived PCs and antibody 
production (16). Thus, the transcription of nonproductive Ig 
alleles is not as safe as previously assumed and the activation 
of NAS can drive the elimination of PC clones harbouring 
biallelic Ig rearrangements. Remarkably, the TIE-checkpoint 
can reduce the magnitude of humoral responses and shape the 
antibody repertoire independently of classical constraints 
related to Ag specificity. 

Closing remarks
Aberrantly rearranged Ig alleles are abundant in B-lineage 
cells. The cooperative action of nonsense-mediated splicing 
inhibition (or SOS) and NMD limits the amount of deleterious 
truncated Ig polypeptides. However, activation of the NAS 
pathway exerts opposite effects with exon skipping-mediated 
production of V domain-less Ig chains. In PCs with biallelic Ig 
rearrangements, transcriptional boost of Ig genes can sustain 
massive Ig synthesis. However, it also promotes NAS 
activation and exon skipping during splicing of nonproductive 
transcripts. Because the survival of normal and malignant PCs 
is tightly controlled by ER stress and proteasome activity (69), 
high amounts of truncated Ig can provoke PC death as a 
consequence of a deregulated proteostasis. According to an 
efficient TIE-checkpoint, alternatively spliced mRNAs 
encoding structurally abnormal Ig chains are hardly detectable 
in non-malignant PCs, although they can be observed in some 
lymphoproliferative disorders, including Multiple Myeloma 
and Burkitt lymphoma (70-72). Previous findings have 
indicated that the activation of the TIE checkpoint can 
eliminate ∼20-25% of PCs, i.e., those expressing nonproductive 
VPTC Ig alleles (16). If a similar disappearance of PC harboring 
nonproductive VDJ rearrangements is observed for the IgH 
repertoire, it could indicate a broad TIE-checkpoint blunting 
the terminal differentiation of many PCs with biallelic IgH 
and/or IgL rearrangements. Altogether, this should have major 
consequences in our classical mindset usually considering 

nonproductively V(D)J-rearranged Ig alleles as passengers 
rather than drivers.
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Abstract: The presence of premature termination codons (PTCs) in transcripts is dangerous for the cell
as they encode potentially deleterious truncated proteins that can act with dominant-negative
or gain-of-function effects. To avoid the synthesis of these shortened polypeptides, several
RNA surveillance systems can be activated to decrease the level of PTC-containing mRNAs.
Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) ensures an accelerated degradation of mRNAs harboring
PTCs by using several key NMD factors such as up-frameshift (UPF) proteins. Another pathway called
nonsense-associated altered splicing (NAS) upregulates transcripts that have skipped disturbing PTCs
by alternative splicing. Thus, these RNA quality control processes eliminate abnormal PTC-containing
mRNAs from the cells by using positive and negative responses. In this review, we describe the
general mechanisms of NMD and NAS and their respective involvement in the decay of aberrant
immunoglobulin and TCR transcripts in lymphocytes.

Keywords: Immunoglobulin (Ig); nonsense-mediated mRNA decay (NMD); nonsense-associated
altered splicing (NAS); B lymphocytes; plasma cells

1. Mechanisms of Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD)

The NMD pathway ensures accelerated degradation of premature termination codon
(PTC)-containing mRNAs to avoid the synthesis of truncated proteins with potentially deleterious
effects for cells [1–3]. PTCs can arise in a variety of ways. For example, the most obvious source
is random nonsense and frameshift mutations introduced by errors during DNA replication, RNA
transcription, or splicing [4]. Another source of PTCs is programmed DNA rearrangements that occur
during lymphocyte development to generate the antigen receptor repertoire. In two thirds of cases,
these rearrangements lead to the generation of frameshift mutations and consequent downstream
PTCs, which in turn activate NMD [5] (Figure 1). NMD also regulates 5% to 15% of physiological
mRNAs that harbor upstream open reading frames (uORF), introns downstream of normal translation
termination codons, or mRNAs with selenocysteine codons [4,6–11]. It has been estimated that about
30% of inherited human diseases are due to the presence of PTCs or frameshifts that induce nonsense
codons in mRNAs [12,13], and NMD is also involved in human cancers [14,15].

The central NMD factor in human cells is the up-frameshift protein 1 (UPF1), which is an
RNA-dependent ATPase and ATP-dependent RNA helicase [16–19]. This protein unwinds RNA in
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the 5′ to 3′ direction, probably to eliminate ribonucleoproteins (RNPs) from the targeted mRNAs and
thereby favor their degradation by other NMD factors [20,21]. When a ribosome stalls on a PTC, UPF1
associates with the eukaryotic release factors 1 and 3 (eRF1 and eRF3) and with the suppressor with
morphogenic effect on genitalia 1 (SMG1) kinase (a protein kinase related to phosphatidylinositol
3-kinases). This forms the SMG1–UPF1–eRF1–eRF3 (SURF) complex with SMG8 and SMG9, which
inhibits the kinase activity of SMG1 [22–24]. UPF1 is activated by its SMG1-dependent phosphorylation
upon the dissociation of SMG8 and SMG9 [25]. Recently, it was shown that DExH-box helicase 34
(DHX34) acts as a scaffold for SMG1 and UPF1, facilitating its phosphorylation during NMD and
thus allowing the conversion of SURF to the decay-inducing complex (DECID) [26,27]. The exon
junction complex (EJC) is a multiprotein complex composed of a core comprising the eukaryotic
translation initiation factor 4A3 (eIF4A3), cancer susceptibility candidate 3 (CASC3 or MLN51 standing
for metastatic lymph node 51), and the heterodimer composed of RNA-binding motif protein 8A
(RBM8A or Y14) and mago nashi homolog (MAGOH or Barentsz in Drosophila) [28]. The EJC is loaded
20–24 nucleotides (nt) upstream of roughly 80% of exon–exon junctions [29–32]. During the pioneer (or
first) round of translation, all EJCs are displaced from the CBC (cap-binding complex)-bound mRNAs
by the ribosomes in absence of PTCs [33–36]. If a ribosome stalls on a PTC >50 nt upstream of the
last exonic junction marked by an EJC, NMD is activated (mechanisms detailed below). Despite this
pioneer round model, it has also been shown that eIF4E (eukaryotic initiation factor 4E)-associated
mRNAs (i.e., during active translation) can be subjected to NMD as efficiently as those associated with
CBC [33,36].

The EJC core is a scaffold platform that loads additional NMD factors including UPF3 in the
nucleus and UPF2 in the cytoplasm [37,38]. Two paralogs of UPF3 exist: UPF3A and UPF3B (also
known as UPF3X). Recently, it was demonstrated that UPF3A and UPF3B control NMD by acting in an
antagonistic manner [39]. Indeed, UPF3B is important for NMD, in contrast to UPF3A which acts as a
NMD inhibitor by sequestering UPF2 [39]. UPF3B binding to the EJC results in a direct interaction
between UPF2 and UPF1 that in turn activates its helicase activity to allow mRNA unwinding and
protein remodeling [16]. It was previously shown in an in vitro translation termination system that
free UPF3B is also capable of interacting with release factors to delay translation termination at the PTC
by sterically blocking stop codon recognition [40,41]. UPF1 phosphorylation leads to the recruitment
of three additional NMD factors, SMG5, SMG6, and SMG7 [42–45]. SMG6 protein, which contains an
active PIN (PilT N-terminal) domain, is recruited to the NMD complex, leading to the endonucleolytic
cleavage of targeted mRNAs in vicinity of the PTC [46–48]. In contrast, SMG5 and SMG7, which
do not possess active PIN domains [47], form a heterodimer on the NMD target that respectively
recruits decapping enzymes (DCP2 and DCP1A) and deadenylases (CCR4-NOT) [49–51]. PNRC2
(proline-rich nuclear receptor coactivator 2) can also bind SMG5, the phosphorylated form of UPF1
and DCP1A [49,50,52,53]. This finally leads to removal of the 5′ cap and 3′ polyA tail to degrade NMD
targets by exonucleases in a 5′ to 3′ direction by XRN1 and in a 3′ to 5′ direction by the exosome [54,55].
NMD is therefore a very important pathway for the regulation of mRNA levels in cells, but its molecular
mechanisms and the components of the NMD machinery are yet not fully characterized. For example,
five additional NMD factors (ngp-1, npp-20, aex-6, pbs-2, and noah-2) were recently identified by
genome-wide RNAi screening in nematodes and their molecular functions in this mRNA surveillance
process are under investigation [56]. Moreover, NMD can also act as an antiviral process by impeding
viral infections and viruses can inflect NMD [57–64]. Indeed, it has been shown that UPF1, SMG5, and
SMG7 (all these NMD factors are described in more detail below) restrict SFV (Semlicki Forest Virus)
replication in human cells [57]. Moreover, Tax protein from T-lymphotrophic virus type 1 inhibits
NMD by interacting with UPF1 and INT6 (which is required for efficient NMD) [65,66].

The model described above is a general overview of the NMD pathway in mammalian cells,
but several studies performed in yeast and invertebrates have revealed alternative NMD pathways.
For example, in the budding yeast Saccharomyces cerevisiae, only the UPF factors and a DEAD-box
helicase (called Fal1p), highly homologous to eIF4AIII, are present [67]. The prevailing model of
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NMD in yeast is called the “faux 3′UTR”, where ribosomes stalled on the PTC fail to interact with the
appropriate 3′UTR-bound proteins [68,69]. Indeed, PABPC1 (PolyA Binding Protein C1), a natural
3′UTR RNA-binding protein, can interact with eukaryotic release factor 3 (eRF3) to ensure efficient
translation termination [22,23,68,70,71]. If this interaction is not possible (for example in the case of
a long 3′UTR generated by the presence of a PTC), the surveillance complex is assembled leading
to mRNA decay [68,72]. Moreover, in mammals, some examples of EJC-independent NMD have
been reported for immunoglobulin (Ig) transcripts which acquire PTCs at high frequencies during
B lymphocyte development [73,74] (Figure 1). In addition, NMD is mainly EJC-independent in
invertebrates such as Drosophila melanogaster and the Caenorhabditis elegans nematode [75,76]. In the
fission yeast Schizosaccarhomyces pombe, NMD is splicing-dependent but does not require the EJC [77].
Recently, it was also demonstrated that NMD is EJC-independent in the early branching eukaryote
protozoan Tetrahymena thermophila ciliate [78]. Alternative NMD routes have also been described
that can be driven by the EJC with differential EJC co-factor requirements. For example, reduced
abundance of the EJC co-factor RNPS1 is correlated with low NMD efficiency [79,80]. Moreover, NMD
is inhibited when a PTC is closed to the translation initiation AUG codon in the case of short ORFs
(open reading frames) [81]. In conclusion, NMD is a complex cellular process involving different
pathways to ensure the efficient degradation of mRNAs harboring PTCs and to regulate the levels of
physiological transcripts essential for cellular homeostasis.
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of translation. Complete EJC removal after ribosomal reading serves as a licensing step for active
translation. In contrast, the presence of premature termination codons (PTCs) >50 nt upstream of the last
exon–exon junction precludes the removal of downstream EJCs and triggers accelerated degradation of
PTC-containing mRNAs. Imprecise V(D)J junctions can generate around 1/3 of productive (P) and 2/3
of nonproductive (NP) V(D)J-rearranged immunoglobulin (Ig) alleles [82,83]. NP Ig heavy chain (IgH)
mRNAs represent good EJC-dependent NMD substrates because PTCs are located within the VDJ exon
or in the first constant exon (CH1). A PTC position within the CH1 exon (red) is depicted for NP IgH
transcripts (upper right). By contrast, the appearance of PTCs on NP IgL mRNAs does not respect the
canonical position rule for EJC-dependent NMD. Indeed, PTCs that appear after an out-of-frame VJ
junction are located either in the last constant exon (lower right), or near the last exon–exon junction
(not depicted). The degradation of NP IgL mRNAs involves an EJC-independent NMD pathway
that senses abnormally long distances between the PTC and the polyA tail. GL: germline; V(D)J+:
productive V(D)J rearrangement; V(D)J−: nonproductive V(D)J rearrangement.

2. Fluctuations of NMD Efficiency during B-Cell Development

The error-prone V(D)J recombination process frequently generates PTCs in lymphocytes [5,84].
NMD has been extensively studied in T cells, in which very efficient degradation of PTC-containing
TCR-β mRNAs has been documented [5,85–89]. Accordingly, perturbation of T-cell development has
been observed in NMD-deficient mice [90,91].

In recent decades, several laboratories, including ours, have contributed to the understanding of
how PTC-containing Ig mRNAs are degraded by NMD [5,73,92–97]. As exemplified for Ig heavy (IgH)
and light (IgL) chain genes (Figure 1), the imprecise nature of V(D)J recombination generates ~1/3 of
in-frame and ~2/3 of out-of-frame V(D)J junctions. Nonproductive V(D)J junctions can lead to the
appearance of PTCs at the end of the variable (V) exon or in the downstream adjacent constant exon.
For IgH mRNAs that contain several constant exons, the presence of PTC in the V or CH1 exon elicits
EJC-dependent NMD. By contrast, PTC-containing IgL mRNAs do not conform to the −50 nt boundary
rule and harbor PTCs close to or within the last constant exon. Therefore, many B-lineage cells express
PTC-containing Ig mRNAs that can activate both EJC-dependent and -independent NMD modes [82].

To evaluate the downregulation of PTC-containing IgH mRNAs during B-cell development,
we developed a mouse strain in which one IgH allele was rendered nonfunctional by inserting a
“frameshift-inducing V exon” (frV) between JH and Cµ [97]. After VDJ recombination, the inactivating
extra-V exon is spliced between the VDJ and CH1 exons and induces frameshifts at both acceptor and
donor splice sites. According to the number of nts inserted at the VDJ junction, PTCs appear either in the
VDJ, the frV, or in the constant CH1 exon. Hence, the position of PTCs on “frV knock-in” IgH mRNAs
elicits EJC-dependent NMD regardless of the nature of the VDJ junction. In heterozygous IgHfrV/+

animals, the expression of productive VDJ-rearranged wild-type (wt) IgH alleles drives normal B-cell
maturation, while NMD efficiency can be easily assessed by quantifying the amount of PTC-containing
“frV knock-in” IgH mRNAs. After treatment with drugs classically used to inhibit NMD, such as
cycloheximide (CHX) or Wortmannin (wort), we observed that the NMD efficiency fluctuated during
B-cell development (Figure 2). In bone marrow B-lineage cells, including precursors and plasma cells,
treatment with NMD inhibitors raised the level of PTC-containing IgH mRNAs ~5-fold, indicating that
approximately 80% of nonproductive IgH transcripts were degraded by NMD. By contrast, the extent
of downregulation dropped to ~50% in naïve mature B cells. Interestingly, NMD efficiency was greatly
increased after B-cell activation, with almost complete NMD degradation (~95%) of PTC-containing
IgH mRNAs. Moreover, a positive correlation between RNA splicing and NMD degradation of PTC+

IgH transcripts was observed [97]. This was in agreement with previous findings by Gudikote and
colleagues indicating that the strength of splice sites on PTC-containing TCR-β transcripts determines
the extent of NMD. Indeed, these authors showed that TCR-β transcripts have strong splice sites and
are rich in exonic splicing enhancer (ESE) sequences, which recruits splicing-enhancing factors such as
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serine/arginine-rich (SR) proteins. These motifs allow strong PTC-mediated downregulation, probably
by EJC deposition modulation [88].
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Figure 2. NMD assessment during B-cell development. Early B-cell development takes place in
bone marrow through antigen-independent stages. B cell precursors undergo a first round of DNA
rearrangements, between VH, DH, and JH segments located in the 5′ region of the Ig heavy (IgH) chain
locus. V(D)J recombination is initiated by DH to JH rearrangements at the pro-B stage and followed
by VH to DJH recombination. At the large pre-B stage, a productive (P) VDJ rearrangement encodes
membrane Igµ chains that can associate with surrogate light chains to form the pre-B cell receptor
(pre-BCR). Provided appropriate pre-BCR signaling, V to J rearrangements will be initiated at Ig light
chain loci in small pre-B cells, leading to the expression of a functional BCR at the immature B cell
stage. Once positively selected, mature B cells migrate to the periphery. Upon antigen stimulation, B
cells proliferate in germinal centers (GCs) and further diversify their Ig repertoire through class switch
recombination (CSR) and somatic hypermutations (SHM). Activated B cells can then differentiate into
memory B cells or plasma cells (PCs). PCs will return to bone marrow niches in which they can survive
for several years. Mouse models have been used to quantify the extent of degradation of nonproductive
(NP) Ig mRNAs during B-cell development [94,97]. Fluctuations of NMD efficiency are depicted in
the lower right table. A very active EJC-dependent NMD is elicited for NP IgH mRNAs, with almost
complete disappearance of PTC-containing IgH mRNAs in activated B cells [97]. In contrast, the
magnitude of EJC-independent NMD is far lower for NP IgL mRNAs, with only 60% of degradation in
activated B cells [94]. ND: not determined.

IgL transcripts are good models to study the magnitude of EJC-independent NMD because
nonproductive VJ junctions cause the appearance of PTCs that do not fulfill the −50 nt boundary
rule [82,95]. The downregulation of PTC-containing IgL mRNAs has been assessed during B-cell
development using a mouse model that freely accumulates random IgL rearrangements in B cells
without any selection for a functional BCR [94]. The “LMP2A” strain has been described previously
and harbors the replacement of JH segments by the Epstein–Barr virus LMP2A gene [98]. The
signaling cascade induced by LMP2A protein mimics the B-cell receptor (BCR) tonic signal and induces
B lymphocytes to differentiate in the absence of a normal BCR. Using this model, we found that
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approximatively 40% to 60% of PTC-containing Igκ mRNAs were downregulated by a CHX sensitive
NMD mode (Figure 2). Consistent with the degradation of PTC-containing IgH mRNAs, we also
observed that B-cell activation promoted NMD of nonproductive Igκ mRNAs, compared to resting B
cells (Figure 2). It was noted that downregulation of nonproductive Igκ mRNAs was lower than that
observed for PTC-containing IgH mRNAs [94,97]. These physiological observations were in agreement
with previous data from Mühlemann’s laboratory, obtained using minigene constructs [73,93]. Indeed,
Bühler and colleagues found that Ig mRNAs harboring a PTC downstream of the −50 nt boundary
rule were less efficiently degraded than those with an upstream PTC [93]. Therefore, the presence of
EJC can enhance NMD efficacy. These authors also demonstrated that EJC-independent NMD relied
more on the 3′UTR length [73]. Accordingly, knock-down of the EJC core protein eIF4AIII did not
affect NMD efficiency, but the distance between the termination codon (TC) and the polyA tail was an
important feature for EJC-independent NMD [73]. Long 3′UTRs could impair the local interaction
between ribosomes stalled to TC and polyA binding protein (PABP) within the mRNP.

In conclusion, B-cell activation is accompanied by strong degradation of nonproductively
rearranged Ig mRNAs involving both EJC-dependent and -independent modes of NMD. The
reinforcement of NMD controls the amount of truncated Ig, which could impede the efficacy of
immune responses.

3. Nonsense-Associated Altered Splicing (NAS)

As another cellular RNA surveillance pathway limiting the amount of PTC-containing mRNAs,
NAS can be activated in response to nonsense mutations [99–101]. This mechanism increases the level
of alternatively spliced RNA isoforms that have skipped offending PTCs. Thus, NAS is considered
a positive post-transcriptional way to eliminate the PTC-containing exons from a transcript. The
molecular mechanisms leading to NAS activation are still poorly understood, even if several studies
have attempted to provide insights into this process [102–104]. Knockdowns of several key NMD
factors including UPF1, UPF2, UPF3a, UPF3b, and SMG1 showed that only UPF1 is necessary for
the alternative splicing and decay of PTC-containing mRNAs [100,103,105]. This is the only common
feature with NMD where UPF1 is the central effector of this pathway. The RNA helicase eIF4AIII, one
the core proteins of the EJC, is not involved in NAS, suggesting that the EJC deposited on exon–exon
junctions as a splicing “mark” is not necessary for NAS [103]. Altogether, these findings suggest that
NAS and NMD might be mechanistically different, sharing only the key NMD factor UPF1. Because
the translation of PTC-free alternatively spliced mRNAs can generate shortened polypeptides with
potentially deleterious functions [106], NMD and NAS sometimes display opposite functions with
regard to the production of truncated proteins.

Two classes of NAS have been characterized. First, class-I NAS depends on the disruption of
cis-splicing elements like ESE by all types of nonsense, silent, or missense mutations [103,107,108].
ESE stimulates splicing by acting as a binding site for splicing factors like some SR proteins [109,110].
Consequently, mutations in ESE, as is the case with a PTC, can favor exon skipping of this PTC-containing
exon. Second, class-II NAS is triggered by disruption of the reading frame in the transcript. NAS of
T-cell receptor β (TCR-β) transcripts is a well-characterized example of such class-II NAS [103]. Indeed, a
frame-dependent NAS has been reported by Wilkinson’s laboratory in studies of mouse TCR-β minigenes
in human cells [101,105]. However, studies done by Muhlemann’s laboratory did not reveal any correlation
between synthesis of the alternatively spliced mRNA and truncation of the coding region [104]. These
conflicting reports have rendered the effects of NAS on PTC-containing exons controversial.

The NAS pathway is activated during splicing of nonproductively rearranged Igκ transcripts and
provokes V exon skipping (Figure 3) [94,106]. Out-of-frame Vκ to Jκ rearrangements result in nonsense
codons affecting either the 3′-end of the V exon (VPTC) or the last Cκ exon (CPTC) [95]. At the DNA level,
VPTC and CPTC junctions are highly similar and often exhibit a single nt difference within the CDR3
sequences. To distinguish between class-I (ESE disruption) or class-II (disruption of reading frame) NAS
for Igκ transcripts, the levels of alternatively spliced κ light chain mRNAs lacking V exon (∆V-κLC) were
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measured in B-lymphoid cell lines transfected with minigene constructs mimicking nonproductive VκJκ5
junctions from both the VPTC and the CPTC class. This analysis revealed high levels of ∆V-κLC mRNAs
in VPTC-expressing cells, whereas such transcripts were extremely rare in CPTC-expressing cells. These
data strongly argue for a reading-frame-dependent class-II NAS that relies on PTC recognition within the
skipped V exon, but not within the downstream Cκ exon. Accordingly, bioinformatic analyses performed
using RESCUE-ESE Web Server did not reveal any differences in ESE sequence predictions [94]. Therefore,
the NAS observed for Igκ transcripts most likely belongs to class-II NAS.
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Figure 3. Consequences of NAS on Igκ transcripts in antibody-secreting plasma cells. Because
most B-lineage cells harbor nonproductive (NP) Ig gene rearrangements [82,83], the boost of Ig gene
transcription accompanying their plasma cell (PC) differentiation generates considerable amounts of
nonsense Ig transcripts. In PCs with biallelic (VJ+/VJ−) Igκ rearrangements, the presence of premature
termination codons (PTCs) activates NAS with skipping of the variable (V) exon. Remarkably,
alternative V-less κ light chain (∆V-κLC) mRNAs encode truncated Ig chains (lacking V-domain) which
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induce PC apoptosis through exacerbated ER stress and unfolded protein response (UPR) [106]. By
eliminating numerous PC clones with biallelic Igκ rearrangements, in an antigen-independent mode,
this novel truncated Ig exclusion (TIE) checkpoint reveals that NP Ig alleles can sometimes be drivers,
rather than passengers. Altogether, the production of harmful truncated Ig provides evidence for
deleterious NAS activation, confirming the assumption that this RNA surveillance process is highly
risky and purposeless.

4. NAS of PTC-containing Ig RNAs during PC Differentiation

Our laboratory recently examined the magnitude of NAS during B-cell development and
PC differentiation in vivo using the previously mentioned IgHfrVκ/+ mice harboring an additional
PTC-containing V exon on one IgH allele [111]. This model facilitates the quantification of NAS because
Ig heavy chains can be produced after skipping of the PTC-containing extra-V exon. Interestingly,
NAS of PTC-containing IgH RNAs was much more pronounced in PCs compared to B cells. The
analysis of IgH transcription in different B and PC populations also revealed that the boost of Ig gene
transcription accompanying PC differentiation correlated with high levels of NAS [111]. On one hand,
alternative splicing is closely correlated to the rate of RNA polymerase II elongation and exon skipping
is preferentially observed for highly transcribed genes [112,113]. On the other hand, Ig genes are
localized in transcription factories that authorize cooperation with super-enhancers to increase Ig gene
transcription in PCs [114]. Thus, the biallelic hyper-transcription of Ig genes in PCs strengthens NAS
of nonproductively rearranged Ig RNAs [111].

While NMD ensures efficient degradation of nonproductive Ig mRNAs, activation of NAS
can lead to the production of truncated Ig with V-domain deletions (Figure 3). A recent study by
Srour and colleagues revealed the impact of truncated Ig chains produced after V exon skipping in
PCs. Interestingly, the production of V-domain-less κ light chains induced endoplasmic reticulum
(ER)-stress-associated apoptosis in antibody-secreting cells [106]. This novel “truncated-Ig exclusion”
(TIE) checkpoint dampens PC differentiation by eliminating cells expressing nonproductive VPTC Igκ
alleles (Figure 3). Therefore, a risky NAS with skipping of PTC-containing V exons can eliminate PCs
harboring biallelic Ig gene rearrangements. Remarkably, this TIE checkpoint reduces the magnitude of
humoral responses independently of the classical constraints related to antigen specificity.

5. Concluding Remarks

Development of Ig repertoire diversity is achieved by DNA recombination between V, D, and
J segments and imprecision at the VDJ junctions. A collateral effect of this random process is the
generation of out-of-frame rearrangements associated with PTCs that could produce aberrant truncated
Ig proteins with potential deleterious effects. Therefore, mRNA quality control mechanisms are
very important processes that diminish the amount of PTC-containing Ig mRNAs. NMD recognizes
these abnormal mRNAs as targets and degrades them by several complex mechanisms including
EJC-dependent and independent pathways. EJC is the splicing mark deposited by the spliceosome on
exon–exon junctions. If an EJC is located downstream of a PTC, NMD is activated by a complex array
of interactions between the ribosome, NMD-associated factors, and EJC components. Alternatively,
EJC-independent NMD can cause the degradation of aberrant Ig mRNAs by the absence of a
physiological mRNP context at the 3′end of transcripts (i.e. long 3′UTRs). NAS is also involved in the
targeting of mRNAs harboring PTCs by the exclusion of offending PTC-containing exons by alternative
splicing. Even if to date some features have been characterized in the regulation of PTC-containing Ig
mRNA levels, more experiments are still required to determine the molecular mechanisms responsible
for NAS activation.

Exon skipping events eliminating the V exon can be induced by nonsense codons (NAS) or
by using antisense oligonucleotides (ASO). Recent evidence has suggested that ASO-mediated Ig
exon skipping can be easily achieved by targeting 5′ or 3′ splice sites on V exon pre-mRNAs [111].
Provided optimal drug delivery in bone marrow PC niches, the use of ASO to force the production
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of toxic truncated Ig chains should represent an attractive therapeutic approach. As a personalized
strategy, ASO-mediated V exon skipping should provoke selective killing of PC clones in patients with
monoclonal gammopathies (e.g., multiple myeloma, AL-amyloidosis, etc.).
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Impact des immunoglobulines tronquées produites par saut d’exon dans les plasmocytes : vers des 

approches thérapeutiques utilisant des oligonucléotides antisens 

Les projets développés au cours de cette thèse ont pour objectif d’explorer l’intérêt 
thérapeutique d’approches antisens ciblant les transcrits d’immunoglobulines (Ig) dans le traitement du 
myélome multiple (MM) et d’autres gammapathies monoclonales. Cette stratégie consiste à provoquer 
un saut d’exon à l’aide d’oligonucléotides antisens (ASO) pour induire la synthèse d’Ig tronquées et 
l’apoptose des plasmocytes tumoraux (Brevet WO 2017/089359). L’effet toxique des Ig sans domaine 
V résulte d’une amplification incontrôlée du stress du RE et de la réponse UPR (« Unfolded Protein 
Response »). Nous avons montré que des traitements à l’aide d’ASO dirigés contre les ARN pré-
messagers de l’Ig monoclonale induisaient une forte toxicité dans des lignées de myélome et une 
régression tumorale dans un modèle de xénogreffe avec des injections intratumorales d’ASO. Bien que 
des améliorations en terme de biodistribution in vivo de ces ASO soient nécessaires, cette approche 
capable de cibler spécifiquement le clone tumoral en épargnant les plasmocytes sains pourrait permettre 
un traitement personnalisé des patients atteints de MM. De surcroît, nous avons également observé une 
diminution drastique de la production d’Ig à la suite d’un traitement par un ASO générique ciblant l’exon 
CH1γ, aussi bien dans les LB humains stimulés ou dans des lignées de myélome; cet ASO pouvant être 
utilisé chez tous les patients exprimant une IgG. En parallèle, nous avons exploré les liens entre stress 
protéique et surveillance des ARN dans les plasmocytes. Contrairement aux données de la littérature 
concernant des cellules non-lymphoïdes, nous avons mis en évidence une coopération entre le 
mécanisme de NMD (« Nonsense-Mediated mRNA Decay ») et l’UPR (« Unfolded Protein Response 
») dans les plasmocytes, qui est rendue possible grâce par une faible activation de la voie PERK de 
l’UPR. Cette thèse a pour but de mieux comprendre l’impact des Ig tronquées dans les cellules 
sécrétrices d’anticorps et le lien étroit entre survie des plasmocytes et stress protéique associé à la 
synthèse massive d’Ig. 

Mots-clés : Immunoglobulines (Ig), Plasmocytes, Saut d’exon, Oligonucléotides antisens, NMD (Nonsense-Mediated mRNA 
Decay), UPR (Unfolded Protein Response) 

Impact of truncated immunoglobulins produced by exon skipping in plasma cells: towards 

therapeutic approaches using antisense oligonucleotides 

The thesis projects aimed to explore the therapeutic value of antisense approaches targeting 
immunoglobulin (Ig) transcripts in the treatment of multiple myeloma (MM) and other monoclonal 
gammopathies. This strategy consists in inducing an exon skipping using antisense oligonucleotides 
(ASO) to provoke the synthesis of truncated Ig and apoptosis of tumor plasma cells (Patent WO 
2017/089359). The toxic effect V domain-less Ig is the consequence of an uncontrolled amplification of 
ER stress and the UPR (Unfolded Protein Response). We have shown that treatments with ASO directed 
against monoclonal Ig (mo-Ig) pre-mRNAs induced strong toxicity on myeloma cell lines and regression 
of tumor xenografts after intratumoral ASO injections. Although improvements in terms of in vivo 
biodistribution of ASOs are necessary, this approach capable of specifically destroying the tumor clone 
could allow a personalized treatment of MM patients and spare healthy plasma cells. We have also 
observed a drastic decrease in Ig production after treatment of stimulated human B cells or myeloma 
cells with a generic ASO targeting the exon CH1γ that can be used in all patients expressing IgG. In 
parallel, we explored the relationship between protein stress and RNA surveillance in plasma cells. In 
contrast with previously published data from non-lymphoid cells, we have demonstrated a cooperation 
between the mechanism of NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay) and UPR in plasma cells, favored 
by the low activation of the PERK pathway of the UPR. Therefore, these works have shed new light on 
the impact of truncated Ig in antibody-secreting cells and, on the close link between the proteic stress 
associated with massive Ig synthesis and plasma cell survival. 

Keywords : Immunoglobulin (Ig), Plasma cells, Exon skipping, antisense oligonucleotides, NMD (Nonsense 
Mediated mRNA Decay), UPR (unfolded protein response) 
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