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INTRODUCTION  
 

L'hématopoïèse est le processus biologique qui génère en continu les cellules sanguines et 

les plaquettes. Chez l’Homme, elle débute au stade embryonnaire dans le sac vitellin, puis 

dans le foie et la rate avant de gagner progressivement la moelle osseuse (MO). Chez 

l'adulte, la MO devient le site principal de l’hématopoïèse, donnant naissance aux cellules 

des lignées myéloïdes, lymphoïdes, mégacaryocytaires et érythroïdes. Le modèle 

communément accepté est hiérarchique, avec au sommet de la pyramide une population 

de cellules appelées cellules souches hématopoïétiques (CSH), caractérisées par des 

capacités d'auto-renouvellement et de multipotence (Figure 1). L'engagement vers une 

lignée plutôt qu’une autre est dicté par l'expression coordonnée de facteurs de transcription 

(FT) spécifiques (1–3). Ce processus est également contrôlé par des signaux 

extracellulaires provenant de l’environnement, comprenant des molécules de la matrice 

extracellulaire, des molécules d'adhérence, des facteurs de croissance et des cytokines 

capables de moduler des voies de signalisation intracellulaire (4). 

 

 

Figure 1 : Évolution des modèles hiérarchiques d'hématopoïèse (2).  
a) Les CSH étaient à l'origine considérées comme une population homogène, se divisant ensuite en 
branches myéloïdes et lymphoïdes. b) Par la suite, le pool de CSH a été reconnu comme étant plus 
hétérogène à la fois en termes d'auto-renouvellement (axe vertical) et de propriétés de 
différenciation (axe horizontal), les branches myéloïdes et lymphoïdes restent associées plus bas 
dans la hiérarchie via le progéniteur multipotentiel engagé vers la voie lymphoïde (LMPP). c) À partir 
de 2016, les données transcriptomiques unicellulaires indiquent un continuum de différenciation. 
Chaque cellule (point rouge) se localise le long d'une trajectoire de différenciation.  

 

Ce travail se concentrera sur une lignée en particulier : la lignée lymphoïde B. 
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1 Ontogénie des lymphocytes B 
 
En tant que seule source d’anticorps (Ac) dans l'organisme, le développement de 

lymphocytes B (LB) fonctionnels est essentiel pour assurer un système immunitaire 

adaptatif. L'immunité adaptative (ou acquise), par opposition à l’immunité innée, est une 

immunité spécifique car la réaction immunitaire est basée sur la reconnaissance d’un 

antigène (Ag) par les récepteurs de surface de deux types de cellules immunitaires : les 

LB et les lymphocytes T (LT). Les LB participent à l'immunité à médiation humorale en 

sécrétant des Ac tandis que les LT participent à l'immunité à médiation cellulaire. 

 

L'immunité à médiation par les Ac repose sur la capacité des LB à répondre à de multiples 

stimuli environnementaux. Après exposition à un Ag, les LB rentrent dans le cycle cellulaire 

et subissent de multiples divisions, ce qui leur permet de se différencier en plasmocytes à 

courte durée de vie, constituant une première ligne de réponse rapide, mais de faible 

affinité. En parallèle, en réponse à l’Ag et avec l’aide des LT, les LB activés peuvent entrer 

dans des structures transitoires appelées centres germinatifs (CG), où ils subissent une 

amplification clonale et une différenciation en plasmocytes qui sécrètent des Ac de haute 

affinité. Les CG produisent également des cellules B mémoires qui peuvent se différencier 

rapidement en plasmocytes lors d'une seconde exposition à l'Ag.  

L'ontogénèse B chez l’Homme peut être divisée en deux grandes parties : une phase 

indépendante de l'antigène, qui se déroule dans la MO et la phase dépendante de l’Ag, qui 

se déroule dans les organes lymphoïdes secondaires. La première phase va permettre de 

générer des LB dits « naïfs », possédant une immunoglobuline (Ig) de surface fonctionnelle 

capable de reconnaitre un futur Ag. La seconde phase va consister à activer et sélectionner 

les LB qui auront su le mieux s’adapter à l’Ag rencontré, pour aboutir à la génération de 

LB mémoires et de plasmocytes sécréteurs d’Ac spécifiques et de haute affinité.  

La différentiation lymphoïde B est un processus finement régulé, qui aboutit en situation 

physiologique à une grande efficacité de réponse contre l’immense diversité des Ag 

existants. Le revers de la médaille est que les LB sont particulièrement sujets aux 

évènements transformants lorsque la machinerie qu’ils utilisent pour la diversification des 

Ac est détournée de ses fonctions premières. 

1.1 Phase indépendante de l’antigène 
 
1.1.1 Etapes de différenciation  

Les étapes de différentiation qui conduisent de la CSH au LB immature se déroulent dans 

la MO, en l'absence de stimulation antigénique. Les principaux stades du développement 

lymphocytaire B précoce sont caractérisés par l'acquisition de l’expression de marqueurs 
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de surface spécifiques et par une succession de réarrangements associant les différents 

segments des gènes codant pour les chaînes lourdes (IGH ; H, heavy) et légères (IGL ; L, 

light) d’Ig (Figure 2). Ces étapes s'articulent autour de la réorganisation fonctionnelle des 

gènes du récepteur à l’Ag des LB (B-cell receptor, BCR) et sont régulées par des étapes de 

sélection positive et négative (5).  

Les précurseurs lymphoïdes communs (CLP), issus des CSH, possèdent la capacité de 

reconstituer les lignées lymphoïdes T, B et Natural Killer (NK). Les précurseurs B les plus 

immatures constituent une sous-population de cellules appelées pré-pro-B qui ne sont pas 

totalement engagées dans la voie B et n'ont pas encore réarrangé les gènes des Ig. Les 

cellules pré-pro-B expriment très faiblement les enzymes RAG (Recombination Activating 

Gene). En revanche, l'expression du gène codant pour Igα (CD79A) est détectée dès ce 

stade sous forme de protéines CD79a intracytoplasmiques.  

C’est au stade pro-B que les réarrangements des gènes d’Ig commencent à se mettre en 

place. Les réarrangements débutent au locus de la chaine lourde d’Ig (IGH) par jonction 

d'un segment DH avec un segment JH. Ces événements caractérisent le stade pro-B 

précoce au cours duquel apparaît le marqueur CD19. Ces premiers réarrangements sont 

suivis dans les cellules pro-B tardives par l'assemblage d'un segment VH avec les segments 

DJH réarrangés (Figure 2). Seuls les segments VHDJH en phase de lecture correcte et 

sans codon-stop codent pour une région variable fonctionnelle, et permettent la synthèse 

d'une chaîne lourde µ intracytoplasmique.  

Le stade suivant, pré-B, est marqué par l'expression de la chaîne lourde µ à la surface des 

cellules, en association avec une pseudo-chaîne légère formée de la liaison non covalente 

des protéines λ5 et Vpré-B. Ce complexe forme le pré-BCR qui permet à la cellule de 

poursuivre sa différentiation et d'entrer dans une phase d'expansion clonale. Le pré-BCR 

joue aussi un rôle critique dans l'exclusion allélique en induisant une diminution transitoire 

de l'expression des gènes RAG ce qui arrête la recombinaison des gènes de chaînes lourdes 

sur l'autre copie.  

Suite à cette expansion clonale, les gènes RAG sont réexprimés pour réaliser les 

réarrangements VJ des gènes des chaînes légères, le lymphocyte pré-B perd alors 

l’expression du CD34 et exprime le CD20.  
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Le stade B immature est caractérisé par la production d'une chaîne légère classique qui 

remplace la pseudo-chaîne légère et donne naissance à une IgM de surface complète. 

Celle-ci est formée par l’association de deux chaînes lourdes identiques et de deux chaînes 

légères (kappa ou lambda) identiques, associées de manière non covalente aux 

CD79A/CD79B et confère à la cellule sa spécificité de reconnaissance de l'antigène.  

Figure 2 : Différenciation des lymphocytes B à partir de la CSH.  
Les différents stades de développement sont marqués par le réarrangement et l’expression des gènes 
des immunoglobulines (Immunobiology, 6ème édition, Garland Science 2005). 

Toute cellule incapable d’assembler son pré-BCR ou d’associer et de transporter à la 

membrane une chaîne lourde µ avec une chaîne légère sera éliminée. A cette sélection 

positive, s’ajoute un processus de sélection négative selon lequel les cellules immatures 

exprimant des Ig membranaires spécifiques pour les antigènes du soi (autoréactifs – 

induisant un signal fort) seront également éliminées (de 55 à 75% des cellules) (6). Des 

réarrangements secondaires produisant de nouvelles chaînes légères (receptor editing) 

pourront aussi à ce stade modifier la specificité du BCR afin qu’il ne soit plus autoréactif 

(7,8). Enfin, une cellule immature conservant son autoréactivité malgré l’editing peut 

encore entrer en anergie (diminution de la prolifération, désensibilisation et sous-

expression du BCR (9,10)) ou être éliminée par apoptose (11,12).  

Ces cellules B immatures vont alors produire un long transcrit d'ARN pré-messager 

couvrant les régions constantes des chaînes µ et δ. Un épissage de ce pré-ARNm associe 

la région variable VDJ recombinée aux domaines constants de l'un ou l'autre isotype. Ces 

cellules B immatures naïves coexpriment ainsi deux types d'Ig avec la même spécificité : 

l’IgM et l’IgD. Ces cellules quittent ensuite la MO pour se rendre dans les organes 

lymphoïdes secondaires où elles pourront subir les dernières étapes de maturation.  



 13 

1.1.2 Rôle des cytokines et des récepteurs de cytokine  

Les premières étapes du développement sont strictement dépendantes du micro-

environnement particulier apporté par les cellules stromales de la MO. Ces cellules 

stromales régulent la croissance, la maturation et la survie des précurseurs par 

l'intermédiaire de facteurs solubles (IL7, Stem Cell Factor ou SCF, SDF-1 et son récepteur 

CXCR4) et de contacts directs avec les cellules en développement (13). 

1.1.3 Rôle des facteurs de transcription  

Au cours de la différentiation lymphocytaire, la fixation de FT sur différentes séquences 

régulatrices de gènes cibles est impliquée dans la quiescence, la survie des progéniteurs 

B, ainsi que dans l'engagement des cellules dans une lignée spécifique. Le FT Ikaros (codé 

par le gène IKZF1) induit l'expression des gènes RAG et module l'accessibilité de la 

chromatine nécessaire à la recombinaison V(D)J (réarrangement des gènes des Ig) (14). 

IKZF1 et SPI1/PU.1 vont conditionner la différenciation des CSH en CLP, en régulant 

l’expression du récepteur à l’IL7 (IL7-Rα), essentiel à l’initiation de la lymphopoïèse 

précoce (15,16). L’expression des facteurs EBF (Early B-cell factor) et E2A permet la 

différenciation du CLP en cellule pré-pro-B (17,18). Cette cellule perd alors toute capacité 

de différentiation en cellules T ou NK. Les FT PAX5 (paired box protein 5) qui induit 

l'expression des gènes spécifiques des cellules B (CD19 par exemple) et fige l'engagement 

vers la differenciation lymphoide B et STAT5 (signal transducer and activator of 

transcription 5) sont nécessaires à la maturation en cellule pro-B (19,20). La première 

recombinaison des gènes des chaines lourdes d’Ig se produit à ce stade, générant ainsi le 

pré-BCR qui active deux axes : d'un côté, en stimulant la voie Ras/ERK, il potentialise 

l'expression de E2A, et de l'autre côté, il induit l'expression du FT IRF4. IRF4 induit une 

acétylation locale des histones H3 et H4 sur les sites proches des gènes des Ig, favorisant 

ainsi les réarrangements ultérieurs qui aboutiront au BCR mature (21). SPI1 régule 

positivement l'expression de PAX5 et les deux facteurs restent exprimés pendant la plupart 

des étapes restantes de la différenciation des cellules B (22,23).  

1.2 Phase dépendante de l’antigène 
 
1.2.1 Départ de la MO et colonisation des organes lymphoïdes secondaires 

Parmi les plusieurs millions de LB qui se développent chaque jour dans la MO, seuls 10 % 

environ sortent en périphérie (24) et passent par un stade intermédiaire, le stade B 

transitionnel, dernière étape avant la rencontre avec des antigènes exogènes dans les 

organes lymphoïdes secondaires (rate, ganglions).  
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Il existe trois sous-populations principales de cellules B chez la souris et l'homme : Les 

cellules B-1, les cellules B folliculaires (également appelées B-2), essentiellement 

impliquées dans les réponses humorales dépendantes des LT et les cellules de la zone 

marginale B (MZB), impliquées dans les réponses humorales indépendantes des LT. Les 

cellules B-1, divisées en B-1a (CD5+) et B-1b (CD5-), sont principalement présentes dans 

le péritoine où elles sont maintenues par auto-renouvellement. On pense que les cellules 

B-1a et une partie des cellules B-1b sont d'origine fœtale (25). En revanche, les cellules B 

folliculaires résident dans les follicules des organes lymphoïdes secondaires et sont 

générées à partir de précurseurs formés dans la MO (26). Enfin, les cellules MZB sont 

localisées dans les zones marginales des follicules spléniques et on pense qu'elles sont 

recrutées à partir de cellules B folliculaires matures (27). Alors que les cellules B 

folliculaires et MZB expriment l'Ag B220, les cellules B-1 sont B220neg/faible et expriment 

le CD43.   

1.2.2 Réaction du centre germinatif  
 
1.2.2.1 Structure et développement des centres germinatifs 

Dans les organes lymphoides secondaires au repos, les cellules B et T polyclonales sont 

compartimentées et ne se divisent pas. Suite à une immunisation avec un antigène, les 

CG vont apparaitre en quelques jours et persister jusqu'à plusieurs semaines (Figure 3).  

Lorsqu’un Ag entre dans l’organisme, il est capturé par des cellules présentatrices d'Ag 

comprenant les LB, les macrophages et les cellules dendritiques folliculaires (CDF). Le LB 

reconnaît l'antigène pour lequel il a une affinité via son BCR membranaire. Cela entraine 

l'activation du LB et induit l'expression de CCR7, favorisant sa migration à l'interface des 

zones B et T. En effet, la seule interaction entre l'antigène et le BCR n'est pas suffisante 

pour activer le LB et déclencher la synthèse d'Ac. Les LB ont besoin d'un second signal, qui 

peut être apporté par les lymphocytes T folliculaires auxiliaires (ou T follicular helper, Tfh) 

dans le cadre d'une coopération T-B. Simultanément à l’activation des LB, les lymphocytes 

T CD4+ qui ont détecté leur Ag apparenté présenté par la CDF, commenceront à exprimer 

le répresseur transcriptionnel BCL6 (28), régulateur principal de la lignée des Tfh (29). La 

sécrétion des cytokines TGF-β, d'IL12, d'IL23 et l’expression d'ICOS par les lymphocytes 

T CD4+ activés favorise leur différenciation en Tfh. Ces derniers continuent d’exprimer 

BCL6 et produisent de l'IL21, perdent l'expression de CCR7 au profit de CXCR5, ce qui leur 

permet de migrer vers la zone B pour y rencontrer le LB qui vient lui aussi d'être activé 

(30).  

Par la suite, d'importantes interactions récepteur-ligand sont formées, notamment 

CD40:CD40L, ICOSL:ICOS (31). Ces interactions garantissent que les LB et LT restent en 
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contact pour déclencher la phase suivante de la réponse, un à deux jours plus tard. La Tfh 

mature, spécifique de l'Ag, se déplace vers le centre du follicule. Les cellules B activées 

ont plusieurs destins à leur disposition (28). Certaines cellules B se déplacent vers la zone 

inter-folliculaire et se différencient en cellules sécrétrices d'anticorps (ASC) à courte durée 

de vie, fournissant une réponse rapide à l'infection, mais de faible affinité. D’autres cellules 

B se déplacent vers la zone pré-CG, probablement sous l'effet de la régulation positive de 

BCL6 et des modifications de l'expression des récepteurs de chimiokines. Elles y subiront 

une maturation d'affinité dans le CG en développement. Enfin, certaines cellules B se 

différencieront en cellules B mémoires précoces après cette interaction initiale entre les 

cellules T et les cellules B, en amont de la formation du CG (32,33) (Figure 3). Il est 

néanmoins admis que la majorité des cellules B mémoire sont issues de la réaction du CG 

(34). 

Après quelques jours de prolifération massive, la structure caractéristique du CG devient 

apparente : une zone sombre (DZ, Dark Zone) constituée presque exclusivement de 

cellules B proliférant en masse et connues sous le nom de centroblastes, et une zone claire 

(LZ, Light Zone) composée de centrocytes plus petits, non divisés, situés dans un maillage 

de CDF, de cellules T et de macrophages (Figure 3). Le CG atteint sa taille maximale dans 

un délai d'environ deux semaines. Les centroblastes diversifient leurs gènes IgV par le 

processus d’hypermutation somatique (SHM, voir paragraphe 1.2.2.2), et les cellules qui 

expriment des Ac modifiés nouvellement générés sont sélectionnées dans la LZ sur l'affinité 

de leur Ig pour l'Ag. Certains centrocytes se différencient en cellules B mémoires ou en 

plasmocytes, après avoir subi une commutation isotypique (Class Switch Recombination, 

CSR, voir paragraphe 1.2.2.3).  
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Figure 3 : Réaction du centre germinatif et génération des B mémoires.  
Dans les organes lymphoïdes secondaires, les cellules T et les cellules B naïves (Naive B Cell, NBC) 
activées par l'Ag forment des interactions stables lors de leur migration vers le follicule primaire et 
la zone des cellules T, respectivement. Les lymphocytes B prolifèrent, une partie se différencie en B 
mémoires indépendants du centre germinatif (Germinal Center, GC) ou en plasmocytes à courte 
durée de vie (Short Lived Plasma Cell, SLPC), sécrétant des Ac dans un foyer extra-folliculaire. L'autre 
partie des cellules B spécifiques de l'Ag subissent une expansion clonale et des hypermutations 
somatiques (SHM) pour diversifier leurs gènes d'immunoglobulines dans la zone sombre du follicule 
primaire. Les cellules B avec une BCR diversifié peuvent se déplacer vers la zone claire où elles 
rencontrent des cellules dendritiques folliculaires (FDC) et des cellules T follicular helper (TFH). Grâce 
au processus de sélection d'affinité, les cellules B ayant une forte affinité pour l'Ag survivent tandis 
que celles ayant une faible affinité subissent l'apoptose. Après la maturation d'affinité, les 
lymphocytes B peuvent soit revenir dans le CG, soit en sortir sous forme de B mémoire ou de 
plasmocytes à longue durée de vie (Long Lived Plasma Cell, LLPC) sécrétant des ac. (Adapté de Shah 
et al (33)) 
 
 
Cette description classique de la réaction du CG englobe la plupart des événements 

cellulaires, mais s'est révélée trop schématique, car la compartimentation de la réaction 

du CG est souvent moins bien définie que le schéma classique DZ-LZ (35–37). En outre, 

le déplacement des cellules B dans le microenvironnement du CG ne suit pas toujours la 

direction de la DZ vers la LZ (38). En effet, les cellules B en prolifération peuvent être 

détectées dans la LZ des CG spléniques de souris (39,40), et des études en microscopie 

éléctronique ont montré que le trafic des BGC est bidirectionnel entre DZ et LZ (41,42). 

Certains progrès technologiques ont également été réalisés dans l'identification des 

mécanismes qui guident le trafic des cellules B entre les zones sombres et claires, qui 

semble être médié par des chimiokines qui sont peut-être produites par des cellules 

stromales (43,44). Les centroblastes expriment CXCR4 et migrent vers un gradient de 

CXCL12 (également appelé SDF1) qui provient de la LZ, tandis que les centrocytes 
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expriment le CXCR5, qui répond à un gradient de CXCL13 produit dans la DZ. L'alternance 

de la régulation à la hausse et à la baisse de l'expression de ces deux récepteurs de 

chimiokines sur les cellules BGC pourrait favoriser le cycle des cellules dans les deux sens 

entre la DZ et la LZ. Ceci est conforté par une étude récente où du RNA-seq unicellulaire 

a été réalisée dans les cellules BGC. Cela permet aux auteurs d’identifier plusieurs sous-

populations, mettant en évidence une hétérogénéité importante au sein des BGC, 

notamment avec des populations dont le profil d’expression génique est intermédiaire entre 

les cellules caractéristiques de la LZ et DZ et qu’ils rattachent à des précurseurs des B 

mémoires ou des plasmablastes. En outre, ils confirment que bien que la prolifération soit 

une caractéristique principalement associée aux cellules BGC de la DZ, les cellules en 

prolifération et au repos se trouvent dans les compartiments DZ et LZ (37).  

Une caractéristique reconnue depuis longtemps des centroblastes est leur taux de 

prolifération extrêmement rapide ; les estimations du temps nécessaire à l'achèvement 

d'un cycle cellulaire vont de 6 heures à 12 heures (42). Ce taux de prolifération rapide est 

nécessaire pour la génération à haute cadence d'un grand nombre d'Ig modifiées, parmi 

lesquelles sont sélectionnées les quelques cellules B présentant des Ac avec une meilleure 

liaison à l'Ag. En conséquence, l'analyse du profil d'expression des gènes a montré que la 

différenciation d'une cellule B activée par un Ag en un centroblaste s'accompagne d'une 

augmentation spectaculaire de l'expression des gènes associés à la prolifération cellulaire 

et d'une diminution des gènes codant pour des régulateurs négatifs de l'expansion clonale, 

tels que p21 (pour revue : (45,46)). Cependant, la physiologie des centroblastes diffère 

nettement de celle des autres cellules proliférantes de l'organisme. En particulier, la 

détection et la réponse aux dommages causés à l'ADN sont spécifiquement supprimées 

dans les centroblastes (47). En outre, les centroblastes expriment l'enzyme télomérase 

(48), ce qui garantit que la vigoureuse expansion clonale des cellules BGC n'entraîne pas 

une perte de leur potentiel de réplication, du fait du raccourcissement des télomères. 

 
1.2.2.2 Hypermutations somatiques 
 
Les centroblastes du CG subissent des mutations ponctuelles, des insertions ou des 

délétions dans la séquence nucléotidique codant pour la région variable de l'Ig de surface, 

modifiant ainsi son affinité pour l’Ag. À la suite de ce phénomène, seuls les centrocytes 

exprimant à leur surface des Ig de forte affinité pour l'antigène seront sélectionnés, grâce 

aux cellules folliculaires dendritiques et aux cellules T folliculaires auxiliaires présentes au 

sein de la zone claire des CG.  

La CG est la structure principale, mais pas le site exclusif où la SHM se produit, car la SHM 

extrafolliculaire a également été observée chez la souris et chez l’homme (49,50). Le 

processus de SHM est initié par l'activité d’AID (Activation Induced cytidine Deaminase), 

enzyme convertissant les cytidines de l’ADN en uracile (51–53). Cela a pour conséquence 
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de déclencher des mécanismes de réparation de l'ADN infidèles qui conduisent à 

l'introduction de mutations somatiques (pour revue : (54)). 

Dans les CG, la SHM se limite principalement aux centroblastes proliférants de la DZ. En 

effet, de la diversité intraclonale des IgV a été rapportée dans des clones de cellules B 

isolés par microdissection à partir de cellules individuelles de la DZ des CG (55), et est 

compatible avec l'expression d'AID dans les centroblastes (56). 

 

1.2.2.3 Commutation de classe 

La recombinaison par commutation de classe (CSR) est le processus par lequel la classe 

de chaîne lourde de l'Ac produit par un LB activé passe de l'IgM et de l'IgD à l'IgG, l'IgA 

ou l'IgE, qui ont des fonctions effectrices distinctes. Le processus se produit au sein des 

CG, mais est également observé en dehors (57,58). La CSR cible des zones de 

recombinaisons appelées régions Switch ou S, situées en amont de tous les domaines 

constants à l'exception de Cδ. L'expression d’AID est nécessaire (52,53) et initie le 

processus de commutation en générant une déamination des cytosines en uraciles au 

niveau des régions S. Différentes enzymes de réparation de l'ADN agissent ensuite en 

cascade. La CSR peut se produire de manière dépendante ou indépendante des cellules T, 

et c'est la combinaison de cytokines spécifiques et de signaux co-stimulants qui détermine 

la nature de la classe d'Ig résultante. 

1.2.3 Rôle des facteurs de transcription  
 
1.2.3.1 Initiation et déroulement de la réaction du CG 

Le répresseur transcriptionnel BCL6 orchestre la formation et le maintien du CG (59,60). 

Il permet aux cellules de surmonter le stress génotoxique physiologique associé aux 

phénomènes de SHM et CSR sans provoquer les réponses apoptotiques et d'arrêt de cycle 

cellulaire qui se produiraient dans d'autres conditions, principalement via la représsion de 

TP53 (pour revue : (61)). BCL6 agit en coopération avec BACH2, un autre répresseur 

essentiel de la réaction du CG, par la co-régulation de plusieurs gènes cibles (62–64). L'une 

des fonctions majeures de BCL6 dans le maintien de la réaction du CG est l'inhibition du 

FT PRDM1/BLIMP1, reconnu depuis longtemps comme un régulateur crucial du 

développement des plasmocytes. Les modèles murins chez lesquels l'expression de BLIMP1 

est conditionnellement éteinte ne peuvent pas générer de plasmocytes (65). Il a ensuite 

été démontré que BLIMP1 agissait en amont de la protéine de liaison à la X-box 1 (XBP1), 

un FT nécessaire au phénotype sécrétoire des plasmocytes (66,67). Enfin, IRF4 est un 

régulateur essentiel de la différenciation des plasmocytes, réprimant BCL6 et mettant ainsi 

fin au programme de transcription du CG (68,69). Des travaux récents ont suggéré que 

l'expression de BLIMP1, IRF4 et XBP1 est régulée indépendamment, mais que les trois FT 
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sont conjointement nécessaires à l'établissement des plasmocytes différenciés en phase 

terminale, comme le montrent les effets spectaculaires de leurs déficiences individuelles 

sur le développement des plasmocytes (65,66,68,69). La différenciation terminale d'une 

cellule B en plasmocyte nécessite l'inactivation fonctionnelle du répresseur transcriptionnel 

PAX5, qui est essentiel pour maintenir l'identité des cellules B matures, y compris les 

cellules B naïves, BGC et mémoires (23). La régulation à la baisse de PAX5 dans les cellules 

B matures, induite expérimentalement, conduit à la mise en place du programme de 

différenciation des plasmocytes (70,71). En conséquence, il est admis que l'inhibition de 

PAX5 représente la première étape vers la différenciation en plasmocytes (72) (Figure 4).  

MYC, un autre facteur permettant la prolifération et contribuant à la transformation des 

cellules B, est nécessaire à la formation des CG (73). Son expression est induite 

précocement lors de l'initiation du CG puis s’éteint dans les LB de la DZ, ou il est reprimé 

par BCL6 et est enfin ré-exprimé de façon transitoire dans une sous-population de LB de 

la LZ destinés à retourner dans la zone sombre (74–76). Bien que l'importance biologique 

de l’extinction de l’expression de MYC dans les LB de la DZ reste inconnue, l’induction 

initiale de son expression active des programmes transcriptionnels qui sont associés à ses 

nombreuses fonctions, comme la réplication de l'ADN, l’entrée dans le cycle cellulaire et la 

maintenance des télomères (77).   

IRF8, membre de la famille IRF, présente une forte homologie avec IRF4 mentionné plus 

haut. La redondance de leurs fonctions a été établie dans les stades précoces de 

développement B mais elles semblent adopter des rôles distincts voire antagonistes dans 

les stades plus tardifs de différentiation. L’expression d’IRF8 est maximale dans le CG pour 

s’éteindre dans les ASC, contrairement à IRF4 qui voit son expression augmenter des BGC 

vers les ASC (78) (Figure 4). Les souris déficientes pour IRF8 dans la lignée B sont 

capables d’engager une réaction du CG (79), contrairement aux souris déficientes pour 

IRF4 (80). IRF4 comme IRF8 interagissent avec d’autres FT, en particulier SPI1 (voir 

paragraphe 4.6.3.1). Les cellules B double knockout (DKO) Spi1/Irf8 montrent une 

différenciation accélérée en ASC in vivo et in vitro (78), suggérant un rôle négatif des deux 

facteurs sur la différenciation en ASC. 
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Le FT ETS1 a aussi été identifié comme jouant un rôle clé dans la différenciation terminale 

des LB. Les souris dépourvues d'ETS1 présentent un nombre nettement plus élevé de 

plasmocytes sécrétant des IgM dans leurs organes lymphoïdes (81,82). De plus, les cellules 

B dépourvues d'ETS1 se différencient davantage en plasmocytes lorsqu'elles sont cultivées 

en présence de CpG (83). En plus de sa fonction de régulation positive de l'expression de 

Pax5 et d'autres gènes importants pour l'identité des cellules B, ETS1 bloque également la 

différenciation des plasmocytes par sa capacité à interagir directement avec BLIMP1 et à 

inhiber sa fonction. Il est donc établi que l'expression d'ETS1 doit être régulée à la baisse 

avant que la différenciation plasmocytaire puisse avoir lieu (84).  

Un autre membre de la famille ETS, ELK1, intervient dans cette différentiation terminale. 

Une étude de Hipp et al. a montré que la voie de signalisation IL2-ERK-ELK1 régulait 

l'expression de BACH2 et donc la différenciation des plasmocytes (64). En effet, BACH2 est 

un réprésseur transcriptionnel dont une des cibles majeures dans les LB est BLIMP1 (85). 

En l'absence de BACH2, la formation de LB matures n’est relativement pas affectée, mais 

lorsque ces LB sont activés, BLIMP1 s'exprime prématurément, ce qui entraîne une 

répression d’AID et une exacerbation de la différenciation plasmocytaire (86).  

1.2.3.2 Transition du plasmablaste au plasmocyte 

Un nombre important d’études se sont attachées à détailler les FT qui contrôlent 

l'engagement vers la différenciation terminale ; cependant, moins de données sont 

disponibles concernant la transition du plasmablaste (cellule en division et à courte durée 

de vie) vers le plasmocyte (cellule ne cyclant plus et à longue durée de vie). 

Phénotypiquement, la forte expression du CD138 et la diminution de l'expression du B220 

et/ou CD19 est largement corrélée avec les étapes de finale maturation en plasmocytes 

(87). Plasmocytes et plasmablastes peuvent également être distingués sur la base de 

l'expression de BLIMP1, les plasmablastes présentant un niveau d'expression de BLIMP1 

nettement inférieur à celui des plasmocytes (88,89). Les plasmocytes suppriment ainsi 

Figure 4 : Expression des facteurs de transcription 
clés de la différenciation B terminale (78).  
Les données de la Heat-map sont extraites d’analyses de 
RNA-Seq.   
 
PerC B1 (peritoneal B1 cells); PerC B2 (conventional 
B2 cells in peritoneal cavity); Fo B (follicular B cells), 
GC (Germinal Center B cells); Spl ASC (spleen 
Antibody Secreting Cell), BM ASC (Bone Marrow 
Antibody Secreting Cell). 
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l'expression de MYC, cible de la répression transcriptionnelle engagée par BLIMP1, ainsi 

qu’une partie du programme transcriptionnel induisant le cycle cellulaire (76,90). 

1.2.3.3 Choix B mémoire / plasmocytes  

Les cellules B mémoire forment un groupe minoritaire de cellules à longue durée de vie, 

persistant à l'état quiescent sans proliférer. Elles sont capables de générer une réponse 

accélérée et de forte amplitude aux pathogènes pour lesquelles elles sont spécifiques. En 

effet, elles peuvent présenter rapidement et efficacement l'antigène aux LT lors d'une 

réponse secondaire, proliférer puis se différencier en plasmocytes. Les cellules B mémoires 

peuvent ré-intégrer les CG pour de nouveaux cycles de sélection et d’hypermutation, 

permettant ainsi de perfectionner la mémoire immunitaire (74,91).   

Chez l’Homme, la moitié des cellules B mémoire du sang périphérique a subi une 

recombinaison de la classe des Ig (~23% IgG et ~21% IgA), et l'autre moitié co-exprime 

encore les IgM et IgD de surface (~52% des cellules B mémoire), ou les IgM seules (<5% 

des cellules B mémoire). Les cellules B mémoires humaines représentent environ 30% des 

cellules B circulantes, le reste étant constitué de cellules B naïves. En revanche, il existe 

une différence notable chez la souris, où moins de 5% des B circulants sont des B mémoires 

(92,93). Il a longtemps été admis que le compartiment B mémoire humain était 

exclusivement ou principalement composé de cellules B switchées, mais des études ont 

démontré la présence de cellules B IgM+ ayant subi les hypermutations somatiques (92). 

Les LB mémoire issus du CG sont caractérisés par la perte de l'expression de l'IgD de 

surface et l'acquisition chez l’Homme du marqueur CD27. L’origine CG de cette population 

B mémoire IgM seule est maintenant acceptée, tandis que les B mémoire 

IgM+/IgD+/CD27+ correspondraient aux cellules B de la zone marginale splénique 

(contribuant à la protection contre les pathogènes T-indépendants transmis par le sang) 

(33). Il a en effet été montré que des cellules B mémoires pouvaient être générées en 

dehors des CG (94,95), pourtant longtemps considérés comme leurs seuls sites de 

génération. Des études récentes ont rapporté que des cellules B mémoire non mutées 

peuvent être générées chez des souris irradiées reconstituées avec de la MO déficiente en 

Bcl6, donc incapable de former des CG. Les cellules B mémoire en contexte déficient en 

Bcl6 se sont donc différenciées indépendamment des CG, ne portaient pas de mutations 

somatiques et n'ont pas subi de maturation d'affinité. Cependant, elles correspondaient 

bien à la définition des B mémoires : il s'agissait de cellules quiescentes, à longue durée 

de vie, capables de produire de plus grandes quantités d'Ac lors d’une réponse secondaire 

par rapport aux cellules B naïves (95,96).  

Le destin cellulaire du centrocyte vers la voie mémoire ou plasmocyte serait dicté, entre 

autres, par l’affinité du BCR à sa surface. En effet, Shinnakasu et al. (34) ont montré chez 
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la souris que les cellules BGC de la LZ avec des BCR de moindre affinité ont une expression 

de BACH2 plus élevée que celle de leurs homologues avec des BCR de plus grande affinité 

et sont prédisposées à entrer dans le compartiment des cellules B de la mémoire. 

L'haploinsuffisance en BACH2 entraîne une diminution des B mémoire, et l'expression de 

BACH2 dans les cellules du CG est inversement corrélée à la force de l'aide fournie par la 

cellule T (34). Leurs données suggèrent un modèle dans lequel une aide faible de la part 

des cellules T maintient une expression relativement élevée du FT BACH2 dans les cellules 

BGC LZ, les prédisposant à entrer dans le compartiment des cellules B mémoire. Le 

mécanisme de cette coopération B-T reposerait sur la sécretion d’IL2 par les TFH, 

entrainant une activation de la voie de signalisation ERK/ELK1 et in fine la répression de 

l’expression de BACH2, permettant l’engagement vers la différenciation plasmocytaire 

(64).  

D’autre part, les TFH sécrétent également de l’IL9, qui oriente la différenciation des cellules 

B du CG vers les B mémoire, leurs précurseurs ayant une expression accrue du récepteur 

à l’IL9 (IL9-R) (97,98).  

Il a été suggéré que STAT5 phosphorylé serve de médiateur pour la différenciation des 

cellules B mémoire par rapport aux plasmocytes en régulant l'expression de BCL6 (99), et 

auparavant, on a invoqué le rôle de BCL6 dans le développement des cellules B mémoire 

(100). Comme les cellules B mémoire continuent d'exprimer PAX5, il est probable que 

l’inactivation de PAX5 soit l'événement clé pour la différenciation d'un centrocyte en 

plasmocyte plutôt qu’en B mémoire.  

1.2.3.4 Sortie des organes lymphoïdes secondaires 

Les ASC vont quitter les organes lymphoïdes secondaires pour rejoindre la circulation 

sanguine et finalement rejoindre la MO, processus appelé ‘homing’, grâce à l'activation de 

S1PR1 (sphingosine-1-phosphate receptor 1). CXCR4 (CXC-chemokine receptor 4), 

récepteur de CXCL12 (chemokine CXC-chemokine ligand 12) est impliqué dans le 

recrutement des ASC dans la MO et dans leur maintien sur ce site (101,102).  

MYB, facteur de transcription et protooncogène exprimé pendant le développement des 

cellules B, est essentiel pour que les plasmablastes dérivés du CG puissent migrer vers la 

MO. En l'absence de MYB, les plasmablastes ayant switché leur Ig de surface, générés 

après une immunisation ou une infection, n'ont pas pu rejoindre la circulation sanguine, et 

se sont accumulés dans la rate. L'effet de la perte de MYB n'a donc pas eu d'impact sur la 

formation de CG. Le principal défaut détecté était l'incapacité des plasmablastes issus du 

CG à migrer en réponse à CXCL12 et donc à contribuer au pool de plasmocytes médullaires 

à longue durée de vie (103). 
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1.2.4 Régulation épigénétique de la différenciation lymphoïde B  
 
Un certain nombre de FT indispensables à la différenciation des cellules B ont été 

découverts, dont BCL6 pour la différenciation des cellules B du CG, ou BLIMP1, IRF4 et 

XBP1 pour la différenciation des plasmocytes (voir paragraphe 1.2.3 et Figure 4). Bien 

que d'une importance capitale pour assurer les programmes transcriptionnels du CG et des 

plasmocytes, ces FT doivent avant toute chose pouvoir se lier à leurs cibles. Ceci est 

dépendant de l'accessibilité de la chromatine, elle-même régulée par des modificateurs 

épigénétiques. Ainsi, la différenciation en B mémoires, plasmocytes à courte ou longue 

durée de vie repose sur une combinaison de régulateurs moléculaires, modulés de façon 

dynamique au cours de la réponse immunitaire. Ces dernières années, plusieurs études 

ont mis en évidence le rôle crucial que jouent les régulateurs épigénétiques dans la 

différenciation des cellules B lors de la réponse humorale, via la méthylation de l’ADN et 

les modifications des histones.  

Dans la suite du manuscrit, le terme « enhancer » est utilisé pour désigner les éléments 

cis-activateurs, classiquement définis comme des séquences d'ADN situées à des distances 

variables du site de démarrage de la transcription, agissant en cis et capables d'augmenter 

la transcription des gènes. Le terme « promoteur », quant à lui, fait référence à des régions 

de l'ADN qui permettent l'initiation de la transcription d'un gène, généralement situées à 

proximité et en amont du site de démarrage de la transcription. 

 

La méthylation de l'ADN consiste à ajouter des groupements méthyles aux résidus CpG, 

par l’action des méthyltransférases. Il existe trois ADN méthyltransférases (DNMT) : 

DNMT1, DNMT3A et DNMT3B. DNMT3A et DNMT3B assurent la méthylation de novo (104), 

tandis que DNMT1 permet la maintenance des profils de méthylation au cours des divisions 

cellulaires en reproduisant sur le brin néosynthétisé, lors de la réplication de l’ADN, la 

méthylation présente sur le brin matrice (105). La déméthylation de l'ADN est effectuée 

par la famille d'enzymes Ten Eleven Translocation (TET1, TET2 et TET3), en catalysant 

l'oxydation de la 5-méthylcytosine (5mc) en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmc), conduisant 

in fine à la déméthylation (voir chapitre 3).  

La méthylation des CpG est généralement associée à la répression des gènes, agissant 

comme une plateforme de recrutement pour les protéines qui possèdent des domaines de 

liaison au méthyle et initient la condensation de la chromatine. Il a été montré que la 

méthylation de l'ADN en elle-même favorise la condensation de la chromatine, en rigidifiant 

et compactant les nucléosomes (106). La méthylation de l'ADN peut également faciliter la 

répression des gènes en bloquant physiquement la liaison des régulateurs 

transcriptionnels.  

La méthylation de l'ADN joue un role dans l’engagement des progéniteurs 

hématopoïétiques vers la lignée myéloïde ou lymphoïde (107,108). L'hypométhylation au 
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niveau des gènes clés de l'identité B dirige la cellule vers la lignée lymphoïde B (107). La 

comparaison des profils de méthylation des B naïfs, des BCG, des B mémoires et des 

plasmocytes humains indiquent que ces cellules subissent une déméthylation significative 

au cours de la réponse immunitaire. En d’autres termes, les sites qui étaient méthylés dans 

les cellules B naïves sont démethylés lors des stades ultérieurs de différentiation, après 

stimulation antigénique (109–111). Orlanski et al. ont confirmé que l'expression de TET2 

et TET3 pendant la différenciation des LB se traduisait par l'apparition de la marque 5hmc, 

première étape vers la déméthylation. Presque toutes les séquences déméthylées pendant 

l'engagement des cellules B restaient méthylées chez les souris déficientes en TET2/3, et 

un blocage partiel du développement des cellules B était observé (112). Les séquences 

cibles déméthylées par TET2/3 étaient enrichies en H3K27Ac et H3K4me1 et avaient une 

conformation de chromatine plus ouverte, suggérant une déméthylation préférentielle au 

niveau des enhancers (113). L'expression des protéines TET diminue au cours de 

l'engagement dans la différenciation des plasmocytes, ce qui est corrélé à des niveaux très 

faibles, voire indétectable de 5hmc dans les plasmocytes de la MO (114). Globalement, ces 

études montrent que l’engagement vers la différenciation plasmocytaire est associé à une 

perte de méthylation (109,110,113). Les cellules qui se différencient en 

plasmablastes/plasmocytes ont au préalable proliféré, cependant il a été montré que la 

perte de méthylation n’était pas liée à un phénomène de dilution suite aux divisions 

cellulaires mais qu’elle reposait sur l’enrichissement spécifique en 5hmC au niveau des 

gènes de l’identité plasmocyaire, ce qui conforte le rôle des protéines TET dans ce 

processus (114).  

DNMT1 et dans une moindre mesure DNMT3B sont régulées à la hausse dans les cellules 

BGC. En revanche, DNMT3A est régulée à la baisse (115). Les souris hypomorphes pour 

DNMT1 ont des défauts de réaction du CG. La régulation de la réaction du CG par les 

enzymes DNMT a été confirmée par le traitement de souris sauvages immunisées avec la 

décitabine, un inhibiteur de l'ADN méthyltransférase (115). DNMT1 est recruté au niveau 

de l'ADN hémiméthylé par UHRF1, (membre des RING-finger type E3 ubiquitin ligases) 

pour réprimer l'expression des gènes (116). La formation des CG, la maturation d'affinité 

et la réponse des Ac étaient toutes défectueuses en l'absence d'UHRF1, ce qui reflète son 

rôle dans la régulation de la prolifération des cellules BGC via la méthylation des gènes 

régulateurs du cycle cellulaire tels que Cdkn1a (codant pour p21) (117). Il semble donc 

que le maintien de la méthylation de l'ADN par le recrutement d'UHRF1-DNMT1 soit 

important pour une régulation appropriée des cellules BGC. Barwick et al. ont étudié les 

effets du KO conditionnel de Dnmt3a et Dnmt3b dans les cellules B.  Alors que le 

développement des cellules B semblait normal chez les souris DNMT3-deficientes, ils ont 
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constaté après stimulation antigénique une augmentation de la taille des CG, des titres 

d'Ac et des plasmocytes de la MO (118).  

La liaison des FT à leur séquence de reconnaissance spécifique sur l’ADN contrôle souvent 

l'état épigénétique et l'activité des enhancers. Des signatures épigénétiques (profils de 

méthylation de l’ADN) sont retrouvées dans les différentes hémopathies B, des tumeurs 

pré-CG aux hémopathies à plasmocytes matures, ce qui aide à identifier les sous-types de 

cellules B physiologiques les plus « épigénétiquement » liées à un type de tumeur donné 

(119). La classification des patients selon leur degré de maturation épigénétique a montré 

un impact clinique dans plusieurs hémopathies B matures (120,121). La comparaison des 

patterns de méthylation de l'ADN entre cellules B tumorales et non tumorales a également 

permis de mieux comprendre les événements moléculaires associés à la transformation. 

Dans la leucémie lymphocytaire chronique (LLC), le rôle des FT NFAT, EGR, TCF3/E2A et 

SPI1 a ainsi été proposé (109). 

Contrairement au petit nombre d'enzymes responsables de la modulation de la méthylation 

de l'ADN, il existe un plus large réseau d'enzymes en charge des modifications post-

traductionnelles des histones, modulant la conformation et l'accessibilité de la chromatine. 

De façon générale, l'acétylation des résidus lysine des histones active l'expression des 

gènes, tandis que leur méthylation peut entraîner une activation ou une répression de la 

transcription en fonction du résidu modifié et du nombre de groupes méthyle présents. Par 

exemple, H3K4me3 active la transcription des gènes, tandis que H3K27me3 et H3K9me3 

entraînent leur répression.  

Les mutations somatiques affectant les gènes modificateurs d'histones sont fréquentes 

dans les lymphomes B diffus à grandes celulles (DLBCL) (122). Au cours des dix dernières 

années, des études ont mis en lumière le mécanisme par lequel les mutations de KMT2D, 

EZH2, CREBBP et EP300 contribuent à la pathogénèse.  Les mutations gain de fonction 

d’EZH2 entraînent une répression des gènes de différenciation des PC via une 

augmentation de la marque H3K27me3 au niveau de leurs promoteurs (123,124).  Les 

mutations perte de fonction de KMT2D entraînent une perte focale de H3K4me1 et donc 

une activation altérée des enhancers de gènes qui répondent normalement à la 

signalisation CD40 et contrôlent l'expression des gènes suppresseurs de tumeurs tels que 

TNFAIP3 (125,126).  Les mutations perte de fonction de CREBBP entraînent une perte 

focale de l'acétylation H3K27 au niveau des enhancers et donc une répression 

transcriptionnelle des gènes impliqués dans les signaux de sortie du CG (127,128).   
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1.2.5 Rôle des signaux extrinsèques  

Parmi les signaux extrinsèques qui conduisent à la différenciation en ASC, on trouve le 

CD40L, les cytokines sécrétées par les Tfh, la signalisation par ERK1 et 2 et par la voie NF-

κB, largement impliquée dans l'activation, la croissance et la survie des LB via l'activation 

d’IRF4 et de BCL2 (129,130).  En outre, un rôle important de la stimulation du CD40 dans 

la différenciation des cellules BGC en cellules B mémoire avait été suggéré sur la base 

d'expériences in vitro de cellules BGC humaines purifiées (131). Dans ces expériences, des 

cellules BGC cultivées sur des fibroblastes exprimant le CD40L avec une combinaison 

spécifique de cytokines (IL2 et IL10) ont finalement acquis un phénotype de cellule B 

mémoire, tandis que l'élimination du CD40L du système a entraîné la différenciation des 

cellules en plasmablastes (131). 

2 Réaction du CG et lymphomagénèse 
 
2.1 Remaniements génétiques à potentiel oncogénique 

Au cours de son ontogénie, le LB est exposé à 3 situations de modifications génétiques 

physiologiques : i) le réarrangement VDJ initial dans la moelle osseuse ; ii) les mutations 

somatiques des gènes codant les parties variables des chaînes lourdes et légères d’Ig; iii) 

la communation isotypique. Le premier risque est encouru par tous les LB, les 2 autres 

uniquement par des LB ayant été stimulés par leur BCR.  

L’importante prolifération et le taux élevé de remaniements génétiques intervenant dans 

le CG rendent cet environnement particulièrement propice à la transformation tumorale, 

par l’acquisition de mutations et d’anomalies génomiques. Une contrepartie physiologique 

est identifiée dans la plupart des lymphomes B, en fonction des caractéristiques de la 

cellule on distingue des origines pré-CG, CG ou post-CG (pour revue : (132)) (Figure 5).  
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Figure 5 : Représentation de la différenciation lymphoïde B normale et de la 
correspondance avec les principaux lymphomes B (133).  
Les hémopathies B correspondent à différents stades de différenciation des cellules B normales, bien que les 
contreparties physiologiques soient inconnues dans certains cas. Les cellules B précurseurs, qui se développent 
dans la moelle osseuse, peuvent subir une apoptose ou se transformer en cellules B naïves matures, qui, après 
exposition à l'antigène (AG), peuvent se transformer en plasmocytes à courte durée de vie ou entrer dans le 
centre germinatif (GC), où se produisent les hypermutations somatiques et la commutation de classe de la chaîne 
lourde d’Ig. Les centroblastes, les cellules transformées du GC, soit subissent une apoptose, soit évoluent en 
centrocytes. Les cellules post-GC comprennent à la fois des plasmocytes à longue durée de vie et des cellules 
mémoire/B de la zone marginale. La plupart des cellules B sont activées dans le GC, mais l'activation 
indépendante des cellules T peut avoir lieu en dehors du GC et conduit probablement aussi à des cellules B de 
type mémoire. Les barres rouges indiquent un réarrangement du gène de l'IGH et les barres bleues un 
réarrangement du gène de la chaîne légère de l'IG ; les points noirs dans les barres rouges et bleues indiquent 
les hypermutations somatiques. 

En effet, à l'exception des lymphomes lymphoblastiques et des lymphomes du manteau, 

quasiment tous les lymphomes non hodgkiniens à cellules B (LNH-B) présentent des gènes 

d'IgV ayant subi des hypermutations somatiques ce qui indique qu'ils sont dérivés de 

cellules B bloquées au sein du CG ou l'ayant traversé (134,135). En outre, ces sous-types 

de LNH-B présentent deux types principaux de lésions génétiques - les translocations 

chromosomiques et les SHM aberrantes - qui représentent des erreurs ou des 

dysfonctionnements dans les mécanismes physiologiques de remaniement des gènes des 

Ig. 

2.2 Stimulation antigénique chronique 

Outre certains remaniements génétiques à haut risque oncogénique, un autre mécanisme 

favorise également la survenue des lymphoproliférations malignes en activant les voies de 

signalisation de la cellule B : la stimulation antigénique chronique. Elle a été d'abord décrite 
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dans les lymphomes gastriques du MALT (Mucosa-Associated Lymphoïd Tissue) associés à 

l'infection chronique par la bactérie Helicobacter pylori. L'évolution de la pathologie est 

marquée par une période où la prolifération est sensible à un traitement antibiotique 

adapté puis, du fait d'événements oncogéniques secondaires, par l'acquisition d'une 

indépendance vis-à-vis de l'agent pathogène initiateur (pour revue : (136)).  

L'infection chronique par le virus de l'hépatite C (VHC) représente un autre modèle 

favorisant la transformation des LB. De nombreuses études ont montré l’augmentation de 

la prévalence de l’infection par le VHC parmi les patients atteints de cryoglobulinémie mixte 

et de LNH-B (137). Un argument majeur pour affirmer le rôle du virus dans la 

lymphomagenèse réside dans l’observation de l’effet curatif du traitement antiviral sur les 

lymphoproliférations B (138). Les mécanismes par lesquels le VHC participe au 

développement de lymphome sont encore imparfaitement compris. Le rôle de la 

stimulation antigénique chronique, sur le modèle d’Helicobacter pylori dans les lymphomes 

des MALT, est suggéré par de nombreuses études tandis que d’autres proposent un rôle 

oncogénique direct du virus dans la transformation (139,140). 

Cependant, pour la très grande majorité des lymphomes, Il n'existe pas d'antigène 

stimulant spécifique identifié. Les arguments en faveur du rôle d'un antigène viennent de 

l'état de différentiation de la cellule tumorale (presque jamais naïve), et du répertoire des 

segments VDJ utilisés par les cellules tumorales, qui dans certains cas sont communs à 

différents patients (répertoire biaisé).  
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2.3 Micro-environnement et signalisation  
 
Les cellules B possèdent de multiples voies d'activation qui les aident à répondre aux 

agents pathogènes. En général, la liaison du BCR par l'Ag n'est pas suffisante pour amener 

la cellule B à proliférer et à se différencier, des signaux supplémentaires sont nécessaires 

pour une activation complète. Ces signaux de co-stimulation se répartissent en deux 

catégories : ceux qui sont associés à la reconnaissance innée des pathogènes et ceux qui 

proviennent des cellules T. Les signaux innés sont généralement transmis par la famille 

des récepteurs TLR (Toll-like receptor). La signalisation dépendante des cellules T nécessite 

l'interaction entre une cellule B spécifique de l'Ag avec une cellule T activée qui reconnaît 

les peptides internalisés et présentés par la cellule B. La cellule T fournit deux formes 

d’aide : des signaux co-stimulants, notamment grâce à l'expression du CD40L et la 

sécrétion de cytokines régulatrices solubles (141,142). De nombreuses études in vitro ont 

montré que le CD40L et les cytokines telles que l’IL4 délivrées à la cellule B en l'absence 

de tout signal Ag sont suffisantes pour stimuler la division des cellules B, la commutation 

de classe et la sécrétion d'Ac (143). Quel que soit le mode de stimulation, les signaux émis 

par l'engagement du BCR ne sont pas obligatoires pour que les cellules B répondent, mais 

ceux-ci modulent le comportement de la cellule, le BCR servant surtout à attirer et à 

concentrer les signaux de co-stimulation sur les cellules B spécifiques de l'Ag (144). Les 

Ac anti-Ig et l'Ag spécifique du LB délivrent de puissants signaux d'activation, affectant 

ainsi la viabilité des cellules et l'expression de molécules d'activation, dont le CD40 (145). 

Cela suggère que le signal Ag pourrait jouer un rôle important dans la régulation du taux 

d'interaction des cellules T-B et de leur division ultérieure. 

Lorsqu'elles sont stimulées in vivo de manière T-dépendante (TD) ou T-indépendante (TI), 

les cellules B suivent le schéma typique de l'immunité adaptative : la plupart des cellules 

sélectionnées prolifèrent, se différencient, cessent de se diviser et meurent, tandis que 

d’autres deviennent des cellules effectrices et mémoires à longue durée de vie et 

persistent. Bien que toutes les cellules B aient initialement des caractéristiques similaires, 

une hétérogénéité apparaît après l'activation, certaines cellules B devenant des 

plasmablastes, d'autres changeant d'isotype et d'autres encore faisant les deux. Lors de la 

stimulation TD, une partie des cellules initie un CG et finit par donner naissance à des 

cellules mémoire ou des plasmocytes à longue durée de vie (146).  

Les cellules B possèdent un récepteur à l'Ag et un ensemble de récepteurs additionnels qui 

modulent leur prolifération, leur survie et leur différenciation en réponse à la fois à la 

concentration et à la source de stimulation (Figure 6). Ces propriétés physiologiques sont 

détournées par les lymphocytes tumoraux, qui interagissent avec leur environnement pour 

assurer leur croissance, leur survie et pour se protéger des défenses immunitaires 
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antitumorales de l'hôte. Ces interactions sont médiées par des cytokines induisant des 

signaux prolifératifs, angiogèniques et/ou immunosuppresseurs et par la sécrétion de 

chimiokines recrutant des cellules variées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Principaux acteurs intervenant dans la signalisation des lymphocytes B. 
Représentation schématique des voies de signalisation induites après engagement du BCR par l'ag, 
interaction CD40-CD40L et activation des TLR. Tous ces signaux convergent vers l'activation de la 
voie NF-κB et conduisent à la régulation à la hausse de plusieurs gènes, dont IRF4. IRF4, à son tour, 
régule à la baisse l'expression de BCL6, ce qui permet de libérer l'expression de BLIMP1. (adapté de 
Dalla-Favera 2015 ((147)) 

2.3.1 Signalisation du BCR 

Le BCR est un complexe composé d’une Ig de surface et de protéines CD79a/b chargées 

d’assurer la transduction du signal. L’Ig est un hétérodimère composé de deux chaines 

lourdes (IGH) et de deux chaines légères (IGK ou IGL), chaque chaine étant composée 

d’une région variable, responsable de la reconnaissance antigénique et d’une région 

constante, dotée de fonctions effectrices (148). Après liaison de l’Ag au BCR, les sous-

unités CD79a et CD79b transmettent des signaux à une variété de voies de signalisation 

en aval. Elles possèdent un motif ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif), 

composé de deux tyrosines au sein d’une séquence conservée d'acides aminés. 

L'agrégation du BCR favorise la phosphorylation des tyrosines de ces motifs ITAM par les 

Fo
nc

tio
ns

 
ce

llu
la

ire
s Prolifération 

Apoptose 
Apoptose 

Réponse aux dommages de l’ADN 
Différenciation terminale 

Prolifération 

Arret du cycle cellulaire 
Différenciation terminale 

  



 31 

kinases de la famille Src, principalement LYN, FYN et BLK. Les motifs ITAM phosphorylés 

recrutent SYK par le biais d'interactions avec ses domaines SH2 (Src Homology 2) en 

tandem. L'activation de SYK déclenche une cascade de signalisation qui activent les voies 

de signalisation NF-κB, PI3K, NFAT, MAPK et RAS, conduisant à la survie et à la prolifération 

des LB (149) (Figure 6).  

L’activation de la voie NF-κB en aval du BCR implique la tyrosine kinase de Bruton (BTK, 

Bruton tyrosine kinase). BTK forme un complexe avec l'adaptateur BLNK (B-cell linker) et 

la phospholipase C γ (PLCγ). PLCγ produit ensuite le second messager DAG 

(diacylglycérol), qui active la protéine kinase Cβ (PKCβ), conduisant à la phosphorylation 

de CARD11, à l’activation du complexe CBM (CARD11-BCL10- MALT1) et à la signalisation 

NF-κB (150).  

La voie des MAP-kinases, également initiée après l'engagement du BCR, regroupe trois 

membres : ERK (Extracellulaire signal-regulated kinase), JNK/SAPK (c-JUN NH2- terminal 

kinase) et p38 MAPK (151). Après leur activation en cascade, ces kinases vont jouer leur 

rôle dans la signalisation en phosphorylant différents groupes de FT : ELK-1 et c-MYC (pour 

ERK), c-JUN et ATF-2 (pour JNK) et ATK-2 et MAX (pour p28 MAPK). 

Des régulateurs négatifs contrôlent la signalisation du BCR. En plus de son rôle dans 

l'activation initiale de la signalisation BCR, la kinase LYN initie une boucle de rétrocontrôle 

négatif (152). En effet, LYN phosphoryle CD22 et le récepteur Fcγ, permettant le 

recrutement de la phosphatase SHP1 (SH2 domain-containing phosphatase 1), qui agit par 

déphosphorylation de diverses molécules contenant des motifs ITAM, dont CD79A et 

CD79B.  

On distingue deux types de signalisation par le BCR : la première appelée « tonic BCR 

signaling », non liée à l'Ag, et la seconde appelée « chronic active BCR signaling », 

dépendante de l'Ag. La signalisation dite « tonique » est permanente et permet à la cellule 

B de survivre en l’absence de signal antigénique. Le signal induit par la fixation de l'Ag ou 

« signal actif chronique » quant à lui initie une cascade de transduction impliquant 

différentes tyrosines kinases et adaptateurs moléculaire au sein des voies citées 

précédemment pour promouvoir non seulement la survie, mais également la poursuite de 

la différenciation et la prolifération cellulaire (153).  

En pathologie humaine, des mutations de la voie de signalisation du BCR ont été identifiées. 

Par exemple, des analyses de séquençage à haut débit ont rapporté dans près d’un quart 

des cas de DLBCL-ABC des mutations gain de fonction dans les motifs ITAM de CD79B (ou, 

plus rarement CD79A) (154), qui maintiennent la signalisation BCR en atténuant le 
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rétrocontrôle négatif impliquant l'activation par phosphorylation de la kinase LYN. La 

dépendance des cellules tumorales de DLBCL à la voie de signalisation du BCR est soulignée 

par des études cliniques récentes rapportant des taux de réponse encourageants avec 

l'utilisation d'agents inhibiteurs de BTK (155) (voir paragraphe 5.2.5). 

2.3.2 Signalisation CD40 et CD40L : activation des LB dépendante des LT 

Le CD40 appartient à la famille du TNF (Tumor Necrosis Factor) et est constitutivement 

exprimé sur les LB. Il interagit avec le CD40L, exprimé sur les LT auxilliaires activés. 

L'engagement de CD40 par CD40L favorise le recrutement des molécules TRAF (TNF 

receptor– associated factor), conduisant à l'activation de plusieurs voies de signalisation, 

telles que les voies NF-κB (classique et alternative), MAPK, PI3K, et PLCγ (32) (Figure 6). 

La voie CD40 induit notamment l’expression d’AID, enzyme clé pour les processus de SHM 

et CSR. La délétion des gènes codant pour CD40 ou CD40L chez la souris provoque des 

défauts profonds de CSR et de production d'Ac. Chez l’homme, la mutation du gène codant 

pour CD40L est responsable du syndrome d'hyper-IgM. Dans les LB, la signalisation via 

CD40 favorise également la formation du CG et la différenciation des LB mémoire et des 

plasmocytes à longue durée de vie (32).  

2.3.3 Signalisation BAFF et APRIL  

Deux autres membres de la famille du TNF, BAFF (B-cell activating factor, codé par le gène 

TNFSF13B) et APRIL (ou TNFSF13) jouent un rôle central dans la fonction des LB. Des 

études chez des souris déficientes indiquent que BAFF est essentiel pour la maturation et 

la survie des LB et qu’APRIL est un facteur important pour diriger le CSR en IgA (156). 

BAFF et APRIL partagent deux récepteurs : TACI (transmembrane activator and CAML 

interactor) et BCMA (B-cell maturation antigen). BAFF et APRIL se lient à TACI avec une 

affinité modérée, alors que BCMA a une forte affinité pour APRIL mais une faible affinité 

pour BAFF. BAFF possède une haute affinité pour son récepteur BAFF-R. BAFF-R est un 

régulateur important de la survie des LB matures et il contrôle la production d'Ig au cours 

des réponses T-indépendantes. Les mutations de BAFF-R empêchent le développement 

correct des LB, la réponse T-indépendante ainsi que la production d'Ig (157). La liaison de 

BAFF à son récepteur active deux voies de signalisation favorisant la survie des LB, les 

voies NF-κB et PI3K/AKT (158). TACI peut également interagir avec MYD88 (myeloid 

differentiation primary response gene–88), conduisant à l'activation de la voie NF-κB 

classique, au CSR et à la différenciation plasmocytaire (159). En pathologie humaine, des 

mutations de TACI ont été identifiées dans les déficits immunitaires communs variables 

(160).  
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2.3.4 Signalisation des TLR  

Les TLR sont une famille de récepteurs transmembranaires de type I qui jouent un rôle 

crucial dans la réponse immunitaire innée. Ils peuvent reconnaître une grande variété de 

composants bactériens, fongiques, protozoaires et viraux et enclencher la réponse 

immunitaire suite à leur contact. Ils sont abondamment exprimés sur plusieurs types de 

cellules de l'immunité, telles que les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules T, 

les cellules B et les cellules épithéliales (pour revue : (161)). Actuellement, 10 TLR ont été 

trouvés chez l'homme et 12 chez la souris (162). Les TLR sont divisés en deux groupes 

selon leur localisation. Les TLR 1, 2, 4, 5, 6 et 10 sont localisés à la surface des cellules, 

et les TLR 3, 7, 8 et 9 sont localisés dans les compartiments intracellulaires. 

Les TLR tiennent un rôle majeur dans la réponse des LB à l’Ag, indépendamment du BCR. 

Au moment de la fixation du ligand, les TLR de surface s'agrègent et initient la signalisation 

intracellulaire en activant divers adaptateurs intracytoplasmiques, en particulier la protéine 

adaptatrice MYD88 (163). MYD88 peut être recrutée par tous les TLR, sauf le TLR3 (164). 

Des mutations de MYD88 ont été rapportées dans un grand nombre d’hémopathies 

lymphoïdes B où elles sont responsables de l’activation de la voie NF-κB et de la survie 

cellulaire (165–167) (voir paragraphe 5.3.4). 

 

2.3.5 Voie NF-κB 

NF-κB est un FT présent dans les cellules sous forme homo où hétérodimérique. Cinq 

protéines constituent les sous-unités du dimère NF-κB : p65 (codé par RELA), RelB, c-Rel, 

p50 (codé par NFKB1), et p52 (codé par NFKB2). L’activation constitutive de la voie NF-κB 

est un mécanisme fréquemment utilisé par les cellules tumorales pour éviter la mort 

cellulaire (168).  

L'activation de la voie NF-κB dans les LB peut se produire suite à l’activation de plusieurs 

récepteurs, tels que le BCR, le CD40, le BAFF-R et les TLR. La voie classique de l'activation 

de NF-κB fait intervenir un complexe IκB kinase (IKK) composé de sous-unités α, β et γ 

(NEMO). L'activation de ce complexe IKK par des signaux en amont est complexe, 

nécessitant la phosphorylation d’IKKβ et l'ubiquitination d’IKKγ. Une fois actif, IKKβ 

phosphoryle IκBα, un inhibiteur qui à la fois séquestre les hétéro-dimères p50/p65 et 

p50/c- Rel dans le cytoplasme mais retire aussi ces activateurs transcriptionnels de la 

chromatine. IκBα phosphorylé est ubiquitiné par l'ubiquitine ligase FBXW1A (F-box/WD 

repeat-containing protein 1A ; ou βTrCP) puis dégradé par le protéasome, permettant aux 

dimères NF-κB de s'accumuler dans le noyau où ils activent la transcription de gènes cibles. 

Par ailleurs, la voie « alternative » de NF-κB est initiée par les récepteurs CD40 et BAFF-

R. Après liaison au récepteur, le complexe régulateur négatif TRAF3/MAP3K14-
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TRAF2/BIRC3 est désolidarisé, permettant ainsi la libération cytoplasmique et la 

stabilisation de MAP3K14, kinase centrale de l’activation de cette signalisation alternative 

(169). Cette voie dépend d'un complexe IKK composé de deux sous-unités IKKα. Ce 

complexe IKKα phosphoryle p100, produit de traduction de l’ARNm de NFKB2, conduisant 

à sa protéolyse et transformation en sous-unité p52, qui se couple avec RelB et se déplace 

vers le noyau. Les voies classique et alternative de NF-κB activent la transcription d'un 

module anti-apoptotique, comprenant les membres de la famille BCL2, comme BCL2L1 

(BCL2 like 1 ; ou BCL-XL) et BCL2A1 (BCL2 Related Protein A1) ainsi que CFLAR (CASP8 

and FADD like apoptosis regulator ; ou c-FLIP), BIRC2 (baculoviral IAP repeat containing 

2 ; ou c-IAP1), BIRC3 (ou c- IAP2) et d'autres protéines (170,171).  

La voie NF-κB joue un rôle majeur au cours des différentes étapes de différenciation des 

LB (172). Pendant la réaction du CG, la signature transcriptionnelle de NF-κB est absente 

des LB de la DZ mais présente dans une sous-population de LB de la LZ (46). Différentes 

sous-unités de NF-κB, participant à des complexes protéiques distincts, interviennent à 

différents stades de la maturation lymphoïde B : REL est ainsi requis pour le maintien du 

CG alors que l’activation de RELA est indispensable à la différenciation en plasmocytes 

(129). Dans les LB de la LZ, NF-κB active IRF4, qui régule à la baisse l’expression de BCL6 

et favorise ainsi la différenciation post-CG (173). L’importance de l’axe NF-κB-IRF4 dans 

la physiologie du CG a été bien documentée par les modèles murins où l’activation 

constitutive de NF-κB conduisait à l’accumulation de plasmocytes alors que la délétion 

d’IRF4 diminuait leur formation (68,69,174).  

En pathologie humaine, on retrouve une activation de la voie NF-κB dans de nombreuses 

hémopathies lymphoïdes B comme les DLBCL-ABC, la Maladie de Waldenstrom (MW), le 

lymphome de Hodgkin (LH), le lymphome gastrique MALT et le myélome multiple. Un 

mécanisme récurrent de lymphomagénèse est l'inactivation de gènes codant pour des 

régulateurs négatifs de la voie NF-κB. Parmi eux, on peut citer les gènes IKBKA (LH, (175)), 

TNFAIP3 (LH, DLBCL-ABC et MALT (176,177), myélome (178)), NFKBIE (LLC (179,180)) 

et BIRC3 (Splenic Marginal Zone Lymphoma (181,182)). 

2.3.6 Coopération entre les différentes voies de signalisation des LB 
 
La coopération entre la signalisation TLR et la signalisation BCR est un aspect essentiel de 

l'activation des cellules B mais dont le mécanisme n’est pas totalement élucidé (pour revue, 

(163)). Pone et al. ont montré une synergie entre la signalisation BCR activant la voie NF-

κB non canonique et la signalisation des TLR renforcant la voie NF-κB canonique pour 

induire l’activation d’AID et la commutation de classe des cellules B (183).  

Une étude de Freeman et al. suggère que la signalisation TLR contrôlait le seuil d'activation 

des BCR. Ils ont montré que la signalisation TLR modifie la rigidité du cytosquelette d'actine 
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de sorte que la mobilité des BCR est accrue, réduisant la quantité d'Ag nécessaire pour 

déclencher une signalisation BCR maximale (184).  

D’autres études ont souligné l’importance de la voie de signalisation RAS/MEK/ERK (en 

aval du BCR) dans le contrôle de la différenciation des plasmocytes induite par TLR4, en 

fonction des signaux reçus par le BCR et des cytokines sécrétées par les cellules T 

(185,186).  

Enfin, la kinase SYK, impliquée dans la transduction du signal du BCR, a été retrouvée 

activée en réponse à la signalisation par le TLR4 (185,187).  

 

2.4 Modélisation expérimentale de l’activation des LB in vitro  

Élucider les mécanismes de régulation de la maturation et de la différenciation dynamique 

des cellules BGC a longtemps représenté un challenge, en partie parce que la manipulation 

expérimentale des cellules BGC était limitée. Il est particulièrement difficile d’étudier la 

différenciation terminale des cellules B car l'affinité pour l'Ag et les réponses cellulaires aux 

divers stimuli induisant la différenciation sont hétérogènes et intégrés de manière 

dynamique à la fois dans l'espace et dans le temps (188). Malgré tout, de nombreux 

aspects de la différenciation plasmocytaire peuvent être reproduits dans des systèmes de 

culture mimant le signal du BCR, l'activation des TLR et/ou l’apport des cellules T (CD40L 

et sécrétion de cytokines) (Table 1). 

Mode de stimulation / 
cytokines 

Effet sur la differenciation des lymphocytes B Reference 

Anti-CD40 Mime l'activation T-dépendante des lymphocytes B. Nécessaire pour la réaction du GC et 
pour la génération des B mémoires 

(189,190) 

IL4 Secretée par les T helper est également requise pour la formation des CG et la transition 
centroblaste-centrocyte 

(191) 

IL21 Nécessaire pour la production d'IgG1, la formation efficace de GC, le CSR, la maturation 
d’affinité et la formation de plasmocytes à longue durée de vie, mais pas pour le 
développement des cellules Bmem chez la souris.  

(192–195) 
 

Anti-IgM + anti-
CD40  

Mime l’activation T-dépendante des cellules B via l’engagement du BCR et la coopération B-T. 
Induisent une forte prolifération initiale. Celle-ci peut être suivie par la production d'anticorps 
en fonction de l'intensité du signal BCR et de la présence des cytokines appropriées. 

(196) 

LPS Antigène T-indépendant issu des bactéries Gram-négatives. Induit l'activation des cellules B 
polyclonales, leur prolifération et la production de cytokines, telles que l'IL1, l'IL6, l'IL8 et le 
TNF-α. Effets médiés par la liaison à son récepteur, le TLR4. N’induit pas de CSR.  

(197) 

IL2  Cytokine produite par les LT. Augmente la prolifération des cellules B stimulées par le CD40L 
et coopère avec d'autres cytokines/facteurs stimulants pour augmenter la différenciation des 
cellules B activées 

(198–200) 

IL5  Cytokine produite par les LT. Facteur de croissance et de différenciation des lymphocytes B, 
favorise la commutation isotopique vers les IgA. Induit l’expression du CD25 (chaine alpha du 
recepteur à l’IL2), agit par conséquent en synergie avec l’IL2 pour induire la différenciation 
des cellules B 

(201) 

CpG  Dinucléotide stimulant le TLR9, entraine la prolifération des cellules B mais pas leur 
différenciation plasmocytaire 

(188,202) 

Table 1 : Molécules entrainant l’activation des lymphocytes B   

Une équipe a publié il y a quelques années un nouveau système de culture in vitro sur 

lequel plusieurs des expériences de ce travail repose (Figure 7). Dans ce modèle, les 

cellules B murines naïves prolifèrent de façon importante, présentent un phénotype de 

cellule BGC et se développent in vivo après transfert adoptif en cellules B mémoires ou 

plasmocytes à longue durée de vie (203,204).  
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Figure 7 : Modèle de culture in vitro de différenciation des B naifs sur feeders 
La lignée de fibroblastes 3T3 utilisée a été modifiée pour exprimer le CD40L et sécrèter du BAFF 
(feeders 40LB). Après irradiation des feeders (80 Gray), les B naifs spléniques sont mis en culture 
selon deux phases successives de quatre jours chacune : une avec de l’IL4, la seconde avec de l’IL21. 
Dans ce modèle, l'IL21 augmente de façon importante la prolifération des cellules après la culture 
primaire avec l'IL4 et permet la différenciation en plasmocytes (PC). A jour 4 et jour 8, les cellules 
B du centre germinatif induites in vitro (iGC B cells) et les plasmocytes induits in vitro (iPC) sont 
analysées. (adapté de Nojima et al. (203)) 

3 Protéines TET  
 
3.1 Généralités 

 La méthylation de l'ADN en 5' des cytosines (5-méthylcytosine ; 5mC) est l'une des 

principales marques épigénétiques, détenant un rôle crucial dans le développement et la 

régulation du génome (205–207). Il est connu que des régions génomiques distinctes sont 

différemment méthylées selon le type de cellule ou de tissu et le stade de développement 

(207). Outre l'établissement de "méthylomes" spécifiques à une lignée au cours du 

développement des mammifères, deux vagues de déméthylation globale de l'ADN ont 

également été signalées : l'une dans le zygote fécondé et l'autre au cours du 

développement primaire des cellules germinales (207,208). 

TET1 (Ten-eleven translocation 1) a été le premier membre de la famille des protéines TET 

identifié comme une dioxygénase responsable de la catalyse de la conversion de 5mC en 

5hmC (209). La famille TET comprend trois membres, TET1, TET2 et TET3, qui partagent 

tous un degré élevé d'homologie dans leur domaine catalytique C-terminal (210,211). La 

découverte de cette famille d'enzymes a suggéré un mécanisme potentiellement nouveau 

pour la régulation de la méthylation de l'ADN, le 5hmC agissant comme intermédiaire 

pendant la déméthylation de l'ADN. En outre, il a été démontré que les protéines TET 

peuvent oxyder davantage la 5mC ou 5hmC et les convertir en 5-formylcytosine (5fC) 

et/ou 5-carboxylcytosine (5caC) (212,213) (Figure 8). Ces formes intermédiaires ont 
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longtemps été considérées comme de seuls précurseurs de l'état déméthylé, mais auraient 

peut-être leur propre rôle de marque épigénétique (214,215). 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Oxydation des cytosines méthylées par les dioxygénases TET. Les cytosines sont 
méthylées (5mC) par les ADN méthyltransférases DNMT en présence du co-facteur S-Adenosyl 
Methionine (SAM). Elles sont ensuite oxydées en hydroxyméthyl- (5hmC), formyl- (5fC) et carboxyl- 
(5caC) cytosines par les dioxygénases de la famille TET, qui ont besoin d'α-kétoglutarate (α-KG) 
comme co-substrat de l'activité enzymatique. Les 5fC et 5caC peuvent ensuite être excisés par des 
DNA glycosylases comme la thymine DNA glycosylase (TDG), conduisant à la formation d’un site 
abasique. Ce site est par la suite reconnu par le complexe Base Excision Repair (BER) qui réintroduit 
une cytosine. (adapté de Ecsedi et al. (216)) 
 

Toutes les protéines TET contiennent un domaine catalytique C-terminal « CD » (contenant 

des régions riches en Cys et des régions double-stranded ß-helix, DSBH) qui présente une 

activité de dioxygénase dépendante du 2-oxoglutarate (2-OG) et du fer (II) (Figure 9). 

Les protéines TET oxydent 5mC en 5hmC via ces domaines CD et ont besoin d' α-

kétoglutarate comme co-substrat de l'activité enzymatique (209). Une autre 

caractéristique des protéines de la famille TET est le domaine CXXC en doigt de zinc, 

présent à l'extrémité N-terminale de TET1 et TET3, mais pas de TET2. Il sert de médiateur 

pour leur capacité de liaison directe à l'ADN (217,218). En plus des domaines fonctionnels 

décrits ci-dessus, responsables de l’activité catalytique de la protéine, le domaine CD 

comprend également une région « spacer », dont la longueur varie entre les membres de 

la famille TET. Son rôle fonctionnel n’est pas totalement élucidé mais des mutations non-

sens ou entrainant un décalage du cadre de lecture ont été trouvées dans cette région 

dans les syndromes myélodysplasiques (SMD) et les lymphomes T angioimmunoblastiques 

(AITL) (219,220). 
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TET1 a été découvert à l'origine comme un gène qui, à la suite d'une translocation 

chromosomique, se trouvait fusionné au gène MLL chez certains patients atteints de 

leucémie aigue myéloïde (LAM) (221). Cependant, le rôle de TET1 dans l’hématopoïèse et 

la leucémogenèse reste ambigu. Jusqu’à présent, les mutations TET1 et TET3 ont été très 

peu décrites dans les hémopathies malignes (222). A contrario, TET2 est le membre le plus 

étudié des gènes de la famille TET et a été signalé comme l'un des gènes les plus 

fréquemment mutés dans les hémopathies myéloïdes (222–226). Outre les hémopathies, 

les niveaux de 5hmC sont réduits dans un large éventail de tumeurs solides, notamment 

les gliomes, le cancer du colon, le cancer du sein et les mélanomes (227–229). 

 

3.2 Expression et fonction  
 

TET3 est exprimée dans l'oocyte et le zygote ; les trois protéines TET sont exprimées dans 

les blastocystes ; TET1 et TET2 sont exprimées dans les cellules souches embryonnaires 

(SCE) ; et TET2 et TET3 sont exprimées de manière ubiquitaire dans les cellules 

différenciées (208). Au cours des premières divisions cellulaires survenant après la 

fécondation, les cytosines méthylées disparaissent rapidement du pronucléus paternel au 

stade unicellulaire (230,231). Cette élimination coïncide avec l’apparition des 5hmC, liée à 

l’activité de TET3, fortement exprimée dans les oocytes et le zygote (232,233). Les 

hydroxyméthyl-cytosines sont ensuite progressivement diluées lors de la réplication de 

l’ADN au cours des trois divisions cellulaires suivantes, ce qui permet finalement une 

déméthylation globale du génome paternel (234). La réduction de l’expression du gène 

Tet3 par ARN interférence (233) et la délétion du gène dans les cellules germinales femelles 

(235) ont permis de confirmer son rôle dans l’oxydation des 5mC du génome paternel. 

L’altération de la fonction de Tet3 chez la souris conduit à une augmentation de la 

fréquence des anomalies de développement embryonnaire (235).  

Les trois enzymes TET semblent avoir des cibles qui se chevauchent et d’autres qui sont 

distinctes dans le génome. Par exemple, dans les CSE de souris, TET2 plutôt que TET1 est 

Figure 9 : Représentation schématique de 
la structure des protéines TET (221).  
Les protéines TET1, TET2 et TET3 partagent des 
régions hautement conservées : une région 
riche en cystéine et des domaines catalytiques 
DSBH (Double-Stranded b-Helix). En revanche, 
TET1 et TET3 présentent un domaine CXXC de 
liaison à l’ADN, absent de TET2.  
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responsable de la grande majorité de la génération de 5hmC, et TET1 facilite 

préférentiellement la déméthylation des promoteurs tandis que TET2 et TET3 agissent sur 

les enhancers (236,237). 

La distribution de 5hmC à l'échelle du génome reflète la forte association des enzymes TET 

avec la transcription des gènes. Le 5hmC est enrichi au niveau des enhancers les plus 

actifs et des corps des gènes les plus fortement transcrits (238). En outre, il a été démontré 

que de multiples FT importants pour la différenciation cellulaire et l’engagement vers une 

lignée, notamment NANOG, SALL4A, WT1, EBF1, SPI1 et E2A, recrutent les protéines TET 

sur des loci génomiques spécifiques (promoteurs et enhancers) (239–241). Par 

conséquent, les défauts d'expression ou de l'activité des protéines TET entraînent une 

différenciation cellulaire biaisée ou arrêtée dans de multiples lignées, en particulier celles 

du système hématopoïétique (242–244).  

 
3.3 Regulation de l’expression et de l’activité  
 

3.3.1 Contrôle transcriptionnel et post-transcriptionnel 

 
L'expression des gènes TET peut être directement régulée au niveau de la transcription. 

Dans les CSE, les facteurs de pluripotence tels que Oct4 et Sox2 activent directement 

l'expression de Tet1 en se liant à des régions non codantes conservées qui ressemblent à 

des sites composites Oct4-Sox2 consensus (245). De multiples microARN (miARN) 

contrôlent l'expression de TET après la transcription et plusieurs miARN régulent de 

manière coordonnée l'expression de tous les gènes TET. Par exemple, il a été signalé que 

le miR-22 oncogène réprime l'expression de TET2 en se liant directement à sa région 3' 

non traduite (3'UTR) dans les cancers du sein et les cellules souches hématopoïétiques 

(246). Les gènes TET2 de l'homme et de la souris ont conservé des éléments qui sont 

censés lier miR-22 à leurs 3'UTR. L'expression de miR-22 chez les souris transgéniques 

imite les phénotypes observés chez les souris déficientes en Tet2 : auto-renouvellement 

et transformation accrus des CSH, qui peuvent être rétablis par l'expression ectopique de 

protéine TET2 portant des mutations dans les sites de liaison de miR-22.  

 

3.3.2 Protéolyse par les caspases et les calpaïnes 

 
Les niveaux de méthylcytosines oxydées génomiques peuvent également être maintenus 

en régulant le turnover de TET au niveau protéique. En plus de son rôle dans le recrutement 

de TET2 à la chromatine, des niveaux élevés d'IDAX induisent la dégradation de la protéine 

TET2 en provoquant l'activation des caspases (247).  

Les calpaïnes, une famille de protéases dépendantes du calcium, contrôlent les niveaux de 

toutes les protéines TET à l'état d'équilibre (248). Plus précisément, la calpaïne 1 régule 
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les niveaux des protéines TET1 et TET2 dans les CSE indifférenciées, tandis que la calpaïne 

2 régule les niveaux de TET3 dans les cellules différenciées. 

 

3.3.3 Interactions avec d’autres facteurs  

 
Il a été démontré que la vitamine C stimule l'activité enzymatique des protéines TET, in 

vivo et in vitro (249–251). Cela peut être détecté par une augmentation des niveaux des 

produits d'oxydation de la cytosine 5hmC, 5fC, et 5caC ainsi que par une légère réduction 

de la méthylation globale de l'ADN en l'absence de changements dans les niveaux 

d'expression de TET (249). Bien que le mécanisme précis soit inconnu, il est probable que 

la vitamine C interagisse directement avec le domaine catalytique des protéines TET et 

fournisse un environnement réducteur local qui augmente l'efficacité du recyclage du 

cofacteur Fe(II) (249,252).  

La supplémentation en vitamine C des CSE et des MEF (mouse embryonic fibroblasts) de 

souris entraîne une augmentation rapide et globale de 5hmC avec une diminution 

concomitante de 5mC (250,251) et la déméthylation de l'ADN au niveau des régions 

promotrices des gènes. Les changements induits par la vitamine C sur le profil de 5hmC et 

5mC sont dépendants de TET1 et/ou TET2, car ces processus de déméthylation sont 

absents dans les ESC DKO Tet1/Tet2 (250). Les régions génomiques résistantes à la 

déméthylation de l'ADN médiée par la vitamine C présentent des niveaux plus élevés de 

H3K9me3 (Blaschke 2013), ce qui suggère que cette marque d'histone pourrait empêcher 

la déméthylation de l'ADN médiée par TET2. Park et al. (253) ont montré que la vitamine 

C, à certaines concentrations, induit une inhibition de la prolifération des cellules dans les 

lignées cellulaires LAM et les cellules primaires LAM, qui dépend de la dose et du temps. Il 

y a déjà plus de 30 ans, des études avaient rapporté que la croissance des cellules 

progénitrices de patients atteints de LAM et de SMD est significativement modulée par la 

vitamine C (254,255). Deux articles récents (256,257) décrivent le rôle de la vitamine C 

dans la biologie des cellules souches. Ils montrent que les niveaux de vitamine C régulent 

le nombre et la fonction des cellules souches hématopoïétiques sanguines, en grande partie 

grâce à des effets sur TET2. Cimmino et al. ont utilisé des cellules primaires de patients 

LAM, qu'ils ont étudiées in vitro ou transplantées chez des souris. Dans les deux cas, la 

supplémentation en vitamine C a induit la différenciation et la mort des cellules 

leucémiques. Chez les souris, ces changements ont entraîné une diminution des taux de 

progression de la LAM (257). 

N’ayant pas de domaine de liaison à l'ADN identifié, TET2 peut être recruté par les FT sur 

les éléments de régulation des gènes. Un certain nombre de FT interagissant avec TET2 

ont été décrits, notamment SPI1 (239), WT1 (258), NANOG (241) et SALL4 (259). 
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TET2 est physiquement associé à la O-GlcNAc transferase (OGT), une N-acétylglucosamine 

transférase liée à l'O, qui ajoute un GlcNAc aux résidus Ser/Thr des protéines cibles 

(260,261). L'OGT se lie au domaine catalytique C- terminal de TET2, et TET2 et l'OGT ont 

montré une co-localisation à l'échelle du génome, principalement au niveau des 

promoteurs riches en GC et des sites d’initiation de la transcription (TSS, transcription 

starting site) qui contiennent des îlots CpG. La perte de TET2 dans les CSE empêche 

l'association de l'OGT avec la chromatine, et la surexpression de TET2 augmente le niveau 

de l'OGT liée à la chromatine. Cependant, la délétion de l'OGT n'affecte pas l'association 

TET2- chromatine et son activité enzymatique (260). 

Enfin, un lien fonctionnel entre TET2 et CREBBP est soutenu par plusieurs études, dont 

celle de Zhang et al. qui montre que CREBBP et son paralogue p300 peuvent acétyler TET2, 

augmentant ainsi son activité enzymatique et sa stabilité (128). De plus, Ichiyama et al. 

ont rapporté peu auparavant que la marque 5hmC co-localise avec les enhancers liés par 

p300 et que la déficience en TET2 dans les LT diminue le recrutement de p300 au niveau 

des promoteurs et des enhancers (262).   

 
3.4 Implication dans les mécanismes de transformation tumorale 

Quelques mutations TET1 ont été signalées dans la LLC (263), la LAM (264) et la leucémie 

lymphoblastique aiguë à cellules T (LAL-T) (265). De même, des mutations TET3 sont 

occasionnellement identifiées dans les lymphomes périphériques à cellules T (PTCL) (266) 

et la LLC (263). 

Parmi les gènes de la famille TET, TET2 est le plus souvent muté dans les cancers 

hématopoïétiques. Les mutations somatiques de TET2 ont d’abord été identifiées chez des 

patients atteints de LAM, sydromes myéloprolifératifs (SMP) et de SMD (267,268). Leur 

fréquence est d'environ 13 % dans les SMP classiques (Polyglobulie de Vaquez (PV), 

Thrombocytémie Essentielle (TE), (269)), 25 à 35 % dans les SMD (219,270), 50 % dans 

la Leucémie Myélomonocytaire Chronique (LMMC, (271)) et 12 à 34 % dans la LAM 

(225,272). Les mutations TET2 sont considérées comme un événement génétique précoce 

dans les SMD et les SMP, et il est démontré qu'elles n'ont pas d'impact pronostique évident 

(273,274). En revanche, la mutation TET2 est un marqueur de pronostic défavorable dans 

la LMMC (275). 

Les mutations somatiques de TET2 se produisent également dans les hémopathies B 

humaines (lymphomes à cellules du manteau, ~4% ; certains DLBCL, ~12%, (276,277)) 

et les hémopathies T (AITL, ~75%, (278,279)).  

Il n'y a pas de hotspot de mutation dans TET2, les mutations sont réparties dans toutes 

ses régions codantes. Divers types de mutations sont observées : des mutations faux-

sens, non-sens, des insertions/délétions entrainant un décalage du cadre de lecture et des 
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mutations de site d'épissage (280). Ces altérations du gène TET2 entraînent une réduction 

significative des niveaux globaux de 5hmC dans les progéniteurs hématopoïétiques, ce qui 

suggère que l'activité enzymatique de TET2 est affectée (281). 

Les mutations TET2 coexistent souvent avec d'autres mutations génétiques dans les 

hémopathies malignes humaines. Par exemple, il a été démontré que des mutations de 

SRSF2, EZH2 et ASXL1 coexistent avec les mutations TET2 dans le SMD (282–284) tandis 

que chez les patients atteints d'AITL, les mutations TET2 s’associent à une mutation 

récurrente de RHOA (RHOAG17V) et/ou des mutations de DNMT3A (279,285). 

 
3.5 Perte de fonction de TET2 et TET3  
 
3.5.1 Dans l’hématopoièse globale  
 

Les CSH et progéniteurs murins présentent une forte expression des ARNm de Tet2 et Tet3 

par rapport à l'ARNm de Tet1, et les niveaux d'expression de TET sont contrôlés 

dynamiquement au cours de la différenciation hématopoïétique en aval (281,286). Bien 

que les trois gènes Tet soient exprimés dans les progéniteurs hématopoïétiques, la perte 

de Tet2 n’entraine pas d’augmentation de la transcription de Tet1 ou Tet3 (286–288).  

Le gène TET2 est fortement exprimé dans les cellules souches et progénitrices 

hématopoïétiques, et est régulé à la baisse pendant la différenciation (281,289). Le 

knockdown (kd) de Tet2 par ARN interférence dans les cellules souches hématopoïétiques 

de souris et les cellules CD34+ du sang de cordon humain entraîne une diminution des 

niveaux de 5hmC et favorise l'expansion de la lignée monocytaire (287,290). De nombreux 

modèles murins ont permis d’etudier les effets d’une perte de Tet2 dans les cellules 

hématopoietiques. La délétion de Tet2 dans les cellules de la MO de souris entraîne 

amplification du compartiment des progéniteurs multipotents hématopoïétiques. En outre, 

grâce à leur capacité accrue d'auto-renouvellement et de prolifération, les CSH Tet2-/- ont 

un avantage compétitif sur les CSH sauvage pour le repeuplement des lignées 

hématopoïétiques (291). Plusieurs modèles de souris KO pour Tet2 ont été générés en 

utilisant différentes stratégies de ciblage. Une fraction des souris invalidées pour Tet2 

développe une maladie ressemblant à la LMMC humaine (monocytose persistante, 

splénomégalie, dysplasie de plusieurs lignées myéloïdes). Bien que ce soit la pathologie 

prédominante, d’autres maladies ont été détectées comme des syndromes 

myélodysplasiques à prédominance érythroïde ou des syndromes myéloprolifératifs (291). 

Les souris hétérozygotes pour Tet2 développent les mêmes maladies, (286–288) 

suggérant un effet d’haplo-insuffisance, ce qui est cohérent avec le fait que les patients 

sont souvent porteurs d’une seule mutation TET2. Ces études confirment le rôle 

suppresseur de tumeur de TET2 et indiquent que sa délétion est suffisante pour permettre 
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la transformation myéloïde. Cependant la latence de développement (2 à 12 mois) suggère 

également que des lésions génétiques additionnelles coopèrent probablement avec la perte 

de Tet2 (286–288,291).   

Les modèles murins rapportant les effets d’un knockdown ou d’un KO de Tet3 sont à ce 

jour rares. La déficience constitutive en TET3 induit une létalité périnatale (235). Les 

conséquences hématopoïétiques de la déficience en TET3 ont été étudiées par Ko et al. 

(243), dont les données indiquent que le déficit en TET3 ne modifie pas de manière 

significative la fréquence et le nombre de cellules myéloïdes, lymphoïdes B ou érythroïdes 

dans la MO, mais entraîne une légère augmentation de la fréquence des cellules Lin-Sca-

1+c-Kit+ (LSK) et une diminution de la fréquence et du nombre absolu de CSH. Malgré la 

diminution des CSH, le déficit en TET3 augmente la capacité de repeuplement des CSH 

dans les essais de greffe compétitive.  

Une autre étude (242) rapporte l’effet du DKO Tet2-Tet3 sur l’hématopoïèse globale chez 

la souris. La double déficience en TET2 et TET3 entraîne la perte presque complète de la 

marque 5hmC dans les cellules hématopoïétiques de la MO et de la rate des animaux. Les 

souris ont présenté une leucocytose rapide et progressive avec neutrophilie, monocytose, 

thrombocytopénie et anémie sévère, qui s'est transformée en quelques semaines en une 

LAM très agressive chez 100% des animaux. Ce phénotype n'est pas observé chez les 

souris déficientes pour TET2 ou TET3, ce qui indique que TET2 et TET3 pourraient se 

compenser mutuellement et fonctionner de manière redondante pour supprimer 

l'oncogenèse.  

Deux équipes ont rapporté dernièrement l’existence de familles présentant des mutations 

hétérozygotes constitutives de TET2, permettant ainsi de déterminer les conséquences 

d’une haploinsuffisance en TET2 chez l’Homme. Kaasinen et al. (292) ont décrit une famille 

finlandaise avec une mutation hétérozygote constitutive de TET2 entrainant un décalage 

du cadre de lecture et la perte heterozygote de TET2 au niveau protéique. Parmi les 

porteurs de cette mutation, 3/6 ont développé un lymphome de Hodgkin, les trois autres 

membres étant des générations suivantes et n’ayant pas d’hémopathie signalée au 

moment de l’étude. Les porteurs de la mutation ont un degré significativement plus élevé 

d'hypermethylation globale et une diminution de l'hypométhylation. Le déficit en TET2 

augmente les niveaux de méthylation en particulier au niveau des enhancers actifs et des 

régions régulatrices possédant des séquences de liaison pour des FT clés tels que RUNX2, 

GATA1 ou SPI1.  

La deuxième étude vient de Duployez et al. (293) qui décrivent une famille française 

porteuse d’un autre variant germinal de TET2, aboutissant également à un décalage du 

cadre de lecture, dans laquelle trois frères et soeurs ont développé des hémopathies 
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myéloïdes (LMMC, PV et LAM).  Alors que les différences entre les hémopathies au sein de 

cette famille peuvent s’expliquer assez aisément par la présence individuelle de mutations 

additionnelles (JAK2 pour la PV, SRSF2 pour la LMMC, BRAF et ZRSR2 pour la LAM), il est 

moins facile d’expliquer la différence de pathologie entre les deux familles (myéloides vs 

Hodgkin), mais les mutations additionnelles présentes dans la famille finlandaise ne sont 

pas disponibles.  

Enfin, une troisième équipe a très récemment rapporté l’existence de mutations 

homozygotes constitutives de TET2 (une mutation faux-sens et une non-sens) au sein de 

deux familles consanguines indépendantes (294). Les trois enfants concernés sont atteints 

d’immunidéficience sévère et ont développé respectivement un lymphome de Hodgkin, un 

PTCL TFH-like et un DLBCL. De façon interéssante, les auteurs ont constaté une absence 

de cellules B-mémoires switchées chez deux enfants et l’un d’entre eux n’a pas répondu à 

la vaccination anti-pneumocoque. Un modèle de différenciation in vitro à partir de leurs 

lymphocytes B primaires montre l’apparition de plasmablastes mais une incapacité à se 

différencier en plasmocytes matures et à sécreter des IgG.  

 
3.5.2 Dans la lignée lymphoide B 
 
Comme dans de nombreux autres types cellulaires, on observe des changements 

importants dans la modification des cytosines de l'ADN à l'échelle du génome au cours du 

développement des cellules B (107). Des progéniteurs de la MO aux cellules B mémoire et 

plasmocytes, le génome des cellules B subit une déméthylation progressive au cours de la 

différenciation. Les signatures transcriptionnelles qui distinguent les progéniteurs B des 

cellules B matures naïves, et les cellules B matures naïves de leur descendance sont 

établies grâce à une réorganisation ordonnée et progressive du méthylome (107,111,115). 

Ainsi, chez l'homme, on estime que 30 % du méthylome est modifié au cours du 

développement des cellules B, affectant plusieurs millions de sites CpG (107,109).  

 

Les ARNm Tet2 et Tet3 sont exprimés à tous les stades du développement des cellules B 

(Figure 10), tandis que l'ARNm Tet1 est exprimé à des niveaux beaucoup plus faibles 

(281,295). Plusieurs études ont permis d’établir que les protéines TET, en particulier TET2 

et TET3, jouaient un rôle essentiel dans la différenciation des cellules B et la tumorigénèse 

(296).  
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Figure 10 : Expression de l'ARNm de TET2 et TET3 en fonction du stade de développement 
des cellules B (295).  
Analyse par qRT-PCR de l'expression de TET2 (A) et TET3 (B), normalisée par rapport à l'expression 
de HPRT. Cellules B transitionnelles 1 (T1), cellules B transitionnelles 2 (T2), cellules B folliculaires 
matures (FO), cellules B de la zone marginale (MZ), cellules B du centre germinatif (GC) et 
plasmablastes/plasmocytes (PC). Les cellules B du GC ont ensuite été divisées en centroblastes (CB) 
de la zone sombre et en centrocytes (CC) de la zone claire.  
 
Les principaux modèles murins d’invalidation de Tet2 et Tet3 sont présentés dans la  

Table 2. 
Genotype Phénotype observé Anomalies spécifiques de la lignée B  Références 

Tet2/Tet3 

Mb1-Cre  

Expansion massive de cellules B immatures 

ressemblant à un lymphome lymphoblastique 

aigu (pénétrance 100%) 

Différenciation des cellules B partiellement arrêtée lors du passage du 

stade pro-B au stade pré-B. 

Pas de réponse à l'immunisation T-dépendante, absence de centre 

germinatif et de cellules B switchées. 

(112,240) 

Tet2 

CD19-Cre 

Développement d'hémopathies B LLC-like après 

une longue latence. 

 

Accumulation d’une sous-population de cellules B1 B220low (297) 

Tet2/Tet3  

Ubc-Cre ERT2 

Pas de suivi des animaux  Après immunisation, nombre de BGC normal mais diminution du CSR en 

IgG1 in vivo et in vitro 

(244) 

Tet2/Tet3  

Cg1-Cre 

Non décrit Après immunisation, diminution du CSR en IgG1 et IgE in vitro et en IgG1 

in vivo, diminution de la différenciation plasmocytaire. 

 

(295) 

Tet2/Tet3 

CD19-Cre 

Manifestations auto-immune (présence d’ac 

anti-nucléaires), développement d’une maladie 

lupus-like 

Splénomégalie, adénopathies, augmentation du nombre de B activés et 

des plasmocytes dans la rate (sans immunisation).  

(298) 

Table 2 : principaux modèles murins d’invalidation de Tet2 et Tet3 

 

L'une des fonctions des protéines TET au cours du développement précoce des cellules B 

est de réguler le réarrangement des gènes codant pour la chaîne légère Ig kappa (Igκ), 

qui s'associe à la chaîne lourde déjà réarrangée pour former le récepteur complet des 

cellules B. Les protéines TET régulent le réarrangement du locus Igκ en oxydant la 5mC 

des enhancers de Igκ et en facilitant la déméthylation de l'ADN ainsi que l'accessibilité de 

la chromatine. 

Les résultats de Lio et al. (240) ont mis en évidence une forte interaction fonctionnelle 

entre les protéines TET et deux FT clés exprimés dans les cellules pro-B, E2A et SPI1. En 

effet, ils ont observé de l'activité TET (dépôt de 5hmC et déméthylation ultérieure) au 

niveau des enhancers marqués par la liaison de E2A et SPI1 et des expériences de Co-IP 

ont confirmé l'interaction physique entre les protéines TET et E2A et/ou SPI1. Ces résultats 

suggèrent que E2A et SPI1 recrutent les protéines TET sur les enhancers, où elles 
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augmentent l'accessibilité de la chromatine en déposant 5hmC et en facilitant la 

déméthylation de l'ADN. En effet, le recrutement des protéines TET au niveau de l'enhancer 

distal du locus Igk était significativement diminué dans les cellules déletées pour E2A ou 

SPI1. 

SPI1 a été proposé comme un FT "pionnier" capable de s'associer à la chromatine "fermée" 

(299,300). La liaison de SPI1 à l'échelle du génome était relativement similaire entre les 

cellules pro-B WT et Tet2/3 DKO, ce qui suggère que SPI1 se trouve en amont de TET et 

qu'il fait appel à l'activité de TET pour moduler l'accessibilité des enhancers cibles. Ces 

données suggèrent une relation fonctionnelle étroite entre les protéines TET et les FT clés 

au cours du développement des cellules B. 

Un scénario envisageable serait une boucle de rétroaction positive dans laquelle E2A, SPI1 

et d'autres FT (239,258,301) recrutent des protéines TET sur les enhancers, facilitant ainsi 

la modification de l'ADN médiée par le TET ; les protéines TET recrutées, via la 

déméthylation de l'ADN, maintiennent l'accessibilité de la chromatine à ces régions, 

favorisant une liaison accrue de E2A et d'autres FT tels que SPI1. 

Il convient de noter que dans l’étude de Orlanski et al. (112), comme dans celle de Lio et 

al. (240), aucun phénotype cellulaire B frappant n'a été observé chez les animaux KO pour 

Tet2 ou Tet3 séparément, ce qui suggère qu’une déméthylation partielle des régions 

régulatrices clés des cellules B in vivo pourrait permettre un développement et un 

fonctionnement normaux des cellules B (Table 2). 

Chez l'homme, des mutations de TET2 sont fréquemment observées dans DLBCL, une 

hémopathie dérivée des cellules B du CG (122,302), ce qui suggère que les protéines TET 

peuvent réguler la fonction des cellules B matures.  

Dans le modèle de Schoeler et al. (295), il est intéressant de noter que la double déficience 

en TET2/TET3 ne nuit pas à la croissance cellulaire in vitro bien qu'elle empêche la 

différenciation plasmocytaire (Table 2). Leurs résultats suggèrent que la fonction de TET 

pendant la génération de plasmablastes ne dépend pas de la prolifération. Ceci est 

cohérent avec un rapport de Caron et al. (114) qui conclut que la déméthylation de l'ADN 

pendant la différenciation plasmocytaire in vitro est associée au dépôt de 5hmC dans les 

régions subissant une déméthylation ciblée, indépendamment de la prolifération.  

 

Ces résultats laissent à penser que la régulation à la baisse des protéines TET dans les 

cellules BGC prévient une différenciation terminale prématurée, et qu’une régulation à la 

hausse de TET2 est nécessaire pour une différenciation plasmocytaire optimale. Dès lors, 

de faibles niveaux de TET2, comme chez les patients présentant une hématopoïèse clonale 

de potentiel indéterminé (CHIP) avec des mutations perte de fonction de TET2 (303), 

empêcheraient la différenciation terminale et faciliteraient ainsi la lymphomagénèse B. 
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4 Protéines ETS  
 
4.1 Généralités 

La famille de protéines ETS (E-Twenty Six) se compose de 28 facteurs de transcription 

chez l’Homme (27 chez la souris), tous contenant un domaine ETS de liaison à l'ADN, 

hautement conservé (304,305). Les domaines ETS sont longs d'environ 90 acides aminés 

et se replient en une structure en hélice-tour-hélice qui se lie à un motif commun 

5’GGA(A/T)3’ (306). En plus du domaine ETS, environ la moitié des membres de la famille 

contiennent un domaine SAM ou "pointed" (PNT) N-terminal qui facilite les interactions 

protéine-protéine et la dimérisation (305). Un alignement multiple des séquences des 28 

facteurs ETS a permis de les regrouper en 12 sous-familles : 1) ETS, 2) ERG, 3) PEA3, 4) 

ETV2, 5) TCF, 6) ERF, 7) PDEF, 8) ELF, 9) ESE, 10) TEL, 11) SPI, et 12) ELG (Figure 11). 

Ces facteurs ETS régulent de nombreux processus essentiels, notamment le 

développement embryonnaire et adulte humain, le contrôle du cycle cellulaire, la 

prolifération et la différenciation cellulaire, l'apoptose, la migration cellulaire et 

l'angiogenèse (304,305,307,308). Comme ces processus sont communs à l'embryogenèse 

et à la tumorigenèse (309), l'expression aberrante des facteurs ETS en dehors des 

conditions physiologiques habituelles a été fortement associée à l'initiation et à la 

progression tumorale, notamment dans le cancer de la prostate (310), le sarcome d'Ewing 

(311), le cancer du sein (312) et les hémopathies (313).  

 

Figure 11 : Domaines 
structurels et fonctionnels des 
membres de la famille ETS. Les 
classes et les sous-familles sont 
indiquées à gauche. Les couleurs 
identifient le domaine ETS de 
liaison à l'ADN (rouge), le 
domaine PNT (vert), le domaine 
OST (bleu) et la B-box (rose). Le 
P encerclé symbolise une région 
phosphorylée. (adapté de 
Hollenhorst et al, (306)) 
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Les différentes sous-familles de protéines ETS ont en commun des séquences bien 

conservées, des fonctions moléculaires et biologiques le plus souvent relativement 

similaires, et fonctionnent généralement en collaboration avec d'autres FT (308). Les 

mécanismes de signalisation, les partenaires protéiques et les variations d'expression 

peuvent différer pour chaque membre, expliquant en partie une spécificité d'action. 

L’expression des différents facteurs ETS a été recherchée dans divers tissus et des lignées 

cellulaires, révélant qu’en moyenne plus de la moitié des membres de la famille ETS y était 

exprimée (314). La spécificité de chaque membre reste néanmoins encore encore mal 

connue. 

 

4.2  Liaison à l’ADN  
 
La sélectivité de certains membres de la famille ETS pour une séquence d'ADN particulière 

a été l’objet de plusieurs études in vitro (315–317). L’ensemble des protéines ETS murines 

et humaines a ainsi été soumis à des études de spécificité de liaison protéique à l’ADN in 

vitro (318).  

Les préférences de liaison observées grâce à ces travaux ont permis de séparer les 

protéines ETS en quatre classes (318) (Figure 12). La classe I contient plus de la moitié 

des membres de la famille ETS (ETS1, ETS2, ETV1, ETV2, ETV3, ETV4, ETV5, ELK1, ELK3, 

ELK4, ERF, ERG, FEV, FLI1, GABPA ; comprenant les sous-familles ETV2, PEA3, TCF, ETS, 

ERF, ELG et ERG), et présente une séquence consensus ACCGGAAGT. La classe II 

comprend huit membres (classe IIa : EHF, ELF1, ELF2, ELF3, ELF4, ELF5 ; classe IIb : 

ETV6, ETV7 ; comprenant les sous-familles TEL, ESE et ELF) et a une séquence consensus 

qui diffère principalement au niveau du premier nucléotide (CCCGGAAGT). La classe III 

est composée uniquement de la sous-famille SPI (SPI1/PU.1, SPIB, SPIC), dont les 

membres se lient préférentiellement à une séquence riche en adénine en 5′ du noyau GGA 

(AGAGGAAGT) (316). Cette famille est la plus éloignée des autres familles d’un point de 

vue structural et de sa séquence cible. La classe IV ne comprend que PDEF, qui a une 

préférence unique pour une séquence de noyau GGAT au lieu de GGAA (319).  
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Selon les études quantitatives visant à évaluer la liaison des différentes protéines ETS à 

l'ADN, l'affinité pour une séquence donnée varierait d’un facteur 10 environ, mais l'affinité 

de la même protéine pour différentes séquences fluctuerait de 5 à 80 fois (320). Les 

différences de préférence de liaison à l’ADN entre les quatre classes de protéines ETS sont 

dues en partie à des divergences d'acides aminés au niveau de résidus précis en contact 

avec l'ADN. Pour citer un exemple qui nous intéressera par la suite, la glutamine (Q) en 

position 226 chez les protéines de classe III est responsable de la liaison à un G en position 

-2 du motif commun GGA(A/T) tandis que l’acide glutamique (E) présent à cette même 

position chez les protéines de classe I/IIa favorise la liaison à un C en position -2 (318) 

(Figure 13). 

 

 

 

 

Les affinités de liaison des différentes classes de protéines ETS à leur séquence cible et 

leur influence sur l’activité transcriptionnelle de ces FT restent assez largement méconnues 

in vivo.  

Figure 13 : Spécificité de liaison à l’ADN 
des classes de facteurs ETS en fonction 
des résidus d’acides aminés. Le 
changement de l’acide glutamine (E, en bleu) 
pour une glutamine (Q, en vert) change la 
preférence de fixation en -2 du cœur GGAA 
(motifs à droite). (adapté de Wei et al (318)) 

Figure 12 : Spécificités de liaison à l’ADN 
des différentes classes de facteurs ETS 
(318)  
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La liaison des protéines ETS à l'ADN est influencée par l'interaction avec d'autres FT (320), 

la liaison de séquences palindromiques sous forme de dimères (321), et la présence de 

régions auto-inhibitrices autour du domaine ETS (322,323). L’auto-inhibition de la liaison 

à l’ADN de certaines protéines ETS a pu être identifiée suite à l’observation d’une affinité 

pour l'ADN plus importante de certaines formes tronquées comparée à celle de la protéine 

entière. L'exemple le mieux caractérisé de ce phénomène est celui d'ETS1. Il a été 

découvert par des analyses de délétion (324,325) et sa pertinence biologique confirmée 

par l’existence de deux variants naturels.  

4.3 Interactions protéiques   

Une grande partie des FT ETS sont capables d’interagir avec des partenaires de co-

régulation (326). Ceci facilite un contrôle combiné de l'expression des gènes et augmente 

la spécificité d'action des protéines ETS. La place de ces interactions dans l’induction de 

programmes transcriptionnels spécifiques a été soulignée grâce à l’étude de SPI1 et de son 

partenaire IRF4 dans la lignée lymphoïde B. Il a ainsi été rapporté que les gènes régulés 

par SPI1 seul étaient différents de ceux régulés par le complexe SPI1/IRF4 (327).  

Les interactions peuvent impliquer d'autres FT, liés ou non à l'ADN. Les interactions avec 

des FT liés à l'ADN implique le plus souvent le domaine ETS et le domaine de liaison à 

l'ADN correspondant sur le FT partenaire, rapprochant ainsi leurs sites de liaison à l’ADN 

respectifs. On peut citer l’exemple de Ets1 et Runx1, dans lequel les interactions 

réciproques entre leurs domaines respectifs de liaison à l'ADN favorisent la formation d'un 

complexe tertiaire (328). Dans le cas de la sous-famille TCF et de SRF, les interactions 

entre les domaines de liaison à l’ADN sont minimes. En effet, l'interaction principale se 

situe entre une région B-box des TCF et le domaine de liaison à l'ADN de SRF (329). La 

séquence B-box étant réservée aux membres de la sous-famille TCF, cela implique que ces 

protéines sont spécifiquement recrutées sur les sites de liaison composites SRF-ETS. Les 

interactions peuvent également se faire avec des FT ayant peu ou pas de contact avec 

l'ADN. Dans ce cas, d'autres régions peuvent être impliquées, à part le domaine ETS, 

comme les régions répétées riches en ankyrine de GABPB qui se lient au domaine ETS et 

à une hélice α C-terminale de GABPA (330).  

Outre les FT spécifiques, les protéines ETS peuvent également recruter des complexes co-

répresseurs et co-activateurs épigénétiques. C’est le cas par exemple de CREB-binding 

protein (CBP), qui a été décrit comme co-activateur de plusieurs protéines ETS, comme 

SPI1, ETS1, et ETV1 (308,331).  
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4.4 Sites génomiques de liaisons à l’ADN  

Les préférences de fixation des différents facteurs ETS ont pu être étudiées à l'échelle du 

génome grâce à des techniques d’immunoprécipitation (IP) de la chromatine couplée à 

l’utilisation de puces ou de séquençage (332–334). Parmi les cibles des protéines ETS, on 

trouve d’une part les sites de liaison dits « redondants », situés dans les promoteurs 

proximaux des gènes ubiquitaires (320). En effet, les régions ADN liées de façon 

redondante se trouvent le plus souvent à une courte distance en amont des TSS et 

présentent des caractéristiques de promoteurs actifs, comme par exemple la présence 

d’une marque triméthyle sur l'histone H3K4. Les sites de liaison redondants sont 

caractérisés par une séquence consensuelle ETS (CCGGAAGT), suggérant que la plupart, 

voire la totalité des protéines ETS ont la capacité de s’y fixer avec une affinité relativement 

élevée. La fréquence de cette séquence (retrouvée dans près d’un quart des promoteurs 

humains), l'association avec des gènes fréquemment exprimés et sa présence à proximité 

des TSS suggèrent un rôle commun des facteurs ETS pour différentes étapes de la 

transcription ou pour le maintien d’une chromatine ouverte. D’autre part, il existe des sites 

de liaison dits "spécifiques" que l'on trouve le plus souvent dans les régions enhancers, 

associées à des gènes pouvant avoir des fonctions biologiques spécifiques d'un membre 

de la famille ETS (320). Ces sites spécifiques sont caractérisés par une séquence ETS à 

faible affinité de liaison, souvent AGGAA, parfois entourée de sites de liaison pour d'autres 

FT. Ces sites de faible affinité liés par les ETS serviraient de médiateurs pour des fonctions 

spécifiques des protéines ETS, nécessitant des interactions avec leurs FT partenaires.  

4.5 Implication dans les mécanismes de transformation tumorale 

Au cours des trois dernières décennies, le rôle des facteurs ETS dans les cancers a été de 

plus en plus reconnu (305). De nombreux facteurs ETS ont fait l'objet d'études 

approfondies pour déterminer leur rôle dans le cancer du sein, le cancer colorectal, le 

cancer gastrique, le cancer des poumons, le cancer des ovaires, le cancer du pancréas, le 

cancer de la prostate, le sarcome d'Ewing et le glioblastome. Un nombre important d'études 

ont indiqué que les fonctions aberrantes des ETS peuvent être provoquées par divers 

mécanismes, notamment les réarrangements chromosomiques, les variations du nombre 

de copies des gènes, les mutations gain de fonction, la stabilisation des protéines ETS et 

les mutations intervenant dans les régions régulatrices d’autres gènes. L’exemple le plus 

éloquent de ce dernier point est la découverte dans certains cancers solides (mélanome, 

carcinome hépatocellulaire) de mutations au sein du promoteur du gène TERT, qui créent 

des sites de liaison de novo pour les FT ETS, entrainant la réactivation de la télomérase 

dans les cellules tumorales (335).  
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Un certain nombre d'études montre que les facteurs ETS, notamment FLI1 (311,336), ERG 

(337–339) et ETV6 (313,340), sont impliqués dans les hémopathies malignes par le biais 

d'une expression aberrante et de translocations chromosomiques. 

4.6 SPI1/PU.1 
4.6.1 Structure et expression  

Un des facteurs ETS impliqué dans l'hématopoïèse est codé par le gène SPI1, intervenant 

dans le contrôle de différentes étapes de différenciation, via son niveau d'expression et 

son interaction avec d'autres FT ou avec des facteurs épigénétiques. Le locus de Spi1 a été 

identifié comme un site d'insertion récurrent pour le SFFV (spleen focus-forming virus) 

dans les érythroleucémies murines de Friend (341). De fait, l'intégration du SFFV dans des 

régions en amont du gène Spi1 entraîne l'expression continue de SPI1 dans les 

proérythroblastes et bloque leur différenciation.  

La séquence murine du gène Spi1 code pour une protéine de 272 ou 266 acides aminés 

(aa), selon le codon d'initiation utilisé pour la traduction. Elle présente une homologie de 

séquence de 85% avec la séquence humaine, située sur le chromosome 11, comprenant 

cinq exons et quatre introns et codant pour une protéine de 264 aa pour un poids 

moléculaire de 31kDa (342).  

SPI1 constitue une famille avec les protéines SPIB et SPIC (43% et 40% d'homologie 

globale avec SPI1, respectivement) et contient plusieurs domaines fonctionnels. Le 

domaine ETS correspond au domaine de liaison à l'ADN, et reconnaît les séquences portant 

le motif central GGAA. Des études thermodynamiques ont révélé une variation de l'affinité 

de SPI1 pour l’ADN in vitro d’une amplitude de 400, selon les séquences entourant le noyau 

GGA (343).  

L'extrémité N-terminale abrite un domaine de transactivation (TAD) qui contient trois 

régions riches en aa acides et une région riche en glutamine. Le domaine TAD est la cible 

d’évènements de phosphorylation, intervenant sur de nombreux résidus serines et régulés 

par p38, JNK et la caséine kinase (344). Ces phosphorylations peuvent moduler la liason 

à l’ADN et l’interaction avec les protéines partenaires. Par exemple, la phosphorylation de 

la sérine 148 de SPI1 par la caséine kinase II favorise les interactions avec son partenaire 

co-régulateur IRF4 (345).  

Le domaine PEST, situé entre les deux domaines précédents, est essentiel pour de 

nombreuses interactions protéine-protéine. Tous les domaines fonctionnels de SPI1 sont 

impliqués dans des interactions avec des protéines partenaires mais dans le cadre de la 

différenciation lymphoïde B, l’interaction entre le domaine PEST et les FT IRF4/8 revêt une 

importance particulière. 
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L'expression de SPI1 semble principalement réservée au système hématopoïétique. Au 

sein des cellules hématopoïétiques, SPI1 présente un modèle d'expression très dynamique 

(Figure 14). Une analyse détaillée de l'activité du promoteur de SPI1 a été rendue possible 

grâce à plusieurs modèles de souris avec des systèmes rapporteurs dans lesquels une 

protéine verte fluorescente (GFP) a été introduite (346,347). SPI1 est fortement exprimé 

dans les cellules hématopoïétiques précoces, y compris les CSH, les CLP, les progéniteurs 

de granulocytes/macrophages (GMP) et les progéniteurs thymiques précoces (ETP). Les 

progéniteurs érythroïdes/mégacaryocytes expriment SPI1 à des niveaux élevés dans le 

foie fœtal mais à des niveaux faibles dans la MO osseuse adulte. C’est dans la lignée 

myéloïde que la concentration de SPI1 est la plus importante, elle y joue un rôle dans 

l’induction de son programme transcriptionnel spécifique (299). SPI1 est un arbitre majeur 

de l’engagement entre les lignées myéloïde et lymphoïde (15,348). L'expression de SPI1 

est abaissée au début de la lymphopoïèse B, mais doit être maintenue tout au long de la 

différenciation des LB (346,347). SPI1 n'est pas exprimée dans les cellules T matures 

(exception faite de certaines cellules auxiliaires T de type Th2) et les cellules Natural Killer 

(NK).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 14 : Expression de SPI1 dans l’hématopoïèse.  
Les niveaux de SPI1, lorsqu'ils sont connus, sont représentés par des gradients de couleur noire. Les 
voies de différenciation sont indiquées par des flèches. Abréviations : HSC, cellule souche 
hématopoïétique ; MPP, progéniteur multipotent ; CMP, progéniteur myéloïde commun ; CLP, 
progéniteur lymphoïde commun ; MEP, progéniteur mégacaryocyte-érythroïde ; GMP, progéniteur 
granulocyte-macrophage. (Adapté de Mak et al. (349)).  
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SPI1 est un régulateur de différenciation clé capable de moduler l'expression de protéines 

de surface (CD11b, CD16, CD18 et CD64), de cytokines et de leurs récepteurs respectifs 

(G-CSF, GM-CSF et M-CSF) dans les cellules hématopoïétiques (350). La différence de 

niveau d’expression de SPI1 entre les progéniteurs myéloïdes et lymphoïdes est 

responsable d’une activation distincte d’un programme transcriptionnel incluant SPI1, 

IKAROS mais aussi EGR1 et GFI1 (351–353). L’expression d'IKAROS et de GFI1 entrainent 

une régulation à la baisse de SPI1, ce qui entraîne à son tour l'activation d'EBF et du 

programme transcriptionnel de la lignée B. D'autres FT dont E2A, MYB et MEF2C participent 

aussi à cette régulation (354–356). SPI1 régule également l’expression de FLT3 et IL7R, 

deux récepteurs cytokiniques clés pour la différenciation myéloïde et lymphoïde (15,357). 

Le contrôle du niveau d'expression de SPI1 est essentiel au processus d'engagement vers 

une lignée cellulaire, sa dérégulation pouvant entraîner un blocage de différenciation 

favorisant l’apparition de leucémie aiguë (358–360). 

De nombreuses études ont décrit le contrôle moléculaire de l'expression de SPI1. Un 

éclairage essentiel sur la régulation de SPI1 a été apporté suite à l'identification d'un 

élément régulateur en amont (URE, Upstream Regulatory Element) hautement conservé, 

situé à 14 kb en amont du TSS (361). La suppression de cet élément in vivo entraîne des 

changements marqués dans l'expression de SPI1, avec une forte diminution dans les 

cellules myéloïdes, mais une expression accrue dans les cellules T CD4-CD8-DN1-DN3 

immatures (358,359). Ainsi, l'URE de -14 kb transmet des signaux de régulation positifs 

ou négatifs, bien que les facteurs impliqués dans cette régulation soient encore largement 

inconnus. Les protéines TCF (facteur des cellules T), médiateurs de la signalisation Wnt, 

se lient à cette région et régulent à la baisse l'expression de SPI1 dans les cellules T 

immatures (359). SPI1 elle-même se lie également à cet élément, car des expériences de 

mutagénèse sur le site de liaison de SPI1 dans des lignées cellulaires myéloïdes entraînent 

une diminution drastique de l'activité transcriptionnelle provoquée par l'URE (346,362). 

4.6.2 Fonctions  
 
4.6.2.1 Dans les cellules souches et progéniteurs 
 
Iwasaki et al. ont montré que SPI1 est exprimée dans les CSH à long terme et à court 

terme. Ces auteurs ont rapporté que les CSH provenant de souris dont les allèles SPI1 ont 

été supprimés 2j après la naissance ne pouvaient pas concurrencer efficacement des CSH 

sauvages pour reconstituer les lignées hématopoiétiques après greffe, ce qui suggère un 

rôle important de SPI1 dans le maintien des CSH à long terme. De même, les CSH du foie 

foetal SPI1KO ne contribuent que de façon transitoire au pool de CSH lorsqu'elles sont 

transplantées chez des receveurs adultes (363). Dans ce sens, une étude de Staber et al. 

montre que les facteurs de la famille RUNX préviennent l'épuisement des CSH grâce au 
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maintien des niveaux de SPI1 dans ces cellules. La liaison de RUNX au niveau de l’URE -

14kb de SPI1 faciliterait la formation d'une boucle chromosomique entre l’enhancer et le 

promoteur proximal de SPI1, favorisant ainsi sa transcription (364).  

Les transferts adoptifs de CSH qui portent un allèle inductible SPI1 nul, ne contribuent pas 

aux lignées de lymphocytes B et T lorsque SPI1 est délété, mais permettent en revanche 

la génération durable de neutrophiles (362). La délétion de SPI1 dans les progéniteurs 

hématopoïétiques a été décrite comme responsable de la disparition phénotypique des 

populations des progéniteurs myéloïdes et lymphoïdes communs (362,363), ces derniers 

résultats doivent toutefois être interprétés avec prudence, car l'expression des marqueurs 

de surface utilisés pour définir ces populations précoces peut elle-même être régulée par 

SPI1. 

4.6.2.2 Dans la lignée myéloïde 

Les macrophages comptent parmi les cellules présentant les niveaux les plus élevés de 

SPI1, et celui-ci contrôle directement l'expression de gènes impliqués dans la 

différenciation et la fonction des macrophages (par exemple, l'intégrine CD11b, les 

récepteurs M-CSF et GM-CSF) (365). En effet, les macrophages, ainsi que les cellules 

apparentées comme les ostéoclastes et les cellules gliales, ne se développent pas dans les 

mutants SPI1-nuls. Il a récemment été démontré que la différenciation des macrophages 

promue par SPI1 dépend de l'induction des régulateurs de transcription Egr-1/2 (Early 

Growth Response-1/2) et Nab-2 (NGFI-A Binding Protein 2) (352), qui nécessitent des 

niveaux élevés de SPI1 pour leur expression. Ces facteurs agissent pour renforcer le 

programme d'expression génique des macrophages et en parallèle réprimer le programme 

des neutrophiles via la répression de Gfi1 (Growth Factor Independent-1). Les granulocytes 

sont également absents des fœtus KO pour SPI1, bien que la délétion de SPI1 chez les 

souris adultes entraîne une augmentation surprenante et spectaculaire du nombre de 

neutrophiles. Ainsi, SPI1 joue des rôles distincts dans la granulopoïèse fœtale et adulte. 

Une activité élevée du promoteur de SPI1 semble être associée à l'engagement myéloïde, 

mais n'est pas nécessaire pour celui-ci. Au cours de l'hématopoïèse fœtale, les progéniteurs 

myéloïdes sont présents dans les foies foetaux KO pour SPI1, et peuvent être maintenus 

ex vivo avec l'IL3 (366). En outre, les fœtus SPI1-nuls où l’expression de la GFP est sous 

le contrôle du promoteur de SPI1 présentent des cellules GFP+ (c'est-à-dire qui possèdent 

une activité transcriptionnelle SPI1) et expriment sélectivement des FT spécifiques de la 

lignée myéloïde tels que C-EBPα et C-EBPɛ (346). 

4.6.2.3 Dans la lignée lymphoide B 
 
Le KO constitutif de Spi1 n'est pas viable au délà de la naissance, les animaux meurent de 

septicémie en 48h et l'on constate une absence de progéniteurs B chez les fœtus (363,367) 

ce qui suggère que SPI1 est, entre autres, un régulateur essentiel de la différentiation B. 
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En revanche, ce rôle semble limité à la lymphopoïèse précoce car la délétion conditionnelle 

de SPI1 dans les cellules B exprimant CD19 (stade pro-B) est compatible avec un 

développement normal (363,367). Ces données suggèrent que l’expression de SPI1 est 

indispensable pour l’initiation de la lymphopoïèse B, entre les stades CSH et CLP et sont 

confortées par une étude récente (368).  

Les principaux modèles murins d’invalidation de Spi1 et SpiB sont rapportés dans la  

Table 3.  
genotype Phénotype Spi1-KO Phénotype DKO Spi1/Spib Références 

SPI1  

CD19-Cre 

 

Pas d’effet sur la différenciaiton B 

Réponse à la stimulation LPS et CD40 (production de cellules 

secretrices d’ac de haute affinité et formation de CG) 

Nombre de cellules sécrétrices d’ac diminué  
- 

(369) 

SPI1  

CD19-Cre 

 

Nombre normal de cellules pré-B et de B matures dans la moelle 

osseuse 

Réponse à la stimulation IgM et LPS (prolifération) 
- 

(363) 

SPI1  

CD19-Cre 

 

Développement des lymphocytes B normal 

Avec l’age, augmentation de la proportion de lymphocytes B1 et 

diminution des lymphocytes B2 (NB : Une augmentation 

similaire des cellules B1 est observée chez les souris dépourvues 

de l'enhancer SPI1 -14 kb, qui expriment de faibles niveaux de 

SPI1 (359)) 

- 

(370) 

SPI1/SPIB 

CD23-Cre 

Nombre de cellules sécrétrices d’ac normal 

Réponse réduite à l’antigène 

Présence de CG 

Augmentation de la proportion et du nombre de 

plasmocytes dans la rate et dans la moelle osseuse. 

Absence de réponse à l’antigène 

Absence de CG 

(371) 

SPI1/SPIB 

CD19-Cre 

Nombre de lymphocytes B normal 

Légère diminution de la proportion des B folliculaires 

Légère augmentation des B marginaux 

Diminution du nombre de lymphocytes B 

Blocage de différenciation au stade pré-B avec le 

développement de LAL pré-B 

Forte diminution de la proportion des B folliculaires 

Forte augmentation des B marginaux 

(372) 

Table 3 : principaux modèles murins d’invalidation de Spi1 et SpiB 

Au total, les effets relativement faibles de la délétion de SPI1 dans les cellules B sont 

quelque peu surprenants, étant donné le grand nombre de preuves suggérant un rôle 

critique de ce facteur dans la régulation de l'expression des gènes des cellules B, en 

association avec les FT IRF4/8. Il est donc possible que le facteur apparenté SPIB, 

également exprimé dans les cellules B, puisse compenser une partie de la fonction de SPI1. 

Dans la lignée lymphoide B, SPI1 et SPIB régulent l'expression de nombreux composants 

de la voie de signalisation du BCR (Lyn, Syk, Btk, Ptpn6, Card11) et des récepteurs CD40, 

BAFF-R et TLR (371,373). Un certain nombre d’études se sont donc concentrées sur les 

effets de l’absence combinée de SPI1 et de SPIB dans la lignée B (Table 3).  

Le KO de Spi1 seul dans la lignée B entraine donc un phénotype modéré, contrairement 

au DKO Spi1-SpiB. Pourtant, les données de Polli et al. (369) fournissent des éléments 
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plaidant contre une redondance fonctionnelle complète entre SPIB et SPI1 suggérée dans 

d’autres études (374). Premièrement, l'expression de Ebf1, un gène cible connu de SPI1, 

responsable avec E2A de l’engagement dans la lignée B, est réduite dans les cellules pré-

B déficientes en SPI1 malgré l'expression continue de SPIB. Deuxièmement, des 

expériences de band shift réalisées avec une séquence possédant une grande affinité pour 

SPI1 (oligonucléotide du promoteur SV40), donc potentiellement pour tout facteur capable 

de s'y substituer fonctionnellement, suggèrent qu'il n'y a pas de liaison de SPIB sur cette 

séquence dans les cellules B SPI1/CD19. En outre, l'expression de SPIB n'a pas été 

modifiée en l'absence de SPI1, ce qui suggère que la différenciation ASC accrue observée 

chez des souris doublement déficientes en SPI1 et IRF8 s'est produite malgré la présence 

de SPIB (78). 

4.6.3 Partenaires protéiques de SPI1 
 
4.6.3.1 Autres facteurs de transcription 
 
La nécessité d'une coopération avec d'autre FT pour la liaison à l'ADN est inversement 

corrélée à l'affinité des motifs : les motifs de haute affinité sont souvent liés par SPI1 seul, 

alors que les motifs de faible affinité ne sont liés que lorsque d'autres FT se fixent à 

proximité.  

Dans ce paragraphe, nous nous intéresserons aux partenaires impliqués dans la 

différenciation lymphoïde B. 

Deux des partenaires majeurs de SPI1, IRF4 et IRF8, jouent un rôle essentiel dans 

différentes étapes de la différenciation des LB. SPI1 peut se lier seul à l'ADN sur les sites 

canoniques des Ets, ou conjointement avec les FT IRF4 et IRF8 sur des sites composites 

appelés EICE (Ets-interferon consensus elements) (299,327). Des éléments composites 

ETS-IRF ont été identifiés dans plusieurs éléments régulateurs majeurs des LB, notamment 

les gènes IGH et IGL, ainsi qu’IRF4, MEF2C et PAX5 (78,375). Des blocages de 

différentiation au stade pré-B sont observés dans les cellules B dépourvues de SPI1/IRF4 

ou IRF4/IRF8, suggérant qu’un complexe ETS/IRF contrôle la lymphopoïèse B précoce 

(376).  

A un stade plus tardif, SPI1 joue également un rôle dans la différenciation des LB en ASC. 

Le complexe IRF8/SPI1 contrôle la susceptibilité des cellules B à subir la commutation de 

classe et la différenciation en plasmocytes en coordonnant l'expression de BCL6 et PAX5 

tout en réprimant AID et BLIMP1 (22,73,78). SPI1 est exprimé dans les LB activés avant 

d'être progressivement régulé à la baisse, sans être complètement éteint dans les 

plasmocytes (78) (Figure 4). Cette régulation à la baisse de SPI1 semble nécessaire sur 

le plan fonctionnel. En effet, des souris déficientes en miR-155, un microARN ciblant 

directement la région 3’UTR de Spi1, ont une expression augmentée de SPI1. Chez ces 
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animaux, des défauts de différenciation en ASC ainsi qu’une diminution de la sécrétion 

d’IgG et d’IgM sont observées (377,378). En temps normal, miR-155 diminue l’expression 

de SPI1, entraînant une diminution de celle de PAX5 et une augmentation de celle de 

BLIMP1, permettant ainsi l’initiation du programme des ASC. Dans des modèles murins, le 

KO de Spi1 et Irf8 dans la lignée B entraînait une augmentation de la commutation de 

classe en IgG1 et IgE et de la proportion d’ASC, suggérant l’importance des éléments 

composites Ets-Irf dans la différenciation tardive des LB. Etant donné qu’IRF4 joue un rôle 

de régulateur positif de la différenciation en ASC et de la démonstration qu’IRF8 et IRF4 

liaient les mêmes sites dans des gènes cibles primordiaux de la différenciation lymphoïde 

B chez la souris, un modèle a été proposé dans lequel le niveau de différenciation en ASC 

serait contrôlé par la concentration de ces deux facteurs (78).   

IRF4 se lie faiblement à l'ADN lorsqu’il est seul, mais sa liaison est plus forte en présence 

de SPI1. L'interaction entre IRF4 et SPI1 a d'abord été caractérisée sur le locus génomique 

de l'enhancer en 3' du gène Ig kappa (379). Par son domaine ETS, SPI1 se lie à la séquence 

d'ADN et recrute IRF4 (cet enhancer contient un site composite EICE pour SPI1 et IRF4). 

Un processus similaire a été signalé avec le site Lambda B1 pour le gène Ig lambda. Cette 

interaction est cruciale pour le développement correct des cellules B, étant donné qu'elle 

régule l'expression des chaînes légères des Ig. En l'absence de SPI1, le domaine auto-

inhibiteur de l'IRF4 interagit avec son domaine de liaison à l'ADN, l'empêchant de se lier 

au site. En présence de SPI1, le domaine auto-inhibiteur de IRF4 interagit avec le domaine 

PEST de SPI1, permettant à IRF4 de se lier au site composite EICE. Il en résulte une 

interaction coopérative entre les deux protéines (380). Une structure cristalline du 

complexe SPI1/IRF4/ADN a été obtenue, et il a été proposé que les deux protéines 

interagissent également par leurs sites respectifs de liaison à l'ADN (381,382). 

4.6.3.2 Acteurs épigénétiques   

SPI1 peut former des complexes avec un certain nombre de protéines modifiant 

directement la chromatine ou l'ADN. Il pourrait ainsi agir comme une plateforme recrutant, 

au niveau de ses gènes cibles, différentes protéines modifiant l’état de la chromatine, ayant 

des fonctions activatrices ou répressives de la transcription.  

La capacité de SPI1 à moduler la structure de la chromatine et modifier le programme 

transcriptionnel des cellules font qu'il est souvent qualifié de facteur "pionnier" (383). 

Cependant, il n'est pas un facteur pionnier tout à fait classique (définis par leur capacité à 

reconnaître leurs sites de liaison dans l'ADN nucléosomal) car il est incapable de se lier à 

l'ADN méthylé ou lié aux nucléosomes. Malgré cela, l'introduction de SPI1 dans des lignées 

cellulaires dépourvues d'expression endogène de SPI1 entraîne un remodelage de novo 

important de la chromatine aux sites de liaison de SPI1 et l’induction rapide d'un 
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programme d'expression de gènes myéloïdes (384). Cette faculté dépend de l’interaction 

du domaine acide N-terminal de SPI1 avec la famille SWI/SNF, complexes de remodelage 

de la chromatine dépendant de l'ATP (384). 

Rao et al. (385) rapportent que SPI1 recrute les protéines TET sur les enhancers, TET 

augmente l’accessibilité de la chromatine via la démethylation, ce qui permet à SPI1 de se 

fixer davantage (boucle de rétrocontrole positive). Des expériences de co-

immunoprécipitation (co-IP) ont montré une interaction de TET2 avec SPI1 dans les cellules 

B en développement et la perte de TET2/TET3 modifie la liaison de SPI1 sur l’ADN. Des 

données de ChipSeq suggèrent que l’activité de TET (mesurée par le dépôt de la marque 

5hmC) dans les enhancers est corrélée avec la fixation de SPI1. Au cours de la 

différenciation monocytaire, il a été rapporté que SPI1 se lie aux promoteurs dont le niveau 

de méthylation varie et qu’il recrutait DNMT3b et TET2 sur ces mêmes sites (239). Enfin, 

des études ont montré que SPI1 interagit physiquement avec CBP et l’empêche d’acétyler 

ses protéines cibles (FT GATA-1 et protéines nucléaires type histone) (331,386). 

4.6.4 Rôle dans la tumorigénèse 

D'abord identifié dans les erythroleucémies induites chez la souris du fait de son activation 

par insertion rétrovirale du virus de Friend (341), ce qui aboutit à sa surexpression, son 

rôle dans les processus de transformation chez l'Homme a longtemps été recherché.  

Contrairement à son rôle d’oncogène dans les cellules érythroïdes, SPI1 fonctionne comme 

un suppresseur de tumeur dans les LAM. L’irradiation induit des LAM chez les souris, qui 

présentent fréquemment une perte de la région du chromosome 2 abritant le gène Spi1, 

ainsi qu'une inactivation fréquente de l'allèle Spi1 restant par des mutations ponctuelles 

dans le domaine de liaison à l'ADN (387). La perte d'une copie de Spi1 est également un 

événement secondaire récurrent dans les leucémies survenant chez les souris 

transgéniques exprimant l'oncoprotéine PML-RARA (388), et augmente considérablement 

la survenue des leucémies dans ce modèle. Une fonction suppresseur de tumeur pour Spi1 

a également été trouvée chez des souris avec des mutations ciblées qui conduisent à une 

perte complète ou partielle de la fonction de SPI1. Les souris possédant un allèle 

knockdown (kd) supprimant l'enhancer -14 kb expriment SPI1 à hauteur de 20% des taux 

sauvages et développent des LAM en 3 à 8 mois (358). De même, des leucémies myéloïdes 

se développent lorsque Spi1 est délété chez les souris adultes (362). Globalement, ces 

études suggèrent que la perte des taux optimaux de SPI1 dans les progéniteurs myéloïdes 

adultes ou dans les CSH entraîne une leucémogenèse myéloïde chez les souris. Steidl et 

al. (389) ont récemment identifié les régulateurs de transcription c-Jun et JunB (qui 

appartiennent au complexe AP-1) comme des cibles directes de SPI1 qui sont régulées à 

la baisse dans les CSH SPI1kd/kd, et ont montré que ces gènes sont essentiels à la fonction 
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de suppresseur de tumeur de SPI1. Alors que leur présence était controversée chez 

l’homme (390–392), une étude récente a confirmé l’existence de mutations acquises (bien 

qu’à très faible fréquence), perte de fonction de SPI1 dans le sous-groupe des LAM avec 

réarrangement de MLL (393). Ces mutations se situent dans le domaine de liaison à l’ADN 

et sont associées à une diminution du niveau d’expression de gènes cibles connus de SPI1 

(CSF1R, CSF3R et AIF1). Bien que les mutations dans la région codante SPI1 semblent 

rares dans la LAM, plusieurs études ont démontré qu'une diminution de l'expression ou de 

l'activité de SPI1 par d'autres mécanismes est impliquée dans la pathogenèse. Par 

exemple, dans les LAM exprimant la protéine de fusion AML1-ETO codée par la 

translocation t(8;21), un rôle de la protéine de fusion AML1-ETO dans la fixation à SPI1 et 

l'inhibition de son activité de transactivation a été démontré (394).  

En dehors des LAM, des transcrits de fusion impliquant SPI1 (STMN1-SPI1 et TCF7-SPI1) 

ont été identifiés dans les LAL-T pédiatriques de haut risque. Les protéines de fusion en 

résultant conservaient leur capacité de liaison à l’ADN, ainsi qu’une activité 

transcriptionnelle. Leurs expressions dans des progéniteurs murins augmentaient la 

prolifération cellulaire et provoquaient un blocage de la maturation T (395). En effet, ces 

fusions ont pour conséquence un maintien de l’expression de SPI1 à un stade de la 

différenciation T où elle est censée s’éteindre, entrainant le blocage de différenciation et la 

leucémogénèse, suggérant dans ce cas un gain de fonction.  

En revanche, notre étude est la première à avoir identifié l’implication de SPI1 dans le 

développement d’hémopathies lymphoïdes B (cf article n°2 p 124).  

5 Lymphomes non Hodgkiniens B  
 
5.1 Généralités  

Les lymphomes sont des hémopathies malignes, traditionnellement divisés entre les 

lymphomes de Hodgkin (environ 10 % de tous les lymphomes) et les lymphomes non 

hodgkinien (LNH). Les LNH représentent un large spectre de maladies qui vont des 

pathologies les plus indolentes aux plus agressives (Figure 15). Environ 85 à 90 % des 

LNH sont dérivés de cellules B, les autres lymphomes sont dérivés de cellules T ou de 

cellules NK. Nous nous concentrerons sur deux d’entre eux : le Lymphome B diffus à 

grandes cellules (Diffuse Large B-cell Lymphoma, DLBCL), et la maladie de Waldenstrom 

(MW). 
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5.2 DLBCL  
 
5.2.1 Épidémiologie  

Le plus fréquent des LNH est le DLBCL (20-40% des LNH selon les cohortes). L’âge médian 

des patients au diagnostic est de 70 ans, avec une légère prédominance masculine.  

L'étiologie du DLBCL reste inconnue. Ces tumeurs apparaissent généralement de novo 

(DLBCL primaires) mais peuvent également provenir de la transformation d'un lymphome 

moins agressif (DLBCL secondaire), comme la LLC, le lymphome folliculaire ou le 

lymphome de la zone marginale. L’immunodéficience constitue un facteur de risque 

important. 

Les patients peuvent présenter une maladie nodale ou extranodale ; jusqu'à 40% des cas 

sont confinés dans des sites extranodaux au moins au début de la maladie (396). Le site 

extranodal le plus courant est le tractus gastro-intestinal, mais pratiquement tous les sites 

extranodaux peuvent être atteints (os, testicules, rate, glandes salivaires, thyroïde, foie, 

rein, SNC). L'atteinte de la MO par le DLBCL est variable (de 10 à 25% des cas) et sa 

détection peut être facilitée par l'utilisation de techniques sensibles comme la cytométrie 

en flux et la biologie moléculaire (397,398). En revanche, l’infiltration du sang périphérique 

par le DLBCL est rare. 

5.2.2 Evaluation morphologique et immunophénotypique 
 
Trois variants morphologiques communs existent : le plus courant est le variant 

centroblastique. Les centroblastes sont des cellules lymphoïdes de taille moyenne à 

grande, généralement ovales à rondes, avec des noyaux à chromatine fine. Dans la 

variante immunoblastique, plus de 90 % des cellules sont des immunoblastes, avec un 

Figure 15 : Fréquences des 
différents lymphomes non 
hodgkinien chez l’adulte (133).  
 
CLL : chronic lymphocytic leukaemia 
SLL : small lymphocytic lymphoma  
DLBCL : Diffuse large B-cell lymphoma 
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seul nucléole central et un cytoplasme basophile abondant. Enfin, le variant anaplasique 

est caractérisé par des cellules de grande à très grande taille avec des noyaux pléomorphes 

pouvant ressembler à des cellules de Hodgkin/Reed-Sternberg. 

Les cellules néoplasiques expriment généralement des marqueurs pan-B tels que CD19, 

CD20, CD22, CD79a et PAX5, mais il peut leur manquer un ou plusieurs de ces marqueurs. 

L'Ig de surface et cytoplasmique (le plus souvent IgM, suivie par IgG et IgA) peut être 

présente dans 50 à 75% des cas. Le CD30 peut être exprimé dans 10 à 20 % des cas, 

notamment dans la variante anaplastique (399). Les expressions des 

CD10, BCL6 et IRF4/MUM1 sont variables. L'indice de prolifération Ki-67 est élevé ; il est 

généralement bien supérieur à 40% et peut être > 90% dans certains cas (400). 

 

5.2.3 Evaluation clinique et thérapeutique 

Les patients présentent généralement une masse tumorale qui grossit rapidement à un ou 

plusieurs sites nodaux ou extranodaux. De nombreux patients sont asymptomatiques, mais 

des symptômes B (amaigrissement, asthénie, fièvre, sueurs nocturnes) peuvent être 

présents. Des symptômes spécifiques de la localisation peuvent être présents, ils 

dépendent alors fortement du site extranodal concerné (401). 

Depuis une trentaine d’année l'utilisation de la combinaison Cyclophosphamide, 

Doxorubicine, Vincristine et Prednisone (CHOP) constitue la référence du traitement des 

DLBCL. Une avancée majeure a été apportée par le développement du Rituximab, Ac 

monoclonal ciblant le CD20. Bien que l’association R-CHOP soit maintenant le traitement 

standard pour les patients atteints d'un DLBCL, 30% à 50% des patients ne sont pas guéris, 

selon le stade de la maladie ou l'indice de pronostic. Parmi les patients pour lesquels le 

traitement R-CHOP échoue, 20% souffrent d'une maladie réfractaire primaire (progression 

pendant ou juste après le traitement) tandis que 30% rechutent après avoir obtenu une 

rémission complète (402). 

5.2.4  Classification des DLBCL 
 

5.2.4.1 Classification en fonction de la cellule d’origine 
 
On distingue historiquement deux types de DLBCL, basés sur des profils d'expression 

génique correspondant à différentes étapes de la différenciation des cellules B. Un sous-

type exprime des gènes caractéristiques des cellules B du centre germinatif ("germinal 

center B-like DLBCL", DLBCL-GCB) ; alors que le second exprime des gènes normalement 

induits lors de l'activation in vitro des cellules B du sang périphérique ("activated B-like 

DLBCL", DLBCL-ABC). (pour revue, (403)) La classification des patients atteints de DLBCL 

selon la contrepartie physiologique cellulaire s'est révélée prédictive de la survie globale, 



 63 

l'ABC-DLBCL représentant le sous-groupe de moins bon pronostic (404,405). Avec ce 

système, 10 à 20 % des DLBCL ne peuvent néanmoins pas être rattachés à une catégorie 

ou à l’autre et le pronostic clinique demeure hétérogène au sein de chaque sous-type, 

soulignant les limites de ce mode de classification.  

 

5.2.4.2 Nouvelles classifications en fonction des altérations génétiques et épigénétiques` 
 
En 2018, deux études ont proposé un cadre entièrement nouveau pour la classification des 

DLBCL en fonction de la génétique des cellules tumorales (302,406).  Elles ont chacune 

suggéré que les DLBCL peuvent être divisées en au moins 4 groupes génétiques, dont 

certains sont fortement enrichis dans les sous-groupes précédents GC ou ABC. Les quatre 

sous-types génétiques identifiés sont le MCD (mutations MYD88L265P et CD79B), BN2 

(translocations BCL6 et les mutations NOTCH2), N1 (mutations NOTCH1) et EZB 

(mutations EZH2 et les translocations BCL2) (302). Cette classification est en perpétuelle 

évolution grâce à l’avènement des techniques de séquencage à haut-débit et d’analyse 

intégrative de données provenant de multiples plateformes analytiques. Un article récent 

de Wright et al. (407) définit ainsi maintenant 7 sous-types de DLBCL (Figure 16). Par 

rapport aux classifications précédentes, deux nouveaux sous-types sont décrits, ST2 

(mutations de TET2 et SGK1) et A53 (mutations/délétions de TP53) et le sous-type EZB 

est divisé en deux en fonction de la présence de réarrangement de MYC.  

 

Figure 16 : Classification des DLBCL. Correspondance entre les sous-groupes historiques selon 
la cellule d'origine et les nouveaux sous-types génétiques (à gauche).  Les principaux gènes altérés, 
les données épidémiologiques et les profils d’expression de chaque sous-type sont présentés (à 
droite). LZ, light zone ; IZ, intermédiaire zone. (adapté de Wright et al. (407)) 
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5.2.5 Principales anomalies cytogénétiques et moléculaires  
 

5.2.5.1 Altérations des modificateurs épigénétiques 
 

Les dernières études s’intéressant à la génomique des DLBCL ont mis en lumière la 

fréquence élevée des lésions affectant les enzymes de modification des histones et de la 

chromatine, le plus souvent les acétyltransférases et les méthyltransférases. 

 

Les mutations et délétions inactivant CREBBP et, plus rarement, EP300 sont détectables 

dans 35% des DLBCL (avec une certaine préférence pour le sous-type GC) et 40% des 

lymphomes folliculaires (FL) (408,409). Ces phosphoprotéines nucléaires ubiquitaires 

modifient les résidus de lysine sur les protéines nucléaires histones et non-histones, 

servant de coactivateurs de transcription pour un grand nombre de FT se liant à l'ADN 

(410). CREBBP/EP300 facilitent la transcription par divers mécanismes, notamment 

l'acétylation ciblée des histones au niveau des résidus lysine (K) (notamment la lysine 27 

de l’histone 3) (411,412), l'acétylation des activateurs de transcription (par exemple, le 

suppresseur de tumeur p53) (413,414) et l'inactivation des répresseurs de transcription 

par acétylation (par exemple, BCL6) (415). 

 

Parmi les candidats nouvellement identifiés, MLL2 (mixed-lineage leukemia 2, 

précédemment appelée MLL4) est couramment muté dans les LNH, dans 30% des DLBCL 

et 89% des lymphomes folliculaires (408,409). MLL2 code pour une histone 

méthyltransférase hautement conservée et exprimée de manière ubiquitaire, qui contrôle 

la transcription des gènes en modifiant la lysine 4 de l'histone 3 (H3K4) (416). La 

triméthylation de H3K4 représente une marque de chromatine active sur le plan de la 

transcription conservée au cours de l'évolution et est étroitement associée aux promoteurs 

et aux régions transcrites des gènes actifs, où elle compense l'environnement chromatinien 

répressif imposé par la méthylation de H3K9 et H3K27 (416).  

L'oncogène EZH2 du groupe polycomb code pour une histone méthyltransférase 

responsable de la mono-, di- ou triméthylation de la lysine située en position 27 de l’histone 

H3 (H3K27me1, 2 ou 3). Chez ~22% des patients atteints de GC-DLBCL, des mutations 

gain de fonction entraînent le remplacement ponctuel d'une tyrosine conservée au cours 

de l'évolution (Tyr641) (417), ce qui augmente les capacités catalytiques d’EZH2 et aboutit 

in fine à une augmentation des niveaux de H3K27me3 (418). 

 

5.2.5.2 Lésions génétiques conduisant à une activité constitutive NF-κB et à une 
signalisation BCR active chronique 

 
Le rôle essentiel de NF-κB dans la pathogénie de l'ABC-DLBCL a été révélé en observant 

que la signature transcriptionnelle de ces tumeurs est considérablement enrichie en gènes 
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cibles de NF-κB, et que l'activité de NF-κB est nécessaire à leur prolifération et à leur survie 

(419). Par la suite, un certain nombre d'études ont montré la présence d'altérations 

structurelles qui affectent une variété de voies dont le dénominateur commun est la 

capacité à induire une activation constitutive de NF-κB, y compris celles en aval du BCR, 

des TLR et du CD40. 

 

§ Mutations de CD79A/B 

 

Une signalisation BCR tonique est nécessaire pour la survie des cellules B (420) (voir 

paragraphe 2.3.1), cependant, les ABC-DLBCL dépendent d'une forme chroniquement 

active de la signalisation BCR, qui est soutenue dans plus de 20 % des cas par des 

mutations de CD79B et CD79A (154). Le knockdown de plusieurs sous-unités proximales 

et distales du BCR est spécifiquement délétère pour l'ABC-DLBCL, ce qui justifie le 

développement de thérapies ciblées visant à inhiber la signalisation du BCR dans ce sous-

type de lymphome (154,155). En effet, l'utilisation de l'ibrutinib, un inhibiteur de BTK, 

s'avère très efficace chez les patients atteints d'ABC-DLBCL porteurs de mutations 

CD79A/B (421).  

 

§ Mutations de MYD88  

Environ 30% des patients atteints d'ABC-DLBCL présentent une mutation récurrente L265P 

dans le domaine intracellulaire de cette protéine adaptatrice en aval des récepteurs de la 

famille des TLR et du récepteur à l’IL1 (IL1-R), qui a le potentiel d'activer les voies NF-κB 

et JAK/STAT3 (165). Le besoin de MYD88 pour la survie des ABC-DLBCL implique un rôle 

pathogène des TLR dans ce sous-type de lymphome (voir paragraphe 5.3.4). 

§ Altérations des régulateurs négatifs et positifs de NF-kB  

 

Dans près de 30% des cas de ABC-DLBCL (et une fraction plus faible de GCB-DLBCL), des 

mutations et/ou délétions inactivent de façon biallique le gène TNFAIP3 codant pour la 

protéine A20 qui intervient dans la régulation négative de la voie de signalisation du NF-

κB. La perte d'A20 pourrait donc favoriser la lymphomagénèse, au moins en partie, en 

induisant une signalisation NF-κB prolongée de manière inappropriée (422,423).  

 

5.2.5.3 Dérégulation de l'activité de BCL6 
 
BCL6 est un répresseur transcriptionnel qui se lie à des séquences spécifiques dans le 

promoteur de ses gènes cibles et module leur expression via l'interaction avec des 

complexes de co-répresseurs. BCL6 contrôle le programme biologique des cellules BGC en 
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réprimant un large ensemble de gènes impliqués dans de multiples voies de signalisation, 

y compris la signalisation BCR et CD40, l'activation des cellules B par les LT, la détection 

et la réponse aux dommages de l'ADN (par la répression directe de TP53 et de la kinase 

ATR), l'induction de l'apoptose (par la répression de BCL2), et la différenciation en 

plasmocytes (par la répression de BLIMP1) (47,62,85). Ces activités maintiennent le statut 

prolifératif des cellules BGC tout en leur permettant de tolérer les cassures de l'ADN 

entrainées par les SHM et le CSR. De plus, BCL6 empêche l'activation prématurée des 

cellules B et leur sortie du CG avant la sélection des clones produisant des Ac de haute 

affinité (pour revue, (61)). 

Des réarrangements chromosomiques du locus BCL6 sont présents chez ~35% des 

patients atteints de DLBCL, avec des fréquences plus élevées dans le sous-type ABC-DLBCL 

(61,403). Ces événements de recombinaison juxtaposent le domaine codant intact de BCL6 

à des séquences hétérologues dérivées de plus de 20 partenaires chromosomiques 

alternatifs. Les translocations impliquant BCL6 empêchent la régulation à la baisse de son 

expression, nécessaire à la différenciation en cellules B post-CG (61). 

En plus des translocations, les séquences en 5’ de BCL6 peuvent être les cibles 

d’hypermutation dans près de 75% des DLBCL (424,425). Ce phénomène reflète en grande 

partie l'activité du mécanisme physiologique SHM opérant dans les cellules BGC (425,426).  

 

5.2.5.4 Perturbation de la voie de différenciation terminale 
 
Dans les cellules BGC en phase de différenciation terminale, BCL6 doit être réprimé afin de 

permettre l'expression de son gène cible, régulateur clé de la différentiation plasmocytaire, 

BLIMP1 (65). Cet axe de régulation est perturbé dans la majorité des ABC-DLBCL en raison 

de lésions génétiques mutuellement exclusives qui inactivent BLIMP1 soit directement - 

par des mutations et délétions (25 % des cas) - soit indirectement - par sa répression suite 

à la dérégulation de BCL6 (25 % des cas) (427,428). Les translocations de BCL6 et 

l'inactivation de BLIMP1 représentent des mécanismes oncogéniques convergeant sur la 

même voie pour favoriser la lymphomagenèse en bloquant la différenciation terminale. En 

cohérence avec cela, la délétion conditionnelle de Blimp1 dans le CG conduit à des maladies 

lymphoprolifératives apparentées à l'ABC-DLBCL humain (427). 

 
 
5.3 Maladie de Waldenstrom 
 
5.3.1 Épidémiologie  

La MW est un lymphome indolent rare représentant 1 à 2% des hémopathies malignes. 

Elle affecte plus souvent les hommes que les femmes avec un sex ratio 2:1 et un âge 

médian au diagnostic de 65 ans. La MW est un syndrome lymphoprolifératif B, caractérisé 
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par une gammapathie monoclonale IgM et une infiltration de la MO par un lymphome 

lymphoplasmocytaire (LPL) (429). Ce dernier est défini par la présence de lymphocytes, 

de plasmocytes et de lymphoplasmocytes tumoraux (430). Une protéine monoclonale IgM, 

quelle que soit sa concentration, ne peut pas être considérée comme indicative d'un 

diagnostic de MW, car elle peut être trouvée chez des patients atteints d'autres syndromes 

lymphoprolifératifs à cellules B. Une évaluation morphologique et immunophénotypique 

détaillée de la MO en parallèle d'une évaluation clinique approfondie sont donc nécessaires 

si l'on veut établir un diagnostic définitif de MW. 

5.3.2 Evaluation morphologique et immunophénotypique  

Le myélogramme montre en général une MO de richesse normale à diminuée, infiltrée par 

un clone tumoral constitué de cellules B présentant un continuum de différenciation allant 

du lymphocyte au plasmocyte en passant par les cellules lymphoplasmocytaires (431). Les 

mastocytes sont augmentés dans environ un quart des cas (432).  

Une étude récente a montré que la majorité des patients atteints de MW ont un 

immunophénotype caractéristique. En plus de l'expression des marqueurs pan-B CD19, 

CD20 et CD79, environ 90 % des cas ont un phénotype CD22faible CD25+ CD27+ IgM+ 

mais sans expression de CD5, CD10, CD11c, CD23 et CD103 (433). On retrouve également 

une monotypie dans l’expression de la chaine légère κ ou λ, avec une large prédominance 

des cas IgM+κ+. Le nombre de plasmocytes chez les patients atteints de MW est 

généralement normal, mais l’immunophénotype de ces cellules (CD38++CD19++/-CD56-

CD45++CD20+) ne correspond ni tout à fait à des plasmocytes normaux (CD20-) ni à ceux 

retrouvés dans le myélome (CD19-CD56+) (434).  

5.3.3 Evaluation clinique et therapeutique  
 
La présentation clinique des patients est variable, allant d’une situation indolente, chez 

environ un tiers des patients, à des symptômes plus ou moins sévères ou invalidants. Ces 

symptomes sont associés d’une part aux conséquences de l’hypersecrétion de l’IgM 

monoclonale (notamment hyperviscosité, organomégalie, manifestations auto-immunes 

de type neuropathie périphérique, cryoglobulinémie et maladie des agglutinines froides) et 

d’autre part à l’infiltration tumorale systématiquement médullaire, responsable de 

cytopénies (la plus fréquente étant l’anémie). L’envahissement extramédullaire 

symptomatique est rare au moment du diagnostic dans la MW. Les adénopathies sont 

présentes chez environ 15 % des patients au diagnostic mais peuvent être plus fréquentes 

lorsque la maladie progresse. La médiane de survie des patients varie de 5 à 10 ans. Un 

tiers d’entre eux présentent une maladie plus agressive avec une médiane de survie de 
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moins de 4 ans. Une minorité de patients (10% à 15%) peuvent avoir une transformation 

en lymphome agressif (DLBCL) (435,436).  

Il n'y a pas de thérapie standard pour la MW symptomatique. Plusieurs essais prospectifs 

ont démontré l'efficacité de divers médicaments seuls ou en association, mais il est difficile 

de les comparer sur la base des taux de réponse. Néanmoins, l'immunothérapie est 

aujourd'hui à la base du traitement pour la majorité des patients, des progrès significatifs 

ayant été obtenus depuis l’avènement du rituximab, Ac monoclonal chimérique qui cible 

l'Ag CD20, exprimé sur les cellules B, y compris les cellules MW (437). En combinaison 

avec de la chimiothérapie standard, il constitue l'un des traitements les plus efficaces dans 

la MW et est uniformément recommandé dans les directives nationales et internationales 

pour le traitement de première ligne comme de rattrapage (438). Des thérapies plus 

récentes ont également leur application dans cette pathologie, comme les inhibiteurs de 

BTK (ibrutinib) ou les inhibiteurs de Bcl2 (venetoclax). 

5.3.4 Principales anomalies cytogénetiques et moléculaires  

L’analyse du statut mutationnel des chaînes lourdes des Ig (IGHV) a rapporté une 

hypermutation des gènes VH dans environ 90 % des cas de MW (439,440). L’étude du 

répertoire montre un biais d’utilisation avec une surexpression de la famille VH3 et en 

particulier du VH3-23. La mise en évidence d’un CDR3 court et de marqueurs d’une 

pression de sélection a été aussi décrite (439). La diversité intra-clonale n’est pas 

fréquente dans cette pathologie (441,442). Bien que rare, la CSR a néanmoins été décrite 

dans les cellules MW (443). Plusieurs théories pourraient expliquer l'apparente incapacité 

des cellules de MW à exécuter la CSR (442,444). L'une d'entre elles pourrait être des 

délétions au niveau de la région switch µ, comme cela semble se produire dans LLC (445). 

Une autre possibilité résiderait dans un déclenchement défectueux du processus de 

commutation, mais avec une machinerie de CSR apparemment normale (446).  

L’anomalie cytogénétique la plus fréquente dans la MW est la délétion du bras long du 

chromosome 6, de 31 à 54% selon les séries. Cette anomalie n’est pas spécifique de la 

MW, on retrouve en effet des délétions du 6q dans d’autres hémopathies B comme la LLC, 

les lymphomes de la zone marginale et le myélome multiple, mais avec une fréquence 

moindre (447,448). Il existe 4 zones minimales de délétion sur le bras long du chromosome 

6. Les 2 principales régions contiennent toutes deux un gène suppresseur de tumeur, 

BLIMP1 en 6q21 et TNFAIP3 en 6q23, qui pourraient être impliqués dans la 

physiopathologie de ce lymphome (449). Les études de CGH-array ont montré que dans 

17% des cas, il existe un gain du 6p associé à la perte du 6q (449). Une trisomie 4 est 

retrouvée dans 10 à 20% des cas. Elle semble être l’anomalie récurrente la plus spécifique. 

Elle n’est pas décrite dans les lymphomes de la zone marginale. Cette trisomie est associée 
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à un taux élevé d’IgM, de CRP et de β2 microglobuline mais n’a pas d’impact connu sur 

l’évolution de la maladie (450,451). On retrouve également des anomalies décrites 

classiquement dans la LLC : une délétion du 11q22 impliquant ATM dans 8% des cas, une 

trisomie 12 dans 3% des cas. La délétion du 13q14, décrite dans 50% des LLC et dans le 

myélome multiple, est retrouvée dans 10% des cas de LPL/MW par CGH array (449). La 

délétion du 17p, impliquant TP53 est observée dans 5 à 10% des cas, elle est associée à 

une progression de la maladie avec une survie sans progression plus courte (451).  

§ Mutation de MYD88  

Localisé chez l’Homme en 3p22.2, le gène MYD88 code pour une protéine adaptatrice 

impliquée dans la réponse de la voie des TLR et de l’IL1-R. La structure de MYD88 

comprend un domaine DD (Death Domain), dans sa partie N-terminale, impliqué dans la 

signalisation en aval, un domaine intermédiaire de liaison, impliqué dans la signalisation 

intracellulaire avec le DD et le domaine TIR en C terminal qui interagit avec les TLR ou le 

récepteur à IL1. 

Lors de l’activation d’un TLR ou de l’IL1-R par son ligand, MYD88 est recrutée et se 

dimérise. La dimérisation de MYD88 est nécessaire à l'assemblage du myddosome, 

structure composée de dimères de MYD88 qui recrutent et activent IRAK4, qui à son tour 

recrute et active IRAK1/2 (452).  

L’effecteur final du myddosome est l’activation du FT NF-κB via l’implication de TRAF6 

(Tumor Necrosis Factor Receptor–Associated factor 6), TAK1 (TGFβ Activated Kinase 1) et 

le complexe hétérotrimérique IκK (Inhibitor of Kappa-B Kinase, composé des sous-unités 

IκKα, IκKβ et IκKγ alias NEMO). NF-κB régule entre autres le développement, la maturation 

et la survie des LB. Dans la cellule au repos, les sous-unités p50 et p65 de NF-κB sont 

séquestrées dans le cytoplasme par la protéine IκB (Inhibitor of kappa B). Lorsque le 

myddosome est activé, IκB est phosphorylé puis dégradé par le protéasome libérant les 

sous-unités p50 et p65 du complexe NFκB. Celles-ci vont pénétrer le noyau, activant ainsi 

la transcription de gènes cibles (Figure 17).  
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Il existe plusieurs mutations de MYD88, toutes affectant le domaine TIR de la protéine. En 

2012, les travaux de Treon et al. ont permis d’identifier une mutation somatique récurrente 

L265P du gène MYD88 chez des patients atteint de MW. Sa fréquence s’élève à 95% des 

cas dans cette pathologie (453,454). Elle est également détectée chez près de la moitié 

des patients atteints de gammapathie monoclonale IgM de signification indéterminée 

(MGUS à IgM), et sa présence, ainsi que le niveau d’expression, semblent associés à la 

progression maligne vers la MW (455). En outre, la mutation MYD88 L265P a également 

été rapportée dans les DLBCL de type ABC (14-29%), le lymphome primitif du système 

nerveux central (33%), le lymphome du MALT (9%), et la LLC (3%) (167).  

Cette mutation acquise récurrente est donc un évènement moléculaire majeur dans la 

pathogenèse de la MW mais n’en est pas spécifique. Bien que MYD88 soit impliqué dans la 

signalisation de la voie des TLR de nombreuses cellules hématopoïétiques (granulocytes, 

macrophages, lymphocytes B et T), la mutation n’est retrouvée, parmi les hémopathies, 

que dans les LNH B. Une expression augmentée de MYD88 est associée à un mauvais 

pronostic dans divers cancers solides comme le cancer colorectal, de l’ovaire, ou dans le 

carcinome hépatocellulaire (456–458).  

La mutation L265P se situe sur le domaine TIR de MYD88 et modifie la structure tertiaire 

de la protéine (459). La conséquence est la formation du myddosome indépendamment 

de la présence de ligands pour les TLR. L’impact des mutations de MYD88 dans la survie 

des cellules tumorales de DLBCL-ABC et de MW a été établi par des expériences de 

knockdown et/ou de surexpression de MYD88. 

Figure 17 : Voie de signalisation en aval du 
TLR, faisant intervenir MYD88. 
Après stimulation des TLR, MYD88 est recruté 
comme homodimère et forme un complexe 
avec IRAK4, conduisant à l'activation d’IRAK1. 
TRAF6 est ensuite activé par IRAK1, et interagit 
avec TAK1, qui à son tour phosphoryle le 
complexe IKK, permettant de libérer les 
dimères p65 et p50 de NF-κB, qui s'accumulent 
dans le noyau où ils activent la transcription de 
gènes cibles (adapté de Takeda et al (164)). 
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Ngo et al. (165) avaient constaté qu’en réprimant la signalisation de MYD88 dans les 

DLBCL-ABC, la voie NF-κB était inhibée. La survie des cellules portant la mutation L265P 

était favorisée par le mutant par rapport à MYD88 sauvage, ce qui démontre que le 

caractère gain de fonction de la mutation L265P. De plus, l’inhibition du signal de MYD88 

par un inhibiteur de kinase IRAK1/4 entrainait une diminution de sécrétion des IL6 et IL10 

ainsi que de la phosphorylation de STAT3. 

Treon et al. (166) obtenaient des résultats similaires sur des cellules de MW mutées MYD88 

L265P et cultivées en présence d’un inhibiteur d’homodimérisation ou d’un inhibiteur 

IRAK1/4 kinase. Ainsi, une activation constitutive de BTK, IRAK1/4, TAK1 et de la voie 

JAK/STAT3 est observée dans des modèles cellulaires de MW MYD88L265P 

(166,167,453,460,461).  

Le mutant L265P favorise donc la survie des cellules tumorales en assemblant 

spontanément et en stabilisant le myddosome, activant ainsi la signalisation NF-κB, la 

phosphorylation de STAT3 par JAK et la sécrétion d'IL6, d'IL10 et d'interféron-β (165–

167).  

Un modèle murin avec l’expression conditionnelle de la mutation de Myd88 L252P 

(homologue murin de la mutation MYD88L265P retrouvée chez l’Homme) a été développé 

par Knittel et al. (462). Les souris développent un syndrome lymphoprolifératif B avec une 

transformation en lymphome agressif dans environ un tiers des cas. L’expression de la 

forme mutée MYD88L265P entraine un blocage de la différenciation B après le passage 

dans le CG. Le phénotype observé montre principalement une infiltration tumorale des 

ganglions et de la rate, la MO ne présentant pas de signes d’envahissement. C’est 

l’association avec une hyperexpression de BCL2 qui conduit à un phénotype systématique 

de DLBCL-ABC. La mutation activatrice MYD88L265P pourrait donc être considérée un 

évènement initiateur mais pas un évènement transformant dans la MW. Ceci a été confirmé 

par une autre étude (463), montrant que chez la souris, la mutation Myd88L265P favorise 

le développement d'un syndrome lymphoprolifératif B de bas grade, non clonal, présentant 

des ressemblances clinico-pathologiques avec la MW humaine. La transformation 

histologique en DLBCL est observée chez une minorité des animaux vieillissants (18%), et 

est associée à l'acquisition d’altérations génétiques secondaires fréquemment retrouvées 

dans les DLBCL humains de novo ainsi que dans les cas de transformation de MW (Malt1, 

Klf2, Gna13, Dusp2, Pik3c2g, Pdgfrb et Pim1). 

§ Mutation de CXCR4  

Des mutations constitutionnelles de ce gène avaient été précédemment découvertes dans 

le déficit immunitaire de WHIM (Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections and 

Myelokathexis). Les mutations de CXCR4 à l’origine de la pathogénèse de ce syndrome 

entraînent un blocage de son internalisation après stimulation par le ligand (CXCL12) dans 
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les cellules myéloïdes. Le récepteur CXCR4 est alors constamment activé, retardant ainsi 

la libération des polynucléaires neutrophiles de la MO vers le sang et favorisant le 

«homing» vers la MO. Cette mutation est retrouvée dans environ un tiers des MW et 

quasiment systématiquement associée à la mutation MYD88 L265P (454,464). 

5.3.5 Physiopathologie / Origine cellulaire  
 
Définir la contrepartie physiologique d'une prolifération tumorale est un élément important 

pour sa classification. Il semble important de préciser ici pour la suite du propos la nuance 

entre « cellule d’origine » et « contrepartie physiologique ou équivalent normal ». En effet, 

la véritable cellule d'origine d'un lymphome (celle dans laquelle va survenir le premier 

événement oncogénique) peut être une cellule à un stade de différenciation plus précoce 

que son équivalent normal. Cela peut se produire si l'événement oncogénique initiateur se 

produit tôt dans l’hématopoïèse, mais permet à la cellule de continuer sa différenciation 

avant que des événement secondaires ne se produisent et aboutissent à la transformation 

tumorale. 

La contrepartie physiologique est désormais connue pour beaucoup d’hémopathies 

malignes, mais certaines, comme la MW, ont une origine encore controversée. Or cela 

revêt une importante capitale si l’on veut comprendre les mécanismes physiopathologiques 

aboutissant au développement de l’hémopathie et envisager des thérapeutiques ciblées. 

Un certain nombre d’éléments peuvent être considérés pour appréhender cette question : 

les caractéristiques morphologiques, immunophénotypiques, le statut mutationnel IGHV, 

le transcriptome et le profil épigénétique des cellules tumorales.  

Bien qu'il soit clair que la cellule MW provienne d'une cellule B hautement différenciée, la 

population tumorale est morphologiquement hétérogène, composée de petits LB, de 

lymphoplasmocytes et de plasmocytes, ce qui permet d’envisager que plusieurs stades de 

différenciation des LB puissent correspondre à la cellule initiatrice de la MW. 

Le profil d'expression immunophénotypique des cellules MW est assez comparable à 

l'expression des cellules B mémoires normales, sauf pour l'expression du CD200 (positive 

dans la MW et négative dans les B mémoires). Les cellules B mémoires ont 

traditionnellement été identifiées dans le sang périphérique sur la base de l'expression de 

CD27, un marqueur acquis au cours de la réaction du CG. En plus du CD27, différents 

profils d'expression des molécules impliquées dans les interactions entre cellules B-T sont 

détectés dans les cellules B mémoires par rapport aux cellules B naïves, comme par 

exemple des niveaux élévés de récepteurs à l’IL2 (CD25), de molécules pro-apoptotiques 

Fas (CD95), et une diminution de l'expression du CD23 et CD200. Le CD27 associé aux B 

mémoires est exprimé de manière hétérogène (de négatif à dim-positif) chez plus de la 
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moitié des patients atteints de MW (434), suggérant une origine différente pour cette 

catégorie de patients, peut être issus d’un autre sous-type de B mémoire. En effet, des B 

mémoires CD27- ont été décrits chez l’Homme, ils sont porteurs de peu de mutations 

somatiques dans leur région V et sont augmentés chez les personnes âgées, ce qui a 

conduit à proposer qu'ils puissent représenter un pool de B mémoires "épuisés" (465–467). 

Concernant le statut mutationnel IGHV, la MW est associée à une surreprésentation de la 

famille IGHV3-23 et à un taux de mutation somatique élevé, avec des caractéristiques de 

pression de sélection et des régions CDR3 courtes (439). Ces caractéristiques semblent 

indiquer que les cellules B de MW sont d'origine post-CG, ayant été soumises à une 

sélection antigènique T-dépendante, activées pour être transformées en plasmocytes. 

L'autre possibilité est de les considérer un peu plus précoces, comme des cellules du CG. 

Cependant, la MW est caractérisée par l'absence de CSR (443,446) (les cellules expriment 

une IgM de surface) et l'absence de variation intraclonale (440,444), ce qui les situerait 

juste entre ces deux origines potentielles. 

Cependant, certaines cellules MW sont CD27-, dépourvues d’hypermutation somatique, ou 

ont subi le CSR. Ainsi, la plupart des données soutiennent une origine de cellule B mémoire 

pour la MW, mais une fraction des cas pourrait avoir une origine différente. 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL  
 
 
Le développement des cellules B est un processus multi-étapes étroitement régulé au 

niveau transcriptionnel. Un certain nombre de FT indispensables à la différenciation des 

cellules B sont maintenant connus. D'une importance capitale pour assurer les programmes 

transcriptionnels du CG et des plasmocytes, ces FT doivent avant toute chose pouvoir se 

lier à leurs loci cibles. Cette liaison est dépendante de l'accessibilité de la chromatine, elle-

même régulée par des modificateurs épigénétiques. Ainsi, la différenciation des LB repose 

sur une combinaison de régulateurs moléculaires, modulés de façon dynamique au cours 

de la réponse immunitaire. Depuis la cellule souche jusqu’au plasmocyte, l’acquisition de 

mutations somatiques par la cellule B peut venir perturber les programmes 

transcriptionnels physiologiques ou impacter les régulateurs épigénétiques de la structure 

chromatinienne et de l’expression génique. Les lymphomes B sont les cancers 

hématopoïétiques les plus fréquents et correspondent à un clone de LB ayant échappé au 

contrôle physiologique de sa différenciation. Une étude récente a identifié 150 gènes mutés 

de façon récurrente dans les DLBCL et indique que plus de la moitié d’entre eux codent 

pour des modificateurs épigénétiques ou des FT (122).  

Le but de ce travail a été d’étudier la différentiation terminale des LB et l’impact de 

mutations altérant sa régulation transcriptionnelle ou épigénétique. Dans un premier 

temps, je me suis intéressée à la dioxygénase Tet2, enzyme responsable de l’oxydation 

des cytosines methylées, dont des mutations perte de fonction sont décrites dans près de 

10% des DLBCL de type ABC. De ce projet a découlé l’étude du rôle de Tet3 dans la 

différenciation B terminale, autre protéine de la famille Tet exprimée dans la lignée B, pour 

laquelle un certain nombre de données laissent penser qu’elle pouvait également jouer un 

rôle dans la différenciation B. La deuxième partie du travail s’articule autour de la 

caractérisation d’une mutation du FT SPI1, détectée chez 6% des patients ayant une 

maladie de Waldenstrom (MW) et engendrant un pronostic moins favorable. Ces malades 

étant par ailleurs quasiment tous porteur d’une mutation activatrice du gène MYD88, j’ai 

donc par la suite cherché à identifier les bases moléculaires d’une coopération entre les 

altérations de SPI1 et de MYD88. Les différents acteurs étudiés au sein de ce projet de 

thèse interviennent soit dans la régulation épigénétique, soit dans la régulation 

transcriptionnelle de la différenciation B, les deux étant étroitement liés. De fait, SPI1 a 

été rapporté comme capable de recruter Tet2 au niveau d’enhancers spécifiques dans les 

progéniteurs B. Ces acteurs sont intéressants car ils sont l’objet de mutations dans les 

lymphomes B, pathologies dérivées de la réaction du CG. Bien qu'il ne s'agisse pas de la 

même tumeur, le DLBCL type ABC et la MW proviennent de cellules B activées ayant subi 

la réaction du CG. Les cellules d'origine présumées de la MW et de la DLBCL ABC devraient 
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donc être proches dans la différenciation des cellules B. De plus, il existe un 

chevauchement significatif entre les mutations trouvées dans ces deux pathologies 

(CD79A/B, TNFAIP3, MYD88, TP53, ARID1A/B), ce qui laisse penser qu’elles reposent - au 

moins partiellement - sur les mêmes voies oncogéniques.  

Grâce à des modélisations in vivo et in vitro de la réaction du CG, ou de l’activation des LB 

suite à une stimulation antigénique de façon plus générale, nous espérons apporter des 

pistes permettant de mieux comprendre les étapes clés de cette différenciation. Cela est 

important d’un point de vue thérapeutique dans la mesure où leur ciblage peut conduire 

au développement de nouveaux axes de traitement pour les patients.  
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PARTIE 1 : Enzymes TET 
 

ARTICLE n°1 : TET2 Deficiency Causes Germinal Center Hyperplasia, Impairs 

Plasma Cell Differentiation, and Promotes B-cell Lymphomagenesis. 

 

1. Résumé de l'article  
 

Le gène TET2 code pour une dioxygénase capable d’hydroxyler les cytosines méthylées 

(mC) en hydroxylméthylcytosines (hmC), participant ainsi à la deméthylation de l’ADN. Les 

hmC sont associées aux éléments cis-régulateur de la transcription (enhancers) et peuvent 

affecter l’expression des gènes. Des mutations acquises inactivant TET2 sont observées 

dans une grande partie des hématopoïèses clonales (CHIP), 15 % des hémopathies 

myéloïdes et environ 10% des proliférations lymphoïdes matures de type T et B. L’absence 

de TET2 dans les étapes précoces de la différenciation hématopoïétique confère un 

avantage compétitif aux cellules mutées. Néanmoins, l’inactivation de TET2 ne suffit pas à 

la transformation cellulaire, des évènements oncogéniques additionnels coopérateurs étant 

nécessaires pour obtenir le phénotype tumoral dans les hémopathies myéloïdes. Il n'était 

pas connu si la présence de mutations de TET2 dans les hémopathies lymphoïdes matures 

était due à un avantage des progéniteurs mutés ou si TET2 remplissait aussi un rôle 

spécifique au cours de la différenciation lymphoïde. Dans ce travail, nous avons analysé 

dans les lymphocytes B (LB), le rôle de TET2 dans la réaction du centre germinatif (CG) 

afin de comprendre l’impact de son inactivation sur la réponse immunitaire humorale et 

sur la transformation des LB matures. 

La réponse à l'immunisation par SRBC (sheep red blood cells) ou par un antigène spécifique 

(NP-CGG) a été analysée dans plusieurs modèles de souris conditionnelles pour Tet2. Nos 

résultats montrent que les souris inactivées pour Tet2 présentent une hyperplasie des CG, 

associée à une augmentation du pourcentage et du nombre absolu des LB du CG (BGC), 

ainsi qu’un blocage de la différenciation plasmocytaire. L’analyse de la réponse au NP-CGG 

révèle une diminution du taux des IgG1 de haute et de faible affinité dans le sérum et une 

baisse de la commutation isotopique vers l’IgG1 chez les LB déficients en Tet2. L’analyse 

par ELISPOT confirme une forte baisse de la production et de la sécrétion d’anticorps. Un 

blocage comparable de la maturation B en contexte TET2KO est observé dans un modèle 

de CG in vitro. Ces résultats établissent le rôle important de TET2 dans la réponse 

immunitaire humorale et dans la différenciation lymphoïde B terminale.  

L’étude des profils transcriptionnels des BGC déficients pour Tet2 montre une répression 

des gènes impliqués dans le contrôle de la sortie du CG, comme le facteur de transcription 

PRDM1/BLIMP1. L’expression ectopique de PRDM1 dans les LB Tet2-déficients permet de 
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corriger en grande partie le défaut de la réaction du CG in vitro, confirmant ainsi le rôle de 

TET2 dans le programme transcriptionnel de sortie du CG.  

 La répression transcriptionnelle induite par l’absence de TET2 est associée à la perte focale 

d'hydroxyméthylation au niveau des enhancers de ces gènes cibles, mais aussi une 

diminution de l’acétylation de la lysine K27 de l’histone 3 (H3K27Ac), marque d’activation 

transcriptionnelle déposée par l’histone acétyltransférase CBP/CREBBP.  

Une interaction physique entre les protéines CBP et TET2 a été rapportée dans d’autres 

modèles. Une grande partie des enhancers des gènes réprimés par la perte de TET2 sont 

également réprimés lorsque CBP/CREBBP est inactivée, dans des modèles murins ou dans 

des lymphomes B. Dans ce travail, l'analyse d’une cohorte de 128 patients atteints de 

lymphome B diffus à grandes cellules (DLBCL) a montré que les mutations CREBBP et TET2 

sont mutuellement exclusives, confirmant que ces deux protéines ont des fonctions 

chevauchantes au cours de la réaction du CG.  

Enfin, pour confirmer que la perte de TET2 prédispose à la transformation des LB matures, 

nous avons croisé les souris TET2KO avec les souris IµBCL6 (un modèle établi de 

lymphome) et montré une coopération oncogénique entre les deux mutations : 100% des 

souris TET2KO/lµBCL6 développent un lymphome B comparé à seulement 50% des souris 

du groupe lµBCL6.  

En conclusion, nos résultats montrent que TET2 joue un rôle essentiel dans la régulation 

de l’expression des gènes permettant la différenciation plasmocytaire ainsi que la sortie du 

GC. Sa perte de fonction prédispose à la transformation et au développement 

d’hémopathies lymphoïdes B matures, établissant ainsi son rôle de suppresseur de tumeur 

dans les LB.  
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2. Résultats supplémentaires  
 

2.1 Contexte et objectifs  
 

L'étude des conséquences de la perte de TET2 dans la réaction du CG était en cours lors 

de mon arrivée dans l’équipe. Ma contribution sur ce projet a consisté à développer 

plusieurs stratégies in vitro pour documenter et reverser le phénotype observé (illustré 

dans les Fig 3F-L ; Fig4 H-J ; Fig 6 E-F de l’article n°1). J’ai en particulier mis au point une 

expérience permettant d’apporter l’expression ectopique de BLIMP1 (que nous avons 

identifié comme régulé à la baisse dans les BGC et PC TET2KO) par transduction rétrovirale 

puis analysé ses conséquences sur la réaction du CG. Par ailleurs, il a été démontré que la 

vitamine C stimule l'activité enzymatique des protéines TET, in vivo et in vitro (voir 

paragraphe 3.3.3 de l’introduction). J’ai donc cherché à savoir si la présence de vitamine 

C dans le milieu de culture de notre modèle in vitro pouvait modifier le phénotype observé 

en l’absence de l’activité TET2 et restaurer la différenciation plasmocytaire. Le premier 

point a été publié dans l’article n°1, le second est présenté ici en résultat supplémentaire.  

 

Dans un deuxième temps, je me suis intéressée au rôle de TET3 dans la différenciation B 

terminale. Au cours du développement des cellules B, l'expression de TET2 et de TET3 

augmente progressivement, avec un pic dans les cellules B spléniques transitionnelles. 

Leur expression est maintenue dans les cellules du centre germinatif, avec néanmoins 

quelques différences : l'ARNm de TET3 n'est pas exprimé de manière différentielle entre 

les centroblastes et les centrocytes alors que l’ARNm de TET2 atteint son niveau le plus 

bas dans les centrocytes avant de ré augmenter au stade plasmablaste/plasmocyte. TET1 

n'est que très faiblement exprimé. 

Nous nous sommes donc demandé si les protéines TET2 et TET3 jouaient un rôle spécifique 

dans la différenciation B terminale ou bien si la cellule B avait seulement besoin d’une 

activité catalytique suffisante de protéines TET, qu’elle soit apportée par TET2 ou TET3. 

Dans le premier cas, le dépôt de 5hmC par TET2 ou TET3 se ferait sur des sites différents 

du génome, ou éventuellement sur les mêmes sites mais à des stades de différenciation 

différents. Dans le second cas, il suffirait à la cellule B d’atteindre un certain niveau de 

5hmC aux loci nécessaires, indépendamment de la protéine TET responsable de ce dépôt. 

Les études publiées à ce jour s’intéressent soit à la perte de TET2 soit au double KO 

TET2/TET3, mais aucune ne rapporte les conséquences d’une perte de TET3 seule sur la 

réaction du CG. Nous souhaitions comparer les fonctions des deux protéines, pour explorer 

leur redondance ou leur complémentarité. Cette partie de mon travail a donc consisté à 

caractériser le phénotype de la perte de TET3 au cours de la réaction immunitaire, in vivo 

et in vitro.  
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2.2. Matériel et Méthodes supplémentaires 
 

2.2.1 Culture cellulaire  

 

• Traitement à la vitamine C 

La vitamine C (ou acide ascorbique) a été ajouté directement au milieu de culture liquide 

à une concentration finale de 250µM, pendant toute la durée de la culture, selon le 

protocole décrit précédemment (cf article n°1). 

 

• Traitement à la TAT-Cre.  

La TAT-Cre (également connue sous le nom de His-TAT-NLS-Cre) a été achetée chez 

Ozyme (EG-1001-100, Ozyme). Les cellules B naïves spléniques ont été resuspendues dans 

du milieu RPMI, préchauffé à 37°C et traitées avec 50 µg/mL de TAT-Cre pendant 45 

minutes à 37°C. Les cellules ont ensuite été lavées dans du milieu complet et cultivées 

selon le protocole décrit précédemment (cf article n°1).  

 

2.2.2 Modèle murins et greffe des progéniteurs hématopoietiques 

 

Des souris portant l'allèle Tet3 avec les séquences codantes de l'exon 10 et 11 flanquées 

de deux sites loxP, ont été générées par la plateforme de recombinaison homologue 

(Institut Cochin, Paris, France) et ont été croisées avec des souris exprimant le transgène 

Cre inductible au tamoxifène (Cre-ERT) sous le contrôle du promoteur/enhancer Scl (Scl-

Cre/Tet3f/f). Pour supprimer les allèles Tet3-floxés, le tamoxifène a été solubilisé à 20 

mg/ml dans de l'huile de tournesol (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) et 8 

mg de tamoxifène ont été administrés aux animaux, deux fois à 5 jours d’intervalle par 

gavage oral. 

Les expériences de greffe ont été réalisées chez des souris femelles C57/BL6 CD45.1 âgées 

de 8 semaines (laboratoires Charles River), irradiées à 9 Gray. Deux millions de cellules 

Lin- provenant de souris Scl-Cre/Tet3+/+ ou Scl-Cre/Tet3-/- âgées de 5 mois et induites 

depuis 3 mois ont été injectées en rétro-orbital. 

 

2.2.3 PCR quantitative en temps réel  

 

Toutes les sondes TaqMan murines ont été achetées chez Applied Biosystems, TET1 : 

Mm01169089 (exon 11-12) ; TET2 : Mm01312907 (exon 10–11) ; TET3 : Mm01184936 

(exon 10-11) 
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2.3 Résultats  
 
La vitamine C compense la perte de TET2 et favorise la différenciation terminale en 

plasmocytes in vitro. 

 

Nous avons utilisé le modèle de culture in vitro utilisé dans l’article n°1, reposant sur 

l’utilisation d’une lignée de fibroblastes exprimant le CD40 et sécrétant du BAFF, couplée 

à l’ajout d’IL4 les quatre premiers jours et d’IL21 les quatre suivants (Figure 1). 

 

 

 
Figure 1 : Représentation schématique du modèle de culture in vitro 

 

A J4, après 4 jours de stimulation CD40/IL4, la majorité des cellules analysées sont des 

BGC, exprimant les marqueurs Fas et GL7. En contexte TET2KO, les BGC représentent 

90% et 85% des cellules totales en moyenne, avec ou sans vitamine C respectivement, ce 

qui est significativement supérieur aux cellules WT. En revanche, les cellules TET2KO 

traitées par la vitamine C présentent la même proportion de plasmocytes CD138+ que les 

cellules WT avec ou sans vitamine C (entre 3 et 3,5% des cellules totales en moyenne), 

supérieure à celles des cellules TET2 KO non traitées (moins de 2% des cellules totales) 

(Figure 2A).  

 

A J8, après 4 jours de stimulation supplémentaire par CD40/IL21, une partie des cellules 

se différencie en plasmocytes exprimant le CD138+. En contexte TET2KO, 30% des cellules 

se sont différenciées avec le traitement à la vitamine C, ce qui est supérieur à ce que l’on 

observe pour les cellules WT non traitées (entre 20 et 25% de CD138+) (Figure 2B). 
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Figure 2. La vitamine C compense la perte de Tet2 et favorise la différenciation terminale en 
plasmocytes. 
A. Analyse au jour 4 par cytométrie en flux des BGC (CD19+GL7+Fas+) et des plasmocytes (CD19low CD138+), 
cultivés en présence ou en l’absence de vitamine C. Les graphiques (à gauche) représentent le pourcentage de 
cellules vivantes (2 expériences indépendantes, en triplicat). Les profils FACS (à droite) sont un exemple de 
l'analyse de la population CD19+BCD138+. 
B. Analyse au jour 8 par cytométrie en flux des BGC (CD19+GL7+Fas+) et des plasmocytes (CD19low CD138+), 
cultivés en présence ou en l’absence de vitamine C. Les graphiques (à gauche) représentent le pourcentage de 
cellules vivantes (2 expériences indépendantes, en triplicat). Les profils FACS (à droite) sont un exemple de 
l'analyse de la population CD19+BCD138+. 
C. Expression de Prdm1 (à gauche) dans les cellules induites in vitro au jour 8 en présence et en l'absence de 
vitamine C, mesurée par RT-PCR quantitative (n=2). Profil FACS représentatif du marquage intracellulaire BLIMP1 
(à droite) des cellules CD19+ CD138+ au jour 8. Les chiffres indiquent l'intensité moyenne de fluorescence (MFI) 
de BLIMP1. 
D. Quantification de la méthylation de l'ADN par PCR quantitative couplée à l’utilisation d’une enzyme de 
restriction sensible à la méthylation. Les régions différemment méthylées sont représentées par le pourcentage 
de cytosines méthylées dans le gène Prdm1, dans les cellules induites in vitro au jour 8 en présence ou en 
l'absence de vitamine C 
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Nous avons lié ces observations à l'expression de Prdm1 par PCR quantitative en temps 

réel et par marquage intracellulaire par cytométrie en flux. En effet, lorsque nous ajoutons 

de la vitamine C, nous constatons une régulation à la hausse de Prdm1, au niveau de 

l'ARNm et au niveau protéique (Figure 2C). Ceci est corrélé au % de méthylation du gène 

Prdm1 (région dans l’intron 2, cf article n°1), diminué avec le traitement à la vitamine C 

(Figure 2D).  

Nos résultats indiquent que l’ajout de vitamine C dans le milieu restaure la différenciation 

plasmocytaire dans les cellules TET2KO, illustrée par l’acquisition du marqueur CD138+ et 

par l’augmentation de l’expression de Prdm1. 

 

Obtention d’un modèle murin Tet3 KO 

 

Huit semaines après induction de l’expression de la recombinase Cre par le tamoxifène 

dans le modèle murin inductible Scl-Cre/Tet3f/f, le génotypage des cellules triées du sang 

des souris montrait une efficacité d’excision insuffisante dans les cellules B CD19+ (<50%, 

données non montrées). Nous avons donc dû mettre en place des stratégies in vivo et in 

vitro nous permettant d’obtenir des lymphocytes B naïfs avec une meilleure excision de 

Tet3.  

En comptant sur l’avantage de prolifération des progéniteurs Tet3-déficients rapporté dans 

la littérature (243), nous avons réalisé une greffe de cellules Lin- triées à partir de souris 

Scl-Cre/Tet3-/- dans des souris receveuses irradiées de façon sublétale. L’expression de 

Tet3 est très faible dans les progéniteurs des souris Scl-Cre/Tet3-/- par rapport aux 

progéniteurs des animaux sauvages (Figure 3A). Six semaines après la greffe, le 

chimérisme sanguin a été évalué. Il indique que plus de 90% des cellules sanguines et plus 

de 99% des lymphocytes B des souris receveuses ont le phénotype du donneur (Figure 

3B et 3C). A 8 semaines post-greffe, les animaux ont été immunisés à une ou deux reprises 

par SRBC. L’absence d’expression de Tet3 dans les cellules B spléniques des animaux Scl-

Cre/Tet3-/- après immunisation a été confirmée par PCR quantitative en temps réel (Figure 

3D).  
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Figure 3. Obtention d’un modèle murin TET3KO 

A. Expression de Tet1, Tet2 et Tet3 dans les progéniteurs Lin- utilisés pour la greffe. Les cellules Lin- ont été 
isolées à partir de la moelle de souris Scl-Cre/Tet3-/- et Scl-Cre/Tet3+/+ et une PCR quantitative en temps 
réel a été réalisée. Les résultats présentés sont normalisés par rapport à l’expression d’Abl.     

B. Chimérisme global dans le sang des souris receveuses six semaines après la greffe. Le pourcentage de 
cellules totales vivantes issues du receveur (CD45.1) et du donneur (CD45.2) est représenté sous forme de 
graphique (à droite) ou de profil FACS (à gauche). 

C. Chimérisme par sous-type cellulaire dans le sang des souris receveuses six semaines après la greffe, 
exprimé en pourcentage de cellules du donneur (CD45.2)  

D. Expression de Tet2 et Tet3 dans les lymphocytes B de la rate après immunisation. Les résultats pour 2 
animaux Scl-Cre/Tet3+/+ et 3 animaux Scl-Cre/Tet3-/- sont représentés. 

 

Analyse de la perte de TET3 in vivo  

 

Après une immunisation, nous ne voyons pas de différences significatives entre le groupe 

contrôle et le groupe Scl-Cre/Tet3-/-, à l’exception de la répartition centroblaste/centrocyte 

au sein des BGC (Figure 4A et 4B). En effet, les animaux Scl-Cre/Tet3-/- ont en proportion 

plus de centrocytes et moins de centroblastes que les animaux sauvages (Figure 4B). Ce 

phénotype est également observé chez les souris TET2KO (cf article n°1). Cependant, 

après deux immunisations, nous notons une splénomégalie chez les Scl-Cre/Tet3-/- et une 

augmentation du pourcentage de BGC dans la rate (12% en moyenne des cellules totales 

pour les animaux Scl-Cre/Tet3-/-contre 7,5% en moyenne chez les contrôles) (Figure 4C 

et 4D).  
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Figure 4. Impact de la perte de Tet3 dans la réaction du centre germinatif in vivo  

A. Poids de la rate des animaux 10 jours après une immunisation par globules rouges de sang de mouton  
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B. Pourcentage des cellules cellules BGC (CD19+GL7+FAS+), plasmocytes (CD19+CD138+), centroblastes 
(CXCR4highCD86high) et centrocytes (CXCR4lowCD86low) dans la rate après une immunisation SRBC; 
présentées sous forme de profils FACS (en bas) et de quantification (en haut) au jour 10 ; chaque 
symbole représente une souris (n=4 pour les souris Scl-Cre/Tet3+/+ et n=5 pour les souris Scl-Cre/Tet3-

/-). 
C. Poids de la rate des animaux au jour 32 (après une immunisation au jour 0 et une seconde au jour 28) 

par globules rouges de sang de mouton 
D. Pourcentage des cellules BGC (CD19+GL7+FAS+), plasmocytes (CD19+CD138+), centroblastes 

(CXCR4highCD86high) et centrocytes (CXCR4lowCD86low) dans la rate après deux immunisations SRBC; 
présentées sous forme de profils FACS (en haut) et de quantification (en bas) au jour 32 ; chaque 
symbole représente une souris (n=4 pour les souris Tet3-WT et n=5 pour les souris Tet3-KO). 

 
Toutes les p values p ont été calculées à l'aide du t-test de Student non apparié, *p < 0,05, **p < 0,005, ***p 
< 0,0005 et ns : non significatif, dans toutes les expériences. 
 

Analyse de la perte de TET3 in vitro  

 

Après traitement à la TAT-Cre, les lymphocytes B naïfs sont mis en culture selon le 

protocole habituel (cf article n°1). Une première expérience montre une tendance à avoir 

plus de BGC à J4 (Figure 5A) et moins de différenciation plasmocytaire à J8 (Figure 5B) 

en contexte TET3KO, sans atteindre la significativité. Les pourcentages d’excision de Tet3 

obtenus après traitement à la TAT-Cre variaient de 70 à 80% (Figure 5C). Il reste donc 

vraisemblablement une partie de l’activité catalytique de TET3 dans ces cellules, qui 

expliquerait le phénotype modéré observé et la variabilité des résultats selon les réplicats 

biologiques. Cette difficulté, qui n’a pas pu être contournée dans les expériences in vitro 

suivantes, à laquelle s’ajoutent la complexité d’obtention du modèle in vivo et son absence 

de phénotype marquant, nous a conduit à privilégier un projet mené en parallèle (voir 

partie 2 de ce manuscrit). 
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Figure 5. Impact de la perte de Tet3 dans la réaction du centre germinatif in vitro. 

A. Pourcentage au jour 4 des cellules BGC (CD19+GL7+Fas+), à gauche et plasmocytes (CD19+CD138+), 
à droite ; présentés sous forme de profils FACS (en haut) et de quantification (en bas); les symboles 
représentent des triplicats de 3 souris de chaque génotype. 

B. Pourcentage au jour 8 des cellules BGC (CD19+GL7+Fas+), à gauche et plasmocytes (CD19+CD138+), 
à droite ; présentés sous forme de profils FACS (en haut) et de quantification (en bas); les symboles 
représentent des triplicats de 3 souris de chaque génotype. 

C. Evaluation par PCR de l’efficacité d’excision par la TAT-Cre (50 µg/mL). A J4, l’ADN des cellules en culture 
a été extrait et une PCR avec des amorces spécifiques Tet3 a été réalisée. Les résultats de la migration 
des produits de PCR sur gel d’agarose 2% pour deux souris Scl-Cre/Tet3-/- et deux souris contrôles sont 
présentés.  
 

 

 

  

C 
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2.4 Discussion  
 

Rôle de TET2 dans les cellules souches ou dans les cellules engagées dans la différenciation  

 

Les mutations de TET2 ont d’abord été identifiées dans les hémopathies myéloïdes (SMD 

et LAM) comme des évènements précoces affectant les cellules souches, augmentant leur 

nombre et leur capacité d’auto-renouvellement (275,291,468). Quelques études ont 

depuis montré que ces mutations de TET2 n’étaient pas toujours les premiers évènements 

acquis dans la cellule tumorale, comme en témoigne le travail de Ortmann et al. (273) 

dans les syndromes myéloprolifératifs. Ils y rapportent l’existence de 2 groupes de 

patients, en fonction de l’ordre d’acquisition des mutations de JAK2 et TET2. Les patients 

« JAK2-first » ont plus souvent des PV que des TE, un plus grand risque de thrombose et 

une meilleure réponse in vitro des cellules au ruxolutinib. Les patients « TET2-first » 

présentent une expansion des CSH mais l’excès de différenciation érythroïde et 

mégacaryocytaire n’est observé qu’après l’acquisition de la mutation JAK2. A contrario, les 

patients « JAK2-first » ont un excès de cellules progénitrices érythroïdes et 

mégacaryocytaires, et l’avantage de prolifération est apporté par TET2 ultérieurement. 

Cette étude illustre l’effet coopératif des mutations affectant la différenciation et celles 

affectant la prolifération. Elle montre également que le rôle de TET2 n’est pas limité aux 

CSH, mais que la survenue d’une mutation dans une cellule déjà engagée dans un 

processus tumoral peut participer à la transformation. En d’autres termes, soit TET2 fait le 

lit de la transformation en augmentant la prolifération et l’auto-renouvellement des 

progéniteurs, soit il vient renforcer l’avantage compétitif d’une cellule tumorale déjà 

engagée dans la différenciation et ayant acquis d’autres évènements somatiques. Nous 

nous sommes donc intéressés à cette question dans la lignée lymphoïde B, où des 

mutations de TET2 sont également rapportées, notamment dans les DBCL. Comme pour 

les SMP, TET2 pourrait y avoir un rôle de ‘pré-amplificateur’, séléctionnant des progéniteurs 

qui seront alors prédisposés à la transformation ou bien avoir un rôle spécifique dans une 

cellule engagée dans la différenciation lymphoïde.  

Dans l’article n°1, nous avons cherché à préciser les liens entre la perte de fonction de 

TET2 et la transformation maligne des cellules BGC, en réalisant des expériences 

fonctionnelles sur des modèles de souris et en reliant les observations aux données des 

patients humains ayant des DLBCL mutés pour TET2. Nous avons ainsi montré que la 

suppression de TET2 dans les cellules hématopoïétiques ou les cellules B perturbe la 

capacité des cellules BGC à engager le CSR et la différenciation terminale.  

Concernant le phénotype des animaux à long terme, les souris Vav-Cre TET2KO 

développent des syndromes lymphoprolifératifs avec l’expansion d’une population 

aberrante de cellules B CD23-CD21- tandis que les souris Cg1-Cre TET2KO ne montrent 
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pas d’anomalies particulières. La différence entre ces deux modèles est le stade du 

développement auquel TET2 est supprimé, dans tous les progéniteurs pour le modèle Vav-

Cre et beaucoup plus tardif, dans les B matures du centre germinatif pour le modèle Cg1-

Cre.  

Étant donné le lien étroit entre prolifération et différenciation, il était envisageable que le 

phénotype observé (diminution de la différenciation plasmocytaire) s’explique par une 

modification de la prolifération en contexte TET-déficient. Nos analyses in vivo (expression 

du marqueur de prolifération Ki67 dans la rate des animaux Vav-Cre TET2KO) et in vitro 

(expansion du nombre de cellules à J4 et J8) montrent une prolifération plus importante 

lors de la perte de TET2. Par ailleurs, une étude de Caron et al. (114) rapporte que 

l’engagement dans la différenciation plasmocytaire in vitro est associée à une 

déméthylation progressive de l'ADN. Ils montrent la participation d’une déméthylation 

active, associée au dépôt de 5hmC au niveau des gènes de l’identité plasmocytaire. 

L’hypothèse que nous pouvons formuler est que ne pouvant pas se différencier, faute 

d’expression des gènes clés de la différenciation terminale (PRDM1 par exemple), les 

cellules TET2KO continuent à proliférer, s’accumulant au stade centrocyte.  

Pour la suite de ce travail, étant donné que les cellules BGC sont un ensemble hétérogène 

de cellules dotées d’importantes capacités de prolifération (centroblastes) ou de 

différenciation (centrocytes), il serait intéressant d’isoler ces deux sous populations afin 

d’analyser séparément les conséquences de la perte de TET2 sur leurs profils d’expression 

génique.  

 

Coopération de TET2 avec d’autres évènements oncogéniques  

 

Plusieurs éléments plaident en faveur de la nécessité de mutations coopérantes pour 

observer une transformation tumorale dans les contextes TET2 mutés. De façon générale, 

les modèles murins TET2KO développent des hémopathies avec une longue latence, ce qui 

laisse penser que des mutations additionnelles surviennent avant d’aboutir à une 

transformation avérée. 

En pathologie humaine, les mutations de TET2 peuvent être retrouvées chez des individus 

sains dans le contexte des CHIP, sans qu’une hémopathie soit systématiquement 

développée dans les années suivantes (bien que l’incidence de ces CHIP augmentent 

particulièrement après 60 ans, on peut donc supposer que notre espérance de vie limite la 

possibilité de pouvoir diagnostiquer d’éventuels cancers subséquents). 

Dans l’article n°1, le croisement des souris Cg1-Cre TET2KO (perte de TET2 dans les BGC) 

avec les souris porteuses de l’oncogène Bcl6 (expression de BCL6 sous le contrôle du 

promoteur Iµ de la chaine lourde d’Ig) a accéléré le développement de lymphome. De 

façon générale, dans les hémopathies, les mutations de TET2 sont très souvent associées 
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à d’autres mutations. Chez l’Homme, dans le sous-groupe ST2 de la nouvelle classification 

des DLBCL proposée par Wright et al. (407), les mutations de TET2 sont associées de 

manière significative à celles de SGK1 et P2RY8, codant pour des protéines impliquées 

dans la signalisation. La majorité des mutations de SGK1 sont tronquantes et pourrait 

impliquer la signalisation PI3K, SGK1 étant un proche parent des kinases de la famille AKT 

(469). P2RY8 est un récepteur couplé à la Gα13 (codé par la guanine nucleotide–binding 

protein α13 (GNA13), servant de médiateur pour l'inhibition de la migration et régulant la 

croissance des cellules B dans les tissus lymphoïdes. L'inactivation de P2RY8 et son 

médiateur de signalisation GNA13 dans les BGC empêche leur confinement spatial dans les 

structures folliculaires du CG et l’inhibition de leur activité AKT (470). 

 

Interactions entre Tet2 et CBP  

 

Un autre point important soulevé par notre travail est le chevauchement important entre 

les ensembles de gènes réprimés de manière aberrante dans les cellules BGC de souris 

déficientes en Tet2 ou en Crebbp, ainsi que chez les patients atteints de DLBCL avec des 

mutations de l’une ou l’autre protéine. Nous constatons que la perte de 5hmC est associée 

à la perte de l'acétylation de H3K27, ce qui suggère que CREBBP nécessite la présence de 

TET2 et de la marque 5hmC pour assurer l'acétylation de H3K27. Un lien fonctionnel entre 

TET2 et CREBBP est soutenu par d'autres études, qui montrent que CREBBP et son 

paralogue p300 peuvent acétyler TET2, augmentant son activité enzymatique et sa 

stabilité (128), et que le 5hmC co-localise avec les enhancers liés par p300 (262).   

Cependant, la perte de CREBBP ou de TET2 dans la réaction du CG n’entrainent pas 

exactement le même phénotype. Zhang et al. (128) rapportent que les animaux 

Crebbpfl/fl/CD19-Cre ont une augmentation du rapport centroblastes/centrocytes, par 

rapport à leurs congénères de type sauvage, à l’inverse de nos observations chez les 

TET2KO. De surcroit, Le nombre de BGC in vivo après immunisation n’est pas augmenté 

chez les CREBBPKO. Une explication possible est que bien qu’ils semblent agir sur les 

mêmes régions régulatrices, les effets de TET2 sont limités à la chromatine alors que 

CREBBP n’acétyle pas seulement les histones, mais également d’autres protéines comme 

P53 et BCL6.  

Globalement, ces résultats soutiennent l'idée que la régulation précise de l'expression des 

gènes dans la réponse immunitaire humorale nécessite un dialogue entre les modifications 

de l'ADN et des histones, qui sont toutes deux gravement perturbées dans les BGC 

déficientes en TET2.  
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Protéines TET et Vitamine C  

 

Nos essais avec la vitamine C ont montré un rétablissement de la différenciation 

plasmocytaire en contexte TET2KO, et une diminution de la méthylation au niveau des 

régions régulatrices de Prdm1. La vitamine C augmente l’activité catalytique de toutes les 

dioxygénases dépendantes du fer, ses effets ne sont donc pas attribuables de façon 

spécifique aux protéines TET.  

La concentration utilisée dans le milieu de culture (250 µM) est 3 à 5 fois supérieure aux 

concentrations normales sanguines, les adultes sains ayant des taux plasmatiques de 

vitamine C entre 50 et 80 µM (252). Des essais cliniques ont montré que lorsque la 

vitamine C était administrée par voie orale, les concentrations plasmatiques étaient 

étroitement contrôlées (en raison d'une régulation gastro-intestinale de son absorption) : 

la dose orale maximale testée donnait des niveaux plasmatiques submillimolaire (∼200 

µM), tandis que l'administration par voie intraveineuse donnait des concentrations 

plasmatiques 30 à 70 fois plus élevées, avec une bonne tolérance (252). 

Une équipe s’est intéressée à l’effet de la vitamine C sur des lignées de lymphomes B et 

rapportent une meilleure sensibilité aux drogues (doxorubicine et cisplatine) médiée par la 

réactivation du gène SMAD1, hypermethylé chez les patients résistant à la chimiothérapie 

et codant pour un médiateur intracellulaire de la voie du TGFb (471). Néanmoins, aucune 

étude clinique à ce jour ne démontre les bénéfices de cette molécule dans les hémopathies 

lymphoïdes B. Il serait intéressant de tester les effets préventifs de la vitamine C sur la 

survenue de lymphome, par exemple dans le modèle murin de DLBCL Tet2/Bcl6. En 

postulant que la vitamine C pourrait favoriser la réexpression des gènes régulés à la baisse 

de façon aberrante en l’absence de TET2, et donc rétablir la différenciation terminale de 

cellules bloquées dans la réaction du CG, nous avons testé le traitement à la vitamine C 

sur plusieurs lignées de DLBCL humain, mais les résultats préliminaires ne montrent pas 

d’effets sur la prolifération des cellules ou sur l’expression des gènes clés de la réaction du 

CG comme BCL6, IRF4 ou PRDM1.  

Plus de données sont disponibles dans les hémopathies myéloïdes, notamment grâce au 

travail de Cimmino et al. (257) sur les lignées de LAM. Les souris Tet2-/- traitées par la 

vitamine C développent une pathologie LMMC-like avec une latence plus longue et un 

chiffre de globules blancs moindre. Pour ce qui est du mécanisme d’action, ils ne mettent 

pas en évidence d’effet de la vitamine C sur l’expression des protéines TET1,2,3 mais une 

augmentation de leur activité, mesurée en dotblot par la quantité de 5hmC dans les 

cellules. En cohérence avec ceci, dans leur étude, les souris Tet2Tet3DKO présentent une 

capacité diminuée de générer de la 5hmC en réponse à la vitamine C. 
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Rôle de TET3 dans la différenciation lymphoïde B  

 

Schoeler et al. (295) ont montré que dans les cellules B sauvages murines, les ARNm de 

Tet2 et Tet3 sont régulés à la baisse en fonction de la division cellulaire, mais avec une 

cinétique différente. Alors que TET2 est initialement régulé à la baisse puis modérément 

régulé à la hausse à partir des cycles de division 5-6, la régulation à la baisse de TET3 

n’est apparente qu'après au moins 4 divisions cellulaires. Ces résultats suggèrent que les 

cellules BGC régulent à la baisse les protéines TET pour empêcher une différenciation 

terminale prématurée, mais qu’une régulation à la hausse de TET2 est nécessaire pour que 

cette différenciation terminale ait lieu.  

Puisque TET3 est exprimé dans les cellules B activées, au moins au début de leur 

différenciation, nous avons cherché à établir le rôle de TET3 dans la réaction du centre 

germinatif. Nous avons été confrontés à des difficultés pour obtenir un modèle approprié 

TET3KO, aussi bien in vivo qu’in vitro. Nous travaillons avec un modèle murin inductible 

Scl-Cre/Tet3f/f (le modèle Tet3KO constitutif étant létal en période périnatale). Ce modèle 

ne nous a pas permis d’obtenir des lymphocytes B totalement excisés pour Tet3 8 semaines 

après induction, bien que les lymphocytes T soient totalement excisés. Le turnover des 

lymphocytes B du sang circulant n’est pourtant pas connu pour être moins rapide que celui 

des lymphocytes T (plusieurs mois chez la souris). L’hypothèse d’une contre-sélection des 

lymphocytes B TET3KO est difficilement soutenable car les souris induites il y a plus d’un 

an ont bien des lymphocytes B 100% excisés. Il reste à envisager la possibilité que les 

lymphocytes T TET3KO soient, eux, sélectionnés positivement.  

Le phénotype de la perte de TET3 dans la différenciation B terminale et la réaction du CG 

semble modéré, aussi bien in vivo qu’in vitro. Il est à noter que le modèle de culture in 

vitro n’était pas optimal au moment des expériences, et que l’excision par la TAT-Cre n’est 

pas complète, ce qui peut expliquer ces résultats. Nous pourrions croiser des souris CD19-

Cre avec les souris Tet3f/f afin d’obtenir un modèle conditionnel spécifique à la lignée B. 

Concernant le phénotype de la perte de TET3 à long terme, une dizaine d’animaux que 

nous avons laissé vieillir jusqu’à deux ans ne développent pas de pathologie B (une souris 

présentait des anomalies de la lignée lymphoïde T). Globalement, il semble donc qu’en 

l’absence de TET3, l’activité de TET2 soit suffisante pour assurer une différenciation B et 

une réponse humorale apparemment normale. En accord avec ceci, aucune étude à ce jour 

ne rapporte les conséquences d’une perte de TET3 seule sur la différenciation B, tandis 

que de nombreuses études se sont intéressées au double KO Tet2/Tet3 qui présente les 

effets les plus spectaculaires, car il abolit de façon très marquée les capacités 

d’hydroxyméthylation de la cellule.  
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Interaction entre protéines TET et facteurs de transcription  

 

Une conséquence notable de la perte de fonction de TET2 dans les cellules BGC est la perte 

focale d'hydroxyméthylation au niveau des enhancers et la répression transcriptionnelle 

des gènes qui interviennent dans la sortie des GC, comme PRDM1. D’autres gènes majeurs 

de la réaction du CG voient leur expression modifiée en contexte TET2KO, notamment 

BCL6 (régulé à la hausse) et IRF4 (régulé à la baisse).  

L’hydroxylation des cytosines méthylées, étape intermédiaire dans la déméthylation, joue 

un rôle majeur dans le recrutement des FT à la chromatine, en augmentant l’accessibilité 

de leurs sites de fixation sur l’ADN. Un rapport récent a montré que le facteur de 

transcription BATF recrute les protéines TET sur des éléments régulateurs spécifiques dans 

le locus du gène AID, favorisant le dépôt de 5hmC et la déméthylation, assurant 

l'accessibilité de la chromatine et renforçant l'expression d’AID (244). Conformément à ce 

rapport et au défaut de CSR observé dans les cellules BGC Cg1-Cre/Tet2f/fTet3f/f, les 

niveaux d'ARNm d'AID ont été réduits de 50% dans les cellules BGC (295). Cependant, il 

a été montré que chez les souris avec le seul knockout Tet2, il n'y a pas de réduction de 

l'expression d’AID (295,297), ce qui suggère que TET3 suffit à maintenir l'expression d’AID 

en l’absence de TET2. Par conséquent, le maintien de la méthylation des cytosines chez 

les souris Tet2-/- est plus probablement due à une altération de la désamination médiée 

par AID, ce qui concorde avec les études qui suggèrent une interdépendance entre TET2 

et AID dans la déméthylation de l'ADN (472,473).  

Dans les cellules Tet2KO, un enrichissement des sites de liaison pour SPI1, E2A et BATF 

dans les régions hyperméthylées a été rapporté (474), ce qui est remarquable car ces FT 

ont été précédemment liés à l'activation des gènes par le recrutement de protéines TET 

dans les cellules B (240,244). Il a été démontré que SPI1 et E2A interagissent 

physiquement avec les protéines TET2 et TET3, les recrutant dans les enhancers, où elles 

contribuent, via leur activité d’hydroxyméthylation, à augmenter l'accessibilité de la 

chromatine (240).  

Dans l’article n°1, nous montrons que le déficit en TET2 dans les cellules BGC entraîne une 

perte de 5hmC, nous pouvons donc supposer qu’il pourrait en parallèle être associé à un 

gain de 5mC. En effet, notre étude du locus de Prdm1 montre que les régions affectées 

par la différence de 5mC et 5hmC ne sont pas les mêmes. Une publication récente à 

laquelle notre équipe est associée a montré que dans les cellules BGC Tet2-/-, les gènes 

affectés par le gain de 5mC au niveau des promoteurs sont impliqués dans des voies 

similaires à celles réprimées par la perte de 5hmC au niveau des enhancers (474).  La 

perte de 5hmC et le gain de 5mC dans les cellules BGC déficientes en TET pourrait donc 

entraîner une diminution relative de l'accessibilité de la chromatine et l'incapacité des 

autres FT en aval à réguler l'expression des gènes.  
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Au total, il semblerait que TET2 ait 1) un rôle sur des sites spécifiques (enhancers gènes 

sortie du GC), pour les déméthyler et rendre la chromatine accessible à d’autres FT ; 2) 

un rôle de sentinelle pour assurer la maintenance de déméthylation de gènes qui doivent 

rester dans un état déméthylé pour assurer les fonctions cellulaires essentielles (gènes du 

cycle cellulaire par exemple). 
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PARTIE 2 : Facteur de transcription SPI1 
 

ARTICLE n°2: A Recurrent Activating Missense Mutation in Waldenström 

macroglobulinemia affects the DNA binding of the ETS transcription factor SPI1 and 

enhances proliferation. 

 

1. Résumé de l'article  
 
La macroglobulinémie de Waldenstrom (MW) est une prolifération lymphocytaire B 

représentant 1 à 2% des hémopathies malignes. Elle fait partie des lymphomes 

lymphoplasmocytaires et se caractérise par une infiltration médullaire par des 

lymphoplasmocytes, associée à la sécrétion d’une IgM monoclonale. Sa physiopathologie 

demeure mal comprise, même si des anomalies génétiques acquises ont déjà été décrites, 

comme la mutation L265P du gène MYD88, présente dans plus de 95% des cas.  

Chez 5/85 patients, nous avons identifié une nouvelle mutation somatique dans le domaine 

de liaison à l’ADN de SPI1/PU.1, un facteur de transcription de la famille ETS. Les protéines 

ETS sont regroupées en 4 classes (I, IIa/IIb, III, IV). Elles peuvent remplir des fonctions 

spécifiques qui sont liées en partie à des spécificités d'expression, de liaison à l'ADN et à 

leur interaction avec des partenaires différents. Toutes les protéines ETS partagent un 

domaine de liaison à l'ADN hautement conservé qui reconnaît une séquence centrée autour 

d'un tétranucléotide "GGAA". Le gène SPI1 est essentiel à l'hématopoïèse et intervient 

dans le contrôle de différentes étapes de différenciation, via son niveau d'expression et 

son interaction avec d'autres facteurs de transcription ou avec des facteurs épigénétiques.  

Tous les patients atteints de MW mutés pour SPI1 présentaient la même substitution 

nucléotidique hétérozygote (CàG), entraînant le changement d’une Gln (Q) pour un Glu 

(E) en position 226 (Q226E, QE) dans le domaine ETS de la protéine. Q226 est présent 

dans les protéines de classe III et responsable de la liaison d'un G en position -2 du motif 

ETS GGAA, tandis que le E, dans les protéines de classes I et IIa, se lie à un C en position 

-2.  

Nous avons d’abord comparé les propriétés des protéines sauvages et mutées, par des 

approches d'EMSA (Electromobility Shift Assay) et de transactivation de vecteur indicateur. 

Ces expériences ont montré que la forme mutée conserve la capacité de liaison à l’ADN et 

est capable d’activer le promoteur de cibles connues de SPI1 (c-Fes, lambda B1 et GPAA1), 

et généralement de façon plus importante que la protéine sauvage.  

Nous avons ensuite comparé les séquences d'ADN reconnues par les deux formes, ainsi 

que leurs gènes cibles, en les sur-exprimant dans des lignées cellulaires. Nous avons ainsi 

montré que la mutation modifie la spécificité de liaison de l'ADN de la protéine en favorisant 

sa liaison aux sites d'autres classes (I et IIa) des protéines ETS. Par conséquent, SPI1 
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mutant passe d'un état sauvage, dans lequel les sites de liaison à l'ADN sont situés 

majoritairement dans les enhancers, à un profil de type classe I/IIa, pour lequel les sites 

de liaison sont plus fréquemment situés dans les promoteurs. Nos données montrent 

également un enrichissement transcriptionnel significatif des gènes cibles des protéines 

ETS de classes I/IIa, à la fois dans une lignée cellulaire et dans des cellules primaires de 

patients exprimant SPI1QE. 

Une différence importante entre SPI1 et les protéines ETS de classes I/IIa est que les 

activités de liaison et de transcription de l'ADN de ces dernières sont étroitement régulées 

par des voies de signalisation intracellulaires, ce qui suggère que les promoteurs liés par 

SPI1QE pourraient échapper à la régulation classique. En effet, nous avons constaté que 

la surexpression de SPI1QE entraîne une augmentation de la croissance des lignées 

cellulaires testées, par rapport à SPI1 WT. Dans ces lignées, l'expression de SPI1 mutant 

était associée à l'enrichissement des signatures transcriptionnelles liées au cycle cellulaire, 

à la prolifération, aux voies de signalisation intracellulaire et aux programmes 

transcriptionnels de MYC et IRF4. 

Des études ont montré que SPI1 et son proche parent SPIB agissent physiologiquement 

comme régulateurs négatifs de la différentiation terminale des lymphocytes B. La MW se 

caractérisant par un degré variable de différenciation des lymphocytes en plasmocytes, 

nous avons voulu confirmer l'impact de la mutation de SPI1 sur la différenciation des 

cellules B. Nous avons effectivement constaté, dans un modèle in vitro, que l'expression 

de SPI1 (WT et QE) par des lymphocytes B entraînait une diminution de leur différenciation 

en plasmocytes.  

Les analyses bio-informatiques des profils de transcription montrent un enrichissement 

transcriptionnel des voies MYC et IRF4 chez les patients mutés pour SPI1, en comparaison 

aux patients non mutés. Nous avons montré in vitro que les cellules exprimant SPI1QE 

sont plus sensibles que les cellules SPI1 WT au Lénalidomide, molécule connue pour cibler 

de façon indirecte des facteurs de transcription importants pour les lymphocytes B comme 

IRF4, IKZF1 et IKZF3. Ceci valide les prédictions bio-informatiques et pourrait permettre 

de traiter spécifiquement les patients mutés pour SPI1. 

Nous rapportons dans ce travail le premier exemple de mutation activatrice de SPI1 chez 

l'Homme. La mutation semble faire adopter à cette protéine ETS de classe III un 

comportement qui ressemble à celui d'une classe I/IIa. La mutation affecte le programme 

transcriptionnel de SPI1, et entraine un enrichissement transcriptionnel des cibles d'autres 

membres de la famille ETS comme ETS1.  
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2. Résultats supplémentaires   
 

2.1 Contexte et objectifs  
 
Les résultats sur les lignées cellulaires humaines et les cellules murines primaires présentés 

dans l’article 2 ont été obtenus en surexprimant SPI1. Ceci est un facteur limitant pour 

l’interprétation des effets biologiques du mutant car il est connu que la « dose » de SPI1 

est d’une importance capitale pour l’engagement d’une cellule dans une voie de 

différenciation. Par exemple, au stade des progéniteurs multipotents, des taux élevés de 

SPI1 favoriseront l’engagement dans la lignée myéloïde au dépend de la lignée lymphoïde 

(15,346,348). Concernant la lignée lymphoïde B, il a été montré que la surexpression de 

SPIB, proche parent de SPI1, entraine un blocage de la différenciation B en plasmocytes 

chez l’homme (475). Nous avons constaté le même effet en surexprimant SPI1 dans des 

lymphocytes B humains (données non montrées).  

L’axe privilégié suite au travail publié dans l’article n°2 était donc d’obtenir des modèles 

avec une expression physiologique de l’allèle muté de SPI1.  

L’aspect auquel je me suis plus particulièrement intéressée est l’étude de la coopération 

oncogénique entre MYD88 et SPI1, en utilisant deux approches. La première fait appel à 

un modèle murin développé dans l’équipe, knock-in pour la mutation de Spi1. Les 

lymphocytes B naïfs Spi1-mutés isolés à partir des rates de ces animaux ont ensuite été 

transduits avec un rétrovirus apportant la mutation de MYD88. La prolifération et la 

différenciation des cellules ont ensuite été analysées dans divers contextes. La seconde a 

consisté à modifier par CRISPR/Cas9 une lignée cellulaire humaine dérivée d’un patient 

ayant une MW (MYD88 muté) afin d’y introduire la mutation de SPI1. Nous espérons ainsi 

identifier d’une part, les gènes et les mécanismes cellulaires dérégulés par la protéine SPI1 

mutée au cours de la différenciation en plasmocytes, et d’autre part, les voies de 

signalisation activées par la coopération MYD88/SPI1. 
 
 

2.2 Matériel et méthodes supplémentaires  
 

2.1.1  Modèle murin SPI1QE-KI 

Une lignée de souris avec un allèle knock-in pour la mutation Q226E (SPI1QE-KI) a été 

développée dans l’équipe (Figure A). La mutation SPI1QE se trouve sur le 5ème et dernier 

exon de SPI1. La construction est telle que l’exon sauvage est floxé et un exon 5 alternatif 

avec la mutation se trouve en aval. En l’absence d’expression de la recombinase Cre, le 

codon stop de l’exon sauvage arrête la traduction, l’exon muté n’est donc pas traduit. 

Lorsque la recombinase Cre s’exprime, l’exon sauvage est excisé et l’exon muté est 

exprimé. Il n’y a donc dans tous les cas que deux copies du gène Spi1 exprimées. Les 

souris SPI1QE-KI (C57bl/6) ont été croisées avec des souris Vav-Cre (C57bl/6), 
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aboutissant à l’expression de la mutation SPI1QE dans toutes les cellules 

hématopoïétiques. Toutes les expériences présentées dans cette partie ont été réalisées 

sur des animaux hétérozygotes pour la mutation SPI1QE (noté SPI1 WT/QE dans les 

résultats) et âgés de 10 à 12 semaines. Des animaux SPI WT/WT (noté SPI1 WT dans les 

résultats) du même âge ont été utilisés pour constituer les groupes contrôle.  

 

 
Figure A : Représentation schématique du transgène Spi1 Q226E dans les cellules 
hématopoïétiques 
 
 
 

2.1.2  Stimulation LPS/IL2/IL5 et transduction rétrovirale  
 

Les cellules B naïves CD43- (isolées à partir de la rate de souris SPI1 WT/QE ou SPI1 WT 

selon le protocole décrit dans l’article n°1) ont été cultivées à raison de 3 millions de 

cellules par puits dans une plaque 6 puits et incubées pendant 24h dans le milieu de culture 

précédemment décrit complété par du LPS (20µg/ml), de l'IL-2 (20ng/ml) et de l'IL-5 

(5ng/ml) avant transduction rétrovirale par les particules virales MSCV-MYD88LP-GFP ou 

MSCV-GFP. Les cellules B transduites ont ensuite été cultivées à raison de 200 000 cellules 

par puits dans une plaque 24 puits et incubées pendant 3 jours en présence de LPS (5 à 

20 µg/ml selon les expériences), d'IL-2 (20ng/ml) et d’IL-5 (5ng/ml). La prolifération des 

cellules GFP+ a été suivie toutes les 24h, en même temps que l’expression du CD138, des 

marqueurs d’activation Fas et GL7, et du TLR4 (TLR4 conjugué à l’APC, Biolegend ; 

#145405). 
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2.3 Résultats  

L’expression ectopique de MYD88LP dans les cellules SPI1 QE augmente l’expansion 
cellulaire et la différenciation B terminale.  

Dans un premier temps, nous avons utilisé le modèle de culture in vitro utilisé dans la 1ère 

partie du manuscrit, reposant sur l’utilisation d’une lignée de fibroblastes exprimant le 

CD40 et sécrétant du BAFF, couplée à l’ajout d’IL4 les quatre premiers jours de culture et 

d’IL21 les quatre suivants (Figure 1).  

 
Figure 1. Représentation schématique du modèle in vitro CD40/IL4/IL21, adapté pour 
intégrer une étape de transduction rétrovirale 
 

A J4, nous observons, selon les conditions, 5 à 10 fois plus de cellules GFP+ par rapport à 

J0. Le facteur d’expansion des cellules double-mutantes est comparable à celui des cellules 

SPI1QE-seul ou MYD88LP-seul. L’apport de la mutation MYD88 dans les cellules SPI1QE ne 

confère donc pas d’avantage prolifératif à ce stade de la culture par rapport aux cellules 

SPI1QE-seul ou par rapport aux cellules WT (Figure 2A).  

A J8, nous observons, selon les conditions, 40 à 80 fois plus de cellules GFP+ par rapport 

à J4. Le facteur d’expansion des cellules double-mutantes est jusqu’à deux fois supérieur 

à toutes les autres conditions (Figure 2B).  

Nous concluons donc qu’il y a un avantage de prolifération lorsque les mutations de SPI1 

et de MYD88 sont présentes dans la même cellule.  

A J4, après 4 jours de stimulation par CD40 et IL4, l’expression des marqueurs Fas et GL7 

en cytométrie en flux permet d’identifier les BGC tandis que l’expression du CD138 permet 

d’identifier à la fois les plasmablastes (PB) et plasmocytes (PC) (Figure 2C). Nous 

constatons un pourcentage significativement plus élevé de BGC et moindre de cellules 

CD138+ dans la condition double-mutante par rapport à SPI1QE-seul (Figure 2D et 2F). 

Par rapport à des cellules WT transduite avec MYD88, la présence de la mutation de SPI1 

n’entraine pas d’augmentation de la proportion de BGC mais une augmentation de la 

proportion de cellules CD138+ (Figure 2D et 2F). La condition SPI1QE-seul entraine une 

augmentation importante de la différenciation CD138+ dès J4, environ 3 fois supérieure à 

celle d’une cellule sauvage (Figure 2 D et 2E).  
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A J8, après 4 jours de stimulation par CD40 et IL-21, l’expression des marqueurs Fas, GL7 

et CD138 est de nouveau évaluée par cytométrie en flux (Figure 2H). Les cellules double-

mutantes présentent significativement plus de cellules CD138+, en pourcentage et en 

valeur absolue, par rapport à toutes les autres conditions (Figure 2I et 2J), et le moins 

de BGC en proportion (Figure 2K et 2L).  

Cela indique que sont des cellules engagées dans la différenciation plasmocytaire qui 

s’accumulent en contexte SPI1/MYD88 muté.  

 

J4 

 
Figure 2. Stimulation des B naïfs spléniques par CD40/IL4/IL21 
Après transduction par le vecteur apportant la mutation de MYD88 ou le vecteur contrôle, les cellules 
GFP+ ont été analysées à J4 et J8 par cytométrie en flux. A, Facteur d’expansion des cellules GFP+ 
entre J0 et J4. B, Facteur d’expansion des cellules GFP+ entre J4 et J8. C, Exemple de profil FACS à 
J4. 
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J8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 2. Stimulation des B naïfs spléniques par CD40/IL4/IL21 (suite) 
D-G, Proportion (D et F) et valeur absolue (E et G) des plasmablastes (PB) et plasmocytes (PC) 
(CD19low CD138+) et des BGC (CD19+GL7+Fas+) à J4. H, Exemple de profil FACS à J8.  
 

H 
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Figure 2. Stimulation des B naïfs spléniques par CD40/IL4/IL21 (suite) 
I-L, Proportion (I et K) et valeur absolue (J et L) des plasmablastes (PB) et plasmocytes 
(PC),(CD19low CD138+) et des BGC (CD19+GL7+Fas+) à J8. 
Les points représentent 3 souris par génotype, analysées en triplicat lors de 2 expériences 
indépendantes. Toutes les p values ont été calculées à l'aide du t-test de Student non apparié, *p < 
0,05, **p < 0,005, ***p < 0,0005 et ns : non significatif, dans toutes les expériences. 
 

Nous avons testé une autre stimulation cellulaire, LPS/IL2/IL5 (Figure 3), qui a pour 

avantage d’engager la voie des TLR dont MYD88 est une protéine adaptatrice. Cette 

stimulation entraine une expansion et une différenciation des cellules plus rapide que la 

stimulation CD40/IL4/IL21, dès les premières 24h de culture.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 3. Représentation schématique du modèle in vitro LPS/IL2/IL5 
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Figure 4. Stimulation des B naïfs spléniques par LPS/IL2/IL5 
Après transduction par le vecteur apportant la mutation de MYD88 ou le vecteur contrôle, les cellules 
GFP+ ont été analysées à J1, J2 et J3 par cytométrie en flux. A, Cinétique de l’expansion des cellules 
GFP+ par rapport à J0. B, Cinétique de la proportion de PB/PC CD138+.  
 

 

 

 

 

Ainsi, nous montrons une expansion des cellules double mutantes significativement 

supérieure à toutes les autres conditions (Figure 4A). La différenciation CD138+ est 

maximale pour les cellules SPI1QE-seul, et minimale pour les cellules MYD88-seul, à J1, 

J2 et J3 (Figure 4B). La transduction de MYD88 dans les cellules SPI1QE entraine une 

diminution de la différenciation CD138+ par rapport aux cellules SPI1QE-seul; mais une 

augmentation de la différenciation par rapport aux cellules MYD88-seul (Figure 4B-D). En 

valeur absolue, étant donné l’avantage de prolifération important des double-mutants, les 

cellules CD138+ sont significativement plus nombreuses dans cette condition (Figure 4D).  
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Figure 4. Stimulation des B naïfs spléniques par LPS/IL2/IL5 (suite) 
C, Exemple de profil FACS à J2. D, Proportion (à gauche) et valeur absolue (à droite) de PB/PC 
(CD19low CD138+). Les points représentent les triplicats à J2 de deux expériences indépendantes. 
Toutes les p values p ont été calculées à l'aide du t-test de Student non apparié, *p < 0,05, **p < 
0,005, ***p < 0,0005 et ns : non significatif, dans toutes les expériences. 
 

 

Comme pour la stimulation CD40/IL4/IL21, la stimulation LPS/IL2/IL5 montre une 

coopération entre MYD88 et SPI1, visible sur l’expansion du nombre de cellules et sur 

l’engagement vers la différenciation plasmocytaire. 
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Expression du TLR4 sur les B activés et les plasmablastes/plasmocytes SPI1 QE 

 

Nous avons ensuite cherché à documenter les bases de la coopération entre MYD88 et 

SPI1. Le gène TLR4 est une cible connue de SPI1, et MYD88 est une de protéines 

adaptatrices de cette voie de signalisation (voir Figure 17, Introduction, page 70). Nous 

nous sommes donc interrogés sur la possibilité d’une régulation à la hausse de l’expression 

du TLR4 en présence de la mutation de SPI1. Par cytométrie en flux, nous avons étudié 

l’expression du TLR4 dans les cellules SPI1QE transduites avec le vecteur contrôle ou le 

vecteur apportant la mutation de MYD88, par rapport à des cellules sauvages.  

Nous avons analysé la variation de l’expression du TLR4 en fonction du temps, sur les B 

activés ainsi que sur les PB/PC (Figure 5A-C). À l’état basal, le TLR4 est très faiblement 

exprimé par les cellules B naïves, son expression augmente après stimulation par 

LPS/IL2/IL5 (Figure 5D-G). Les transductions avec le vecteur contrôle montrent une 

expression de TLR4 en moyenne 20% à 40% supérieure dans les cellules SPI1QE par 

rapport aux WT dans les cellules CD138+. Dans les B activés, on note une augmentation 

de l’expression d’environ 20% à J1 et J2 (Figure 5A, 5B, 5D et 5E). A J3, les B activés 

WT ont une expression du TLR4 équivalente à celle des cellules SPI1QE (Figure 5C). Les 

transductions avec le vecteur exprimant la protéine MYD88 mutée ne permettent pas 

d’observer d’augmentation de l’expression du TLR4 dans les cellules SPI1QE (Figure 5 F-

G).  
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Figure 5. Expression du TLR4 sur les cellules B après stimulation par LPS/IL2/IL5 
A-C. Variation de l’expression du TLR4 par cytométrie en flux sur les cellules CD138+ et sur les B 
activés à J1 (A) J2 (B) et J3 (C). D-G. Un exemple d’histogramme de cytométrie en flux à J2 est 
donné pour chaque vecteur et pour chaque type cellulaire.  
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Ayant mis en évidence une augmentation de l’expression du TLR4 dans les cellules avec la 

mutation de SPI1, nous avons voulu savoir si elles répondaient de manière plus importante 

que les cellules WT à une faible stimulation LPS. Une première expérience avec des doses 

2 fois (10µg/ml) et 4 fois (5µg/ml) plus faibles qu’utilisée précédemment n’a pas montré 

de prolifération supérieure des cellules avec la mutation de SPI1 (Figure 6A et 6B). Nous 

avons reproduit cette expérience à des doses encore plus faibles, sans observer de 

différence, néanmoins les concentrations d’IL2 et IL5 ont été conservées à l’identique.  

 
Figure 6.  Effet de doses croissantes de LPS sur l’expansion cellulaire 

A, Cinétique de l’expansion des cellules transduites avec le vecteur contrôle. B, Cinétique de 
l’expansion des cellules transduites avec le vecteur apportant la mutation de MYD88. 
La concentration de LPS dans le milieu de culture varie de 5µg/ml à 20µg/ml, les concentrations 
d’IL2 et d’IL5 sont gardées constantes. Toutes les p values calculées à l'aide du t-test de Student 
non apparié sont non significatives  
 
L’augmentation de l’expression du TLR4 à la surface des cellules SPI1QE et leur sensibilité 

à la stimulation en réponse à de faibles doses de LPS est à vérifier dans de nouvelles 

expériences (voir Discussion p 165).   
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Etablissement d’une lignée humaine de MW SPI1-mutée par CRISPR-Cas9 
 

Nous avons utilisé l’approche CRISPR/Cas9 dans la lignée cellulaire BCWM1, porteuse de 

la mutation MYD88L265P, pour introduire la mutation Q226E dans le locus endogène de 

SPI1. Le codon stop de SPI1 est remplacé par l’ADNc de la GFP en fusion et en phase, afin 

d’obtenir l’expression physiologique de la protéine SPI1 mutée et flurorescente (Figure 

7). 

 

 
Figure 7. Stratégie utilisée pour la modification par CRISPR-Cas9 de la lignée BCWM1.  
Le guide choisi induit un clivage par la Cas9 à proximité du site de la mutation. Une matrice de 
recombinaison homologue apporte la mutation et le cDNA de la GFP en fusion avec la fin de l’exon 
5 de SPI1 
 

Un guide ARN choisi à l’aide de l’outil CRISPOR (http://crispor.tefor.net) entraine la 

coupure par la Cas9 a proximité immédiate du site de la mutation. Ce guide a ensuite été 

cloné dans le vecteur CRISPR-Cas9-Cherry (adapté du plasmide Addgene # 52961) 

permettant d’introduire à la fois la Cas9, le guide ARN et le traceur fluorescent cherry dans 

la cellule. Les séquences sont données ci-dessous. 

 

1gRNA_ssmut_SPI_F CACCCGCGCGCGCCATCTTCTGGT Primer 1 

2gRNA_ssmut_SPI_R AAACACCAGAAGATGGCGCGCGCG Primer 2 
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La matrice de recombinaison homologue a été construite par des approches de PCR, avec 

4 fragments à assembler (Figure 8). Les fragments 1 et 4 constituent les bras d’homologie 

en 5’ et 3’, d’environ 800 pb chacun. Le fragment 2 correspond à l’exon 5 de SPI1, le 

primer sens apporte la mutation QE ainsi qu’une mutation silencieuse permettant de muter 

le PAM (Protospacer Adjacent Motif). Le fragment 3 correspond à la séquence de la GFP, 

en fusion avec SPI1 (linker de 3 AA entre la fin de SPI1 et le début de la GFP). Une fois les 

4 fragments amplifiés séparément, des PCR supplémentaires ont permis d’assembler les 

fragments 2, 3 et 4. Du fait de la haute teneur en GC de certaines régions, de la présence 

de séquences répétées et de la probable formation de structures secondaires, nous n’avons 

pu assembler le fragment 1 aux fragments pré-assemblés 2, 3 et 4. Une stratégie In-

Fusion® (Takara Bio) a dû être employée pour parvenir à finalement obtenir la séquence 

complète de la matrice de recombinaison homologue. Cette séquence a été clonée dans le 

vecteur PUC19 (Invitrogen). 

 

 
Figure 8 : Schéma de la construction de la matrice de recombinaison homologue  
 

Les vecteurs contenant la Cas9 et le guide ARN d’une part, et la matrice de recombinaison 

homologue d’autre part ont été transfectés par éléctroporation dans la lignée BCWM1 

(Amaxa Cell Line Nucleofector Kit V [VCA-1003]). Après 24h, les cellules ont été triées sur 

l’expression de la Cherry (permettant de sélectionner les cellules vivantes ayant reçu le 

vecteur contenant la Cas9 et le guide ARN). Celles-ci sont remises en culture pour 7 jours, 

date à laquelle les cellules ont été triées sur l’expression de la GFP (cellules ayant réparé 

la cassure avec la matrice de recombinaison homologue). L’expression de la GFP est faible, 

reflet de l’expression endogène de SPI1, et positive pour moins de 1% des cellules (Figure 

9). Les cellules ont été triées une seconde fois sur l’expression de la GFP, quelques 

semaines plus tard, afin d’augmenter la pureté. Les cellules ont été gardées en bulk d’une 

part, et sous-clonées d’autre part.  
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Figure 9. Tri cellulaire après transfection des cellules BCWM1 
Profils de cytométrie en flux montrant le tri de la population GFP+, correspondant aux cellules 
BCWM1 ayant intégré la matrice de recombinaison homologue.  
 

 

Pour valider l’efficacité du CRISPR, plusieurs approches ont été employées : 

 

1) Validation par PCR de l’intégration de la matrice au bon locus, en utilisant un primer 

sur la GFP et un primer en dehors de la matrice (Figure 10) 

 

 
Figure 10. Vérification de l’intégration de la matrice par PCR. 
Le primer sens se trouve dans la séquence de la GFP et le primer antisens dans la région intergénique 
en 3’ de SPI1, en dehors de la matrice. Si la matrice a été intégrée, la taille attendue des amplicons 
est de 1070 paires de bases (pb). Analyse par migration sur gel à 1% d’agarose des produits de PCR 
obtenus à partir de cellules isolées (colonies 1 à 7), de la lignée parentale et la lignée Knock-In 
CRISPR. 
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2) Validation de la présence de la mutation par séquençage Sanger (Figure 11) 

 

Figure 11. Vérification de la présence de la mutation SPI1 Q226E  

Validation par séquençage de la présence de la mutation SPI1QE (entourée en rouge) dans la lignée 
BCWM1. Le PAM (encadré en rouge) a également été muté de façon silencieuse.  

 

3) Expression de la GFP dans les cellules par cytométrie en flux (Figure 12)  

 

Figure 12. Détection de l’expression de SPI1-GFP endogène par cytométrie en flux 
 

4) WB (en cours)  
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2.4 Discussion 

Le travail développé dans l’article n°2 montre comment la mutation Q226E modifie la 

liaison à l’ADN de SPI1 sur ses sites habituels, dans les enhancers, au profit de site de 

liaison d’une autre classe de protéine ETS, dans les régions promotrices. Cela a pour 

conséquence d’activer des programmes transcriptionnels impliquant des voies de 

signalisation intracellulaires généralement favorisées par d'autres membres de la famille 

ETS. Nous avons mis évidence que cette mutation augmente la prolifération cellulaire des 

lignées de lymphome B (OCI-LY10, BCWM1 et MWCL1) et diminue la différenciation 

lymphoïde B terminale des cellules primaires humaines et murines.  

Influence de la mutation SPI1QE sur la prolifération et la différenciation B terminale  
 
Une des principales limites des modèles utilisés dans l’article n°2 est l’absence d’expression 

physiologique de SPI1QE. En effet, il a été montré que la surexpression de SPI1 dans la 

lignée myéloïde humaine K562 entraine un arrêt de la croissance cellulaire (476), et sa 

surexpression dans les érythroleucémies murines induit le blocage de la différenciation 

(385). Concernant la lignée lymphoïde B, la surexpression de SPIB, proche parent de SPI1, 

entraine un blocage de la différenciation B en plasmocytes chez l’homme (475). Nous avons 

constaté le même effet en surexprimant SPI1 dans des lymphocytes B humains (données 

non montrées). Cela explique probablement une partie des différences entre les données 

obtenues dans l’article n°2 et les résultats présentés dans cette section. En effet, la 

surexpression de SPI1QE dans les cellules primaires murines entrainait une diminution de 

la proportion de cellules CD138+, contrairement à ce que l’on observe avec le modèle 

murin knock-in pour la mutation, où l’augmentation de la proportion des cellules CD138+ 

après stimulation des B naïfs est significative, de façon reproductible. A noter également 

la différence entre les stimulations utilisées, anti-IgM et anti-CD40 uniquement avant 

l’étape de transduction, favorisant la survie mais pas la prolifération des cellules B, ou bien 

CD40/IL4/IL21 et LPS/IL2/IL5 pendant toute la durée de culture, stimulant leur 

prolifération et leur différenciation. Ces deux derniers types de stimulation entrainent 

toutefois une réponse cellulaire différente. La stimulation via le CD40 entraine une réponse 

dose-dépendante : si la cellule reçoit un signal faible, les divisions seront plus lentes, la 

différenciation s’effectuera de manière précoce. En revanche un signal fort entrainera des 

divisions rapides, la différenciation sera différée pour favoriser l’expansion clonale. La 

stimulation via le LPS repose plutôt sur un mécanisme ‘tout ou rien’, si le seuil d’activation 

de la cellule est franchi, l'augmentation des doses n'entraine pas plus de divisions ni plus 

de différenciation (188). En pratique, la stimulation LPS/IL2/IL5 entraine une 

augmentation plus rapide du nombre de cellules et une différenciation plus importante en 

CD138+ que la stimulation CD40/IL4/IL21. Avec les cellules WT, on observe environ 20% 

de cellules CD138+ à J8 avec la stimulation CD40/IL4/IL21 tandis qu’on atteint 70% dès 
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J2 avec la stimulation LPS/IL2/Il5. Une autre différence notable entre ces deux modèles 

est la présence de feeders dans le modèle CD40/IL4/IL21, qui réduit de façon spectaculaire 

la mortalité cellulaire autrement observée dans les cultures liquides de cellules B (203). 

Néanmoins, dans les deux cas nous observons une augmentation de la prolifération dans 

la condition double mutante MYD88/SPI1 par rapport à toutes les autres conditions, ainsi 

qu’une augmentation de la proportion de cellules CD138+ par rapport aux cellules MYD88-

seul. 

Les gènes du cycle cellulaire font partie des cibles de SPI1. Cela a été montré dans les 

HSC, où SPI1 empêche leur division excessive, prévenant ainsi leur épuisement. Dans ces 

cellules, SPI1 se lie aux promoteurs et aux enhancers des inhibiteurs (Gfi1, Cdkn1a) et des 

activateurs (Cdk1, E2f1 et Cdc25a) du cycle cellulaire (477). Les modèles avec knockdown 

de SPI1 montrent une augmentation de la fraction des HSC en division (phases S, G2 et M 

du cycle cellulaire), en lien avec l’augmentation de l’expression des activateurs du cycle 

cellulaire et la diminution de l’expression des inhibiteurs du cycle cellulaire, réversible en 

rétablissant des niveaux normaux de SPI1 (477). Les expériences de cycle cellulaire 

effectuées dans la lignée OCI-LY10 (article n°2) montrent que l’expression ectopique de 

SPI1 QE diminue le pourcentage de cellules en phase G1, au profit des phases G2-M et ce 

de façon supérieure à SPI1 WT. En stimulant par LPS/IL2/IL5 des B naïfs exprimant SPI1 

QE de façon endogène, nous avons constaté qu’un plus grand nombre de cellules se 

trouvaient dans les divisions avancées en présence de la mutation SPI1 QE (données de 

CFSE non montrées), fournissant un mécanisme de l’augmentation de la différenciation en 

plasmablaste/plasmocyte. 

La coopération observée entre MYD88 et SPI1 dans nos différents modèles reposerait donc 

sur la promotion de la croissance, assurée par la mutation activatrice de MYD88 auquel 

s’ajoute la capacité de différenciation plasmocytaire apporté par SPI1 QE. 

Une limite à ce modèle est qu’il utilise la surexpression de MYD88 : un modèle plus 

physiologique pourra être apporté par le croisement des souris SPI1QE-KI avec des souris 

portant la mutation MYD88LP, permettant l’expression endogène des deux mutations. 

 
Timing et coopération des mutations SPI1QE et MYD88LP  
 
Une question clé pour comprendre la lymphomagénèse est de savoir quand et à quel niveau 

cellulaire les mutations se produisent. Pour tenter d’y répondre, nous avons effectué du tri 

cellulaire et le reséquençage ciblé d’une dizaine de patients atteints de MW. La mutation 

MYD88 est détectable au stade pro-B (CD34+CD19+), sans pouvoir être identifiée avec 

certitude aux stades antérieurs. Elle est également trouvée dans les B matures non 

tumoraux mais pas dans les lymphocytes T (données non montrées). Cela suggère que la 

mutation apparait à un stade antérieur au stade B mémoire (contrepartie physiologique 

supposée de la MW), pendant le développement B. La mutation de SPI1, quant à elle, n’a 
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pas été trouvée dans les lymphocytes T des patients, elle intervient donc probablement à 

stade ultérieur au progéniteur lymphoïde commun. 

La mutation MYD88 L265P n’est détectée que dans les hémopathies B, alors que MYD88 

joue un rôle dans la transduction du signal des TLR dans d’autres cellules hématopoïétiques 

(cellules dendritiques, macrophages). Une explication pourrait être que la mutation est 

sélectionnée lorsqu’elle intervient dans un progéniteur déjà engagé dans la lignée B car 

elle dépend de la signalisation des cellules B pour aboutir à la transformation tumorale. 

Cela est décrit par exemple pour la mutation JAK2 V617F, trouvée exclusivement dans les 

hémopathies myéloïdes car elle nécessite une cellule co-exprimant un récepteur de 

cytokine homodimérique TPO, EPO ou GCSF (478). Selon un modèle similaire, l’activation 

constitutive de la voie MYD88 ne pourrait entrainer un avantage sélectif que dans les 

cellules ayant un BCR. Dans ce sens, une signalisation active du BCR a été observée chez 

des patients atteints de MW et contribuerait à une signalisation pro-survie (479) et dans 

les DLBCL, les mutations activatrices de MYD88 sont associées à des niveaux élevés de 

signalisation BCR chronique (154). Les mutations activatrices de CD79A/B sont pourtant 

présentes dans une minorité des ABC-DLBCL (20%) et des MW (10%). Parmi les autres 

mécanismes pouvant expliquer l’activation de la signalisation BCR dans ces pathologies, la 

synergie entre signalisation du BCR et des TLR est soutenue par plusieurs études, 

rapportant que MYD88 muté active des composants du BCR (155,187). Par exemple, 

Munshi et al. (187) ont récemment montré dans des lignées de lymphomes B et des cellules 

de patients MW que la mutation L265P de MYD88 augmente la phosphorylation de SYK 

(kinase en aval du BCR). Ceci est en accord avec une étude rapportant que dans les cellules 

B, la signalisation du TLR4 est dépendante du BCR et aboutit à l’activation de SYK (185). 

En outre, Phelan et al. (480) ont rapporté l’existence d’un supercomplexe MYD88-TLR9-

BCR, co-localisant avec mTOR dans les endolysosomes et responsable de l’activation des 

voies NF-κB et mTOR dans les DLBCL et la MW.  

Plusieurs modèles murins de la mutation de Myd88 ont été publiés. Knittel et al. (462) 

rapportent le développement de maladies lymphoprolifératives ou de DLBCL chez les 

souris, quel que soit le stade de différenciation B auquel la Cre s’exprime (CD19-Cre, AID-

Cre ou CD21-Cre). Cela suggère que la mutation Myd88 bloque la différenciation après le 

GC, et explique pourquoi elles sont enrichies dans les lymphomes post GC (ABC-DLBCL, 

WM, CLL mutées). En apportant la surexpression de BCL2, 100% des animaux développent 

un DLBCL. Sewastianik et al. (463) montrent également dans un modèle murin avec la 

mutation L265P le développement de syndrome lymphoprolifératifs B, pouvant se 

transformer en DLBCL après acquisition d’évènements secondaires. En revanche, Ouk et 

al. (481) rapportent la survenue de lymphomes lymphoplasmocytaires accompagnés de 

sécrétion d’IgM chez les souris dans lesquelles la mutation L252P (équivalent chez la souris 



 168 

de L265P humaine) a été intégrée au niveau du locus Rosa26. Le profil d’expression du 

mutant MYD88 n’est pas le même entre les modèles, expliquant en partie les différences 

phénotypiques observées. Chez l’Homme, la mutation de MYD88 est présente chez 60% 

des patients ayant un MGUS IgM, mais seulement 1,5 à 2 % des cas évoluent en MW 

chaque année (455,482), probablement en raison de mutations additionnelles coopérant 

avec celles de MYD88. Une étude de Wang et al. a notamment montré que la surexpression 

de MYD88L265P dans les cellules B primaires murines est rapidement contrebalancée par 

un rétrocontrôle négatif de la voie NF-κB, allant jusqu’à la mort cellulaire (461). Des 

mutations permettant de garder cette voie activée, comme celles inactivant TNFAIP3 par 

exemple (inhibiteur de NF-κB), sont fréquemment associées à MYD88L265P. Dans le cas 

de SPI1QE, on peut également se demander si la coopération est soutenue par le maintien 

de l’activation de la voie NF-κB. En effet, Hu et al. (483) ont rapporté que l’expression de 

c-rel était régulée par les protéines ETS et ont décrit 3 sites de fixation de SPI1 et SPIB 

dans son promoteur.  

Il serait intéressant de regarder l’activation des voies de signalisation NF-κB mais aussi 

d’autres voies impliquées dans la signalisation comme JAK-STAT3 (activée dans les DLBC-

ABC MYD88-mutés) dans les cellules SPI1 QE-MYD88 par rapport aux cellules MYD88-seul 

issues du modèle de culture in vitro.  

 
Influence de la mutation SPI1QE sur l’expression du TLR4  
 

L’expression du TLR4 par les lymphocytes B chez l’homme est controversée. Elle serait 

absente des B naïfs mais inductible par la stimulation par son ligand le LPS (484,485). 

Plusieurs études rapportent son expression à la fois dans les cellules B de donneurs sains 

et de sujets atteint de lymphome du manteau (486) où il faisait partie des TLR avec 

l’expression protéique la plus forte, ou de myélome (487), où son transcrit est régulé à la 

hausse par rapport aux donneurs sains. 

Deux études ont regardé l’expression des TLR dans la MW : Shrimpton et al. (488), qui 

montrent que l’ARNm du TLR4 est exprimé sur les B de donneurs sains et sur les B 

tumoraux, et Hunter et al. (454), qui montrent une régulation à la hausse de l’expression 

du TLR4 chez les patients MYD88 muté-CXCR4 WT par rapport aux double-mutants.  

Le TLR4 est une cible connue de SPI1. Cela a été montré en premier dans les cellules 

myéloïdes (489), puis dans les lymphocytes B (371,490) ou des sites de fixation de SPI1 

dans le promoteur proximal de TLR4 ont été clairement identifiés (371). La stimulation du 

TLR4 par son ligand LPS permettant d’observer la prolifération ainsi que la différenciation 

CD138+ de cellules B in vitro, nous nous sommes donc interrogés sur la possibilité d’une 

régulation à la hausse de l’expression du TLR4 en présence de la mutation de SPI1 dans 

des cellules B activées. 
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Les cellules transduites avec le vecteur contrôle apportent des informations sur l’influence 

de la mutation de SPI1, indépendamment de MYD88. Il semble que les B SPI1QE activés 

augmentent leur expression du TLR4 plus rapidement que les cellules WT. En effet, il faut 

attendre J3 pour que les B activés WT aient un niveau d’expression équivalent aux cellules 

SPI1QE, tandis que les PB/PC WT ont toujours à J3 une expression moindre par rapport 

aux cellules mutées.  

Avec la surexpression de MYD88LP, les différences d’expression ne sont plus visibles entre 

SPI1QE et SPIWT. Il est probable que l’activation massive de la voie des TLR qui en résulte 

rende la cellule indépendante de la fixation du ligand LPS, ce qui impliquerait qu’elle n’ait 

plus besoin de réguler à la hausse l’expression du TLR4. Si l’on confirme ces résultats sur 

de nouvelles expériences, plusieurs mécanismes pourront être évoqués, le premier serait 

une augmentation de la transcription du TLR4, dans le cas contraire il pourrait s’agir d’une 

diminution de l’internalisation du TLR4 (491).  

Une approche indirecte pour confirmer l’augmentation d’expression du TLR4 sur les cellules 

SPI1 QE est de regarder si de faibles doses de LPS sont capables d’entrainer une réponse. 

Nous n’avons pas observé un tel effet, même avec le vecteur contrôle. Toutefois, il est 

nécessaire de reproduire ces expériences avec le LPS seul car il est probable que 

l’expansion des cellules indépendamment de la dose de LPS soit le reflet de l’action pro-

proliférative de l’IL2 et IL5, conservées dans le milieu de culture. Il paraitrait également 

intéressant de regarder l’effet de la stimulation d’autres TLR, le TLR9 en particulier, 

puisqu’il est impliqué dans le supercomplexe My-T-BCR évoqué plus haut. Cependant, cette 

stimulation n’avait pas été privilégiée dans un premier temps car elle ne donne pas de 

différenciation CD138+, en faisant donc un modèle moins pertinent pour notre étude de la 

différenciation B terminale. 

Autres mutations des facteurs ETS ou de leurs sites de liaison 

Les mutations des facteurs ETS sont relativement peu décrites dans les hémopathies B et 

le Whole Exome Sequencing (WES) n’a pas mis en évidence d’autres mutations récurrentes 

de protéines de cette famille dans notre cohorte de patients atteints de MW. Il peut exister, 

comme notre travail l’a montré, des mutations de FT capables de modifier leur affinité de 

liaison à l’ADN (ou à d’autres protéines) mais il peut aussi exister des mutations des régions 

régulatrices, changeant ou bien faisant apparaître des sites de liaison des FT, à l’instar des 

mutations au sein du promoteur du gène TERT, qui créent des sites de liaison de novo pour 

les facteurs de transcription ETS, entrainant la réactivation de la télomérase (335) ou 

encore des mutations dans des régions enhancers de PAX5, réduisant son expression, 

décrites dans la LLC (492) et le myélome (493). Dans cette perspective, nous sommes en 

train d’analyser les résultats de Whole genome Sequencing (WGS) sur une trentaine de 
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patients atteints de MW, les régions non codantes étant encore peu étudiées à ce jour, 

dans cette pathologie.   

Etablissement d’une lignée humaine de MW SPI1-mutée par CRISPR-Cas9 
 

Les expériences de ChIP-seq présentées dans l’article n°2 ont été réalisées sur une lignée 

humaine de DLBCL, OCI-LY10, dans laquelle une surexpression de SPI1 muté ou sauvage 

a été induite par transduction rétrovirale. Pour se replacer dans le contexte de la MW avec 

un niveau d’expression physiologique de la protéine SPI1 mutée, nous avons entrepris de 

modifier le génome de la lignée BCWM1 par CRISPR-Cas9. Cette lignée est dérivée d’un 

patient atteint de MW porteur de la mutation MYD88L265P. Nous l’avons choisie car ses 

caractéristiques de prolifération sont avantageuses pour toutes les étapes de culture 

cellulaire nécessaires, en particulier sa clonogénicité à l’échelle unicellulaire. Un élément 

de controverse vient du fait que cette lignée exprime la protéine membranaire de latence 

1 (LMP1) de l’EBV, ce qui pousse certains auteurs à remettre en question la relation clonale 

entre la tumeur de départ et la lignée, au profit de l’immortalisation par l’EBV d’une cellule 

B « by-stander » (494,495). Néanmoins, la caractérisation phénotypique, la clonalité par 

l’étude des réarrangements VDJ, et la présence de la mutation somatique de MYD88 

montrent que cette lignée conserve les caractéristiques spécifiques de la maladie et en 

font donc un modèle pré-clinique acceptable.  

Plusieurs stratégies ont été envisagées pour la modification de la lignée par CRISPR-Cas9. 

Intégrer la GFP dans la construction permet de faciliter les étapes de sélection des cellules, 

sachant que la réparation de la cassure double brin par recombinaison homologue, à l’aide 

de la matrice contenant la mutation SPI1QE, serait un évènement rare (496–498). La 

question principale était de savoir si la GFP devait être en fusion avec SPI1, ou bien séparée 

par une séquence IRES ou T2A. Étant donné les applications pour lesquelles nous 

souhaitons utiliser cette lignée, en particulier du ChIP-seq et de la co-IP, l’avantage certain 

de l’approche par fusion est que protéine sauvage et mutée peuvent facilement être 

distinguées par l’utilisation d’un anticorps anti-GFP. L’inconvénient est que l’ajout de la 

GFP modifie la taille de la protéine SPI1 et il n’est pas totalement exclu qu’elle puisse influer 

sur sa liaison à l’ADN ou à d’autres partenaires. L’expérience que nous avons avec la fusion 

en N-ter de la GFP à SPI1 dans les cellules OCI-LY10 a montré qu’elle conservait sa 

localisation nucléaire, ses sites de fixation et son activité transcriptionnelle (article n°2). Il 

sera utile de vérifier qu’il en est de même pour la fusion de la GFP en C-ter, par exemple 

en comparant le ChIP-seq obtenu avec la lignée native et celui obtenu avec la lignée 

modifiée par CRISPR-Cas9. Une construction similaire, utilisant la Yellow Fluorescent 

Protein (YFP) au lieu de la GFP a été utilisée dans l’étude de Hoppe et al., et ne modifiait 

ni l’expression ni la stabilité de SPI1 (499). En tout état de cause, l’impact éventuel de la 
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présence de la GFP sera controlé en comparant les profils des cellules SPI1QE-GFP et 

SPIWT-GFP. 

Pour les prochaines étapes du travail, nous souhaitons exploiter l’avantage de la lignée 

cellulaire, donnant aisément accès à un grand nombre de cellules. Premièrement, nous 

souhaitons identifier par ChIP-seq les cibles de SPI1 muté dans ce contexte cellulaire, 

plus physiologique que la lignée de DLBCL OCI-LY10 surexprimant SPI1. Ces données 

pourront ensuite être reliées à la variation d’expression des gènes cibles évaluée par RNA-

seq. Cela permettra de conforter les résultats de ChIP-seq obtenus sur la lignée OCI-LY10 

montrant, entre autres, que SPI1QE adopte un comportement de protéines de classe I/IIa 

en termes de liaison à l’ADN mais aussi d’induction de programme transcriptionnel, le GSEA 

mettant en évidence un enrichissement des cibles de ETS1 et ELK1 dans la condition 

SPI1QE. 

Les protéines ETS sont ubiquitaires, plusieurs membres de la famille étant exprimée dans 

le même tissu, ceci étant vrai pour de nombreux types cellulaires (314). Leur spécificité 

d’action est due, entre autres, à l’interaction avec des protéines partenaires (320,326). 

Nous voudrions donc savoir si la mutation, déplaçant la fixation de SPI1 sur d’autres sites 

ETS, pouvait entrainer l’occupation de ces sites mais sans interaction correcte avec les 

partenaires habituels. A titre d’exemple, ETS1 interagit physiquement avec BLIMP1, ce qui 

entraîne un blocage de l'activité de liaison à l'ADN de BLIMP1, une réduction de la capacité 

de BLIMP1 à réprimer les gènes cibles et donc à engager la différenciation B terminale. Il 

a été montré que d’autres protéines ETS, dont SPI1, étaient capables d’interagir avec 

BLIMP1 mais que seul ETS1 est capable d’inhiber sa liaison à l’ADN (84). Si dans les cellules 

B, SPI1 se trouve aux sites normalement liés par ETS1, mais sans pouvoir inhiber la liaison 

de BLIMP1 à l’ADN, l’absence de répression de l’activité transcriptionnelle de BLIMP1 

entrainerait une différenciation plasmocytaire accrue, ce que l’on observe dans nos 

modèles. Ceci est en accord avec des études antérieures ayant rapporté que les souris 

dépourvues d'Ets-1 présentent un nombre accru de plasmocytes et des titres sériques 

d'IgM plus élevés (81,82).  

SPI1QE pourrait donc acquérir de nouvelles fonctions, via sa liaison nouvelle à des sites 

inhabituels, mais peut également subir une perte de fonction sur les sites habituels 

auxquels il se lie moins. Par exemple, SPI1 interagit avec IRF4 pour réguler la 

différenciation B terminale (68,69,376) et il est possible que la mutation QE entraine une 

diminution de l’interaction entre les deux protéines au niveau des sites composites, due au 

déplacement de SPI1 vers d’autres sites. Cela pourrait être étudié grâce à des expériences 

de Co-IP, dans le cas où les partenaires sont ciblés, ou de façon plus globale par une 

approche couplée à de la spectrométrie de masse.  
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CONCLUSION et PESPECTIVES 
 

 

Mon travail de thèse permet d’illustrer certains aspects essentiels de la régulation de la 

différenciation B terminale :  

1) L’accessibilité de la chromatine aux sites de fixation de FT clés. Elle dépend de 

plusieurs facteurs, dont la méthylation des cytosines et les modifications post-

traductionnelles des histones.  

Nous rapportons dans la partie 1 de ce travail qu’une conséquence notable de la perte de 

fonction de TET2 dans les cellules BGC est la perte focale d'hydroxyméthylation ainsi 

qu’une diminution de l’acétylation de la lysine K27 de l’histone 3 (H3K27Ac) au niveau des 

enhancers, corrélées à la répression transcriptionnelle des gènes qui interviennent dans la 

sortie des GC, comme PRDM1. 

2) La capacité de liaison du FT à l’ADN. Certaines mutations des FT peuvent modifier 

l’affinité de liaison pour une séquence donnée.  

Nous rapportons dans la partie 2 de ce travail que la mutation Q226E de SPI1 modifie les 

caractéristiques de liaison à l'ADN de la protéine mutante, passant des séquences 

classiques reconnues par SPI1 à des séquences reconnues par les protéines ETS de classes 

I/IIa, et d’une liaison à des régions enhancers à une liaison à des régions promotrices. La 
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liaison accrue du mutant de SPI1 aux régions promotrices active des programmes 

transcriptionnels impliquant des voies de signalisation intracellulaire généralement 

favorisées par d'autres membres de la famille ETS.  

3) La reconnaissance du motif de fixation à l’ADN. Si la séquence normalement 

reconnue par le FT est mutée, la liaison peut s’en retrouver modifiée.  

Cet aspect n’est pas développé dans le travail présenté ici mais fait l’objet d’un projet en 

cours, où une trentaine de cas de MW ont été séquencés par WGS. En effet, les régions 

non-codantes détiennent très vraisemblablement un certain nombre de réponses, les 

mutations dans les régions régulatrices pouvant faire apparaitre ou disparaitre des sites 

de liaison pour les FT. Ces données de WGS, associées aux données de RNA-seq et de 

méthylation pourront donner une image globale et complète des altérations 

(épi)génétiques dans la MW et être appliquées à d’autres contextes tumoraux. 
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Résumé : L’ontogenèse des lymphocytes B (LB) comporte une 
première phase de différenciation, dans la moelle osseuse en 
l'absence de toute stimulation antigénique spécifique, aboutissant au 
LB immature. La seconde phase, d’activation et de maturation finale, 
est dépendante des antigènes et se déroule dans les organes 
lymphoïdes secondaires, au sein de structures transitoires appelées 
centres germinatifs (CG). Elle génère des plasmocytes et des cellules 
B mémoires spécifiques d’un antigène.  
Ce travail de thèse s’intéresse à différents acteurs impliqués dans la 
régulation épigénétique et transcriptionnelle de la différenciation 
lymphoïde B terminale : les enzymes TET2 et TET3 et le facteur de 
transcription (FT) SPI1/PU.1. Des mutations affectant les gènes 
codant pour ces protéines sont trouvées dans les hémopathies chez 
l’Homme et nous avons cherché à déterminer leurs conséquences 
fonctionnelles en utilisant des modélisations in vivo et in vitro. 
J’ai d’une part analysé l’impact de la perte de fonction de TET2 sur 
la différenciation et la maturation des cellules B. Les résultats 
montrent un blocage de la différenciation plasmocytaire associé à 
une hyperplasie des CG et une augmentation du pourcentage et du 
nombre absolu des LB du CG (BGC). L’analyse par PCR 
quantitative de l’expression des FT importants pour la 
différenciation des BGC et des plasmocytes a montré que les cellules 
déficientes pour TET2 présentent une répression du gène Prdm1 
codant pour BLIMP1, un régulateur essentiel de la différenciation 
plasmocytaire. Je me suis ensuite intéressée à TET3, autre protéine 
de la famille TET exprimée dans la lignée B. Les modèles Tet3-
déficients in vivo et in vitro n’ont pas montré d’altération marquée 
de la différenciation B terminale.  

J’ai par ailleurs étudié une mutation somatique de SPI1/PU.1, 
identifiée par notre équipe chez des patients atteints de maladie de 
Waldenström (MW). Dans plus de 95% des cas, la mutation 
activatrice L265P du gène MYD88 est également présente. Nous 
avons montré que la mutation de SPI1, bien que n'empêchant pas sa 
liaison à l’ADN, modifie son affinité de liaison sur les sites 
normalement reconnus par la forme sauvage. La mutation semble faire 
adopter à cette protéine ETS de classe III un comportement qui 
ressemble à celui d'une classe I/IIa. J’ai ensuite cherché à documenter 
les bases de la coopération oncogénique entre SPI1 et MYD88 de deux 
façons. La première, en étudiant la prolifération et la différenciation 
de lymphocytes B naïfs issus d’un modèle murin knock-in pour la 
mutation SPI1 développé dans l’équipe, transduits avec un rétrovirus 
apportant la mutation de MYD88. Les résultats montrent une 
augmentation de la prolifération dans la condition double mutante 
ainsi qu’une augmentation de la différenciation terminale. La seconde 
approche consiste à modifier la lignée humaine BCWM1 de MW par 
CRISPR/Cas9 afin d’y introduire la mutation de SPI1 en même temps 
que l’expression de la GFP. Ce modèle sera notamment utilisé pour 
réaliser des expériences de ChIP-seq afin d’identifier les cibles de la 
protéine mutante dans un contexte MW-like.  
En conclusion, le respect des programmes transcriptionnels est 
essentiel pour le bon déroulement de la différenciation B terminale et 
peut être impacté soit directement, par des mutations affectant des FT 
comme SPI1, soit indirectement lorsque le profil de méthylation de 
gènes codant pour des FT (PRDM1) est altéré suite à des mutations 
affectant des enzymes comme TET2.  
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Abstract : B-cell development involves a first phase of 
differentiation in the bone marrow, in the absence of any specific 
antigenic stimulation, leading to immature B-cells. The second 
phase, staging activation and final maturation, is antigen-dependent 
and takes place in the secondary lymphoid organs, within transient 
structures called germinal centers (GC). It generates antigen-specific 
plasma cells and memory B cells.  
This thesis work focuses on different actors involved in the 
epigenetic and transcriptional regulation of B-cell differentiation: 
the enzymes TET2 and TET3 and the transcription factor (TF) 
SPI1/PU.1. Mutations in genes encoding these proteins are found in 
human neoplasms, we used in vivo and in vitro models to determine 
their functional consequences. 
I analyzed the impact of TET2 loss of function on the differentiation 
and maturation of B-cells. The results show an impaired plasma cell 
differentiation associated with GC hyperplasia and an increase in the 
percentage and absolute number of GC B-cells (BGC). Quantitative 
PCR analysis of the expression of key BGC and plasma cell TF 
showed that Tet2-deficient cells exhibit repression of the Prdm1 
gene encoding BLIMP1, a master regulator of plasma cell 
differentiation. I then turned my attention to TET3, another TET 
family protein expressed in the B-cell lineage. In vivo and in vitro 
Tet3-deficient models show that the loss of TET3 does not 
significantly affect terminal B differentiation.  
 

 
In addition, I studied a somatic mutation of SPI1/PU.1, identified 
by our team in patients with Waldenström's disease (WM). In 
more than 95% of cases, the L265P activating mutation of MYD88 
is also present. We have shown that SPI1 mutation, although not 
preventing its binding to DNA, alters its binding affinity at sites 
normally recognized by the wild-type form. The mutation appears 
to cause this class III ETS protein to behave in a manner similar 
to a class I/IIa ETS protein. I then sought to document the basis 
for oncogenic cooperation between SPI1 and MYD88. First, by 
studying the proliferation and differentiation of naïve B-cells from 
a locally developped mouse model knock-in for the SPI1 
mutation, transduced with a retrovirus carrying the MYD88 
mutation. The results show an increase in proliferation and in 
terminal differentiation in the double mutant condition. Second, 
by modifying the human BCWM1 WM cell line by CRISPR/Cas9 
in order to introduce the SPI1 mutation at the same time as the 
expression of the GFP. This model will be used in particular to 
perform ChIP-seq experiments to identify the targets of the mutant 
protein in a MW-like context.  
In conclusion, compliance to transcriptional programs is essential 
for the smooth progress of B-cell terminal differentiation and can 
be impacted either directly, by mutations affecting TF such as 
SPI1, or indirectly when the methylation profile of key TF-
encoding genes (PRDM1) is altered following mutations in 
enzymes such as TET2. 
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